LIGIA AKEMI KIYUNA

Analise da atividade e expressao da proteina Dicer em
condicdes de estresse de aldeidos: possivel papel protetor da
enzima ALDH2

Dissertacao apresentada ao Programa de
P6s-Graduacao em Ciéncias
Morfofuncionais do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo,
para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias.

Sao Paulo
2018



LIGIA AKEMI KIYUNA

Analise da atividade e expressao da proteina Dicer em
condicdes de estresse de aldeidos: possivel papel protetor da
enzima ALDH2

Dissertacao apresentada ao Programa de
P6s-Graduacao em Ciéncias
Morfofuncionais do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo,
para obtencdo do Titulo de Mestre em
Ciéncias.

Area de concentracao: Ciéncias
Morfofuncionais

Orientador: Prof. Dr. Julio Cesar B. Ferreira

Verséo original.

Sao Paulo
2018



CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servico de Biblioteca e informagdo Biomédica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o Paulo

Ficha Catalografica elaborada pelo(a) autor(a)

Ki yuna, Ligia Akem

Anél i se da atividade e expressdo da proteina
Di cer em condi ¢cdes de estresse de al deidos: possivel
papel protetor da enzima ALDH2 / Ligia Akem
Ki yuna; orientador Julio Cesar Batista Ferreira. --
Sao Paul o, 2018.

143 p.

Di ssertacdo (Mestrado) ) -- Universidade de Séo
Paul o, Instituto de C énci as Bi onédi cas.

1. Estresse oxidativo. 2. Disfuncao cardiaca. 3.
mcroRNAs. 4. Dicer. 5. 4-HNE. |. Batista Ferreira,
Julio Cesar , orientador. Il. Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidata:  Ligia Akemi Kiyuna

Titulo da Dissertacéo: Analise da atividade e expressao da proteina Dicer em condicdes de
estresse de aldeidos: possivel papel protetor da enzima ALDH2

Orientador: Prof. Dr. Julio Cesar Batista Ferreira

A Comisséo Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertacdo de Mestrado, em sesséo
publica realizada a ...................... Lo, | , considerou a candidata:

() Aprovado(a) ( ) Reprovado(a)

Examinador(a): ASSINATUIA. ..ottt e e e e e e e e e e e
NOIMB! et

INSTTUIGEO: ..ottt

Examinador(a): ASSINATUIAL .ottt
N e et

INSTITUIGEO: .ottt e

Examinador(a): ASSINATUIA: .ooveeiiiiiiiieieeeee e
N O e e

INSTTUIGEO: ..ottt

Presidente: YIS [ = LU ] = LT
NN [0] 1 1 1S

INSTITUIGEO: .ottt



l COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
UNIVERSIDADE DE SAQO PAULO

l cB USP Cidads Unyestdng Lmsces d6 S¥las Oiveirz” Sutantd, 530 Faulo, S8 Ay Piolesacr Unsu Prasiss, 2415 - 1C2 111 - O35CE 00D
CEVACBIUSP - Telafone (11) 30817733 - ermal cepdfich 2p be

CERTIFICADO

Certificamos gue o projeto intitulado "Andlise da Atividade e Perfil de Expressdo da Proteina
Dicer em Condigbes de Estresse de Aldeidos: Possivel Papel Protetor da Enzima ALDH2", registrado sob o

protocolo n2 6/2016, que envolve a produgdo, manutengdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chardata, subfilo Vertebrata (exceto o hamem), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei n® 11,794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® £6.899, de 15 de julho
de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
{CONCEA). Ante esta conformidade, o referido projeto foi avaliade e aprovado em 08/03/2016 pela
COMISSAO DE FTICA NO USO DE ANIMAIS do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sio
Paulo (CEUA-ICB/USP), outorgando esta licenga de uso de animais tem validade de 04 (quatro) anos 2
partir da data de aprovagao.
- Investigador Principal: Dr.(a.) Julio Cesar Batista Ferreira
- Departamento: Anatomia
- Membros da Equipe: Ligio Akemi Kiyuno (Pos-graduando), Luiz Henrique Morchesi Bozl (Pds-doutaranda)
Havendo interesse na renovagao do projeto, a solictagdo devera ser protocolada pela
Secretaria da CEUA-ICB/USP até o ultimo dia de validade da atual proposta. Apos esta data uma nova
proposta devera ser encaminhada.

CERTIFICATE

We hereby certify that the project entitled “Impact of Aldehydes on Dicer Activity and

Expression Profile: Benefits of ALDH2 Activation", protocol ng 6/2016, which involves the production,
maintenance and/or use of animals beionging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except
human), for scientific research purposes, is in actordance with the provisions of the Law n2 11.754 passed
on October 8", 2008, Decree n? 6859 passed on July 157, 2009, and the rules issued by the Natianal
Council for Cantrol and Animal Experimentation (CONCEA}. According to this legisiation, the project was
evaluated and approved an 3/8/2016 by the ETHICS COMMITTEE ON ANIMAL USE, Institute of Biomedical
Sciences, University of Sao Paulo (CEUA-ICB/USP), and the license for animal use is valid for 04 (four)
years from the date of approval.
- Principal Investigatar: Dr.{a.) Julio Cesar Batista Ferreira
- Team members: Ligia Akemi Kiyuna (Groduate Student), Luiz Henrique Marchesi Bazi (Pastdoctoral Researcher)

If a renewal of the project is intended, the request must be submitted to the CEUA-ICB/USP
secretary before the expiration of the current proposal. After this date, a new proposal must be prepared.

Espécie/Species | Linhagem/Strain | Sexo/Gender idade-Peso/ Age-Weight | Total
Katus Nowergicws Wistar Macho/Male & sermanas/weeks an

( o Paulo, 08 de margo de 2016,

\
SOUMIA e
Prof. Dr. Anderson de Sa Nunes Praf. Dr.ir;n_g__ son Goulart da Silva
Coordenador CEUA-ICB/USP Vice-Secretdrio CEUA-ICB/USP




AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador Prof. Julio Ferreira, por ter acreditado em mim e pela
oportunidade de trabalhar em seu laboratério e integrar o time LISB. Muito brigada por
me ajudar a extrair o melhor de mim!

Ao Prof. Mario H. Hirata, por ter inicialmente aberto as portas de seu laboratoério
e me aceito como aluna de aprimoramento. Essa oportunidade foi muito importante
para o0 meu retorno a universidade.

Ao Prof. lan MacRae, pela oportunidade de estagiar em seu laboratério por 6
meses. Sou muito grata ndo apenas pela hospitalidade e tempo dedicado, mas pela
orientacdo na bancada e por todas as discussdes de ciéncia. Um agradecimento
especial aos seus alunos: Jess, Shanon, Todd, Yao, Luca e Phil. Thank you so much!
E & Ellen, pela ajuda e amizade desde o0 meu primeiro dia!

Ao Prof. Edécio Cunha-Neto e a Profa. Ludmila Rodrigues, pela parceria e por
todo o suporte na construgcdo dessa histéria. Em especial, ao Darlan, meu
companheiro de experimentos. Obrigada pelas risadas, musicas e brainstorms!

Ao Dr. Paulo Magno, pela realizacdo dos exames ecocardiograficos.

Ao Prof. Guilherme Menegon Arantes e sua aluna Ariane, pelo profissionalismo
e pela parceria nesse projeto.

Aos professores Marilene Demasi, Flavia Meotti e Marcelo Mori, pela
participacdo em meu exame de qualificacéo e pela valiosa discussao cientifica. Todas
as suas sugestdes ajudaram na construcéo desse trabalho.

Aos meus colegas e amigos do time LISB, que me ensinaram quase tudo que
aprendi no mestrado. Muito obrigada por todo o companheirismo e suporte no passar
desses anos. Por ter me ajudado na preparagcdo das minhas apresentacdes, e por
estar na platéia durante cada uma delas. Muita gratiddo! Muito obrigada por me incluir
no time! Obrigada Katia e Lucas (pelas nossas “raves” no lab!), Ju (por organizar esse
grupo!), Bozi, Bechara, Lais, Marcinho (co-fundador do Lisb Cultural), Lis, Nicolas,
Carlos, Van (uma vez Lisb, sempre Lisb), Gabriel e Ricardo. Em especial, a0 meu
colega sao paulino e parceiro de bandejao, Ruda! Por toda a paciéncia e discussdes
cientificas. Eu aprendi muito com vocés.

Aos meus amigos do LBMAD, por tudo que me ensinaram dentro e fora do
laboratorio e, principalmente, pela amizade, que carrego até hoje. Muito obrigada Ju
(pelas discussdes sobre polissomos e miRNAs!), Aninha, Beth, Brayan e Cris. Foi
muito bom conviver com todos vocés!



A Profa. Maria Luiza M.B. de Chaves e aos membros do LBCAF, pela
hospitalidade e suporte nos ultimos anos. Muito obrigada Nat, Carol, Denicio e Marina!
Tenho uma admiragédo e um carinho muito grande por todos voceés.

Aos meus amigos e irmaos, Bru, Risada, Samuel e Danilo por estarem ao meu
lado em todos os momentos. Por acreditarem em mim e me fazerem acreditar também
nos momentos em que desanimei. Vocés sdo a familia que eu escolhi, sdo o meu
pequeno conselho!

A minha amiga Vi (mestre), pela companhia nessa longa jornada! Companheira
de cafés e muffins! Obrigada por estar ao meu lado e por confiar em mim.

A Ailma, minha amiga e irma mais nova! Foi muito bom morar com vocé nesses
ultimos dois anos. Obrigada por me contagiar com sua alegria e otimismo diariamente!

As minhas novas amigas Livia e Daiane, que conheci durante o0 meu estagio
em San Diego. Muito obrigada por todo o suporte, companhia e amizade durante
minha estadia fora do pais! Com vocés, eu me senti em casa.

Aos meus pais, Fatima e Nelson, que sempre me apoiaram e incentivaram em
todas as minhas decisdes e sonhos. Nada seria possivel sem vocés ao meu lado.

Aos meus familiares, que mesmo de longe, me apoiaram e deram forcas para
gue eu pudesse concluir mais essa etapa em minha vida! Muito obrigada tia Ana, avé
Aurea, L&, Rafa, Ramon, L6 e Thayne!

Ao Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, pela
oportunidade de realizacé&o do curso de mestrado.

A Capes, pelo apoio e incentivo a pesquisa.

A FAPESP, pela concess&o da bolsa de mestrado (2016/00900-0) e de estagio
no exterior (2017/14426-0), e pelo suporte financeiro para a realizacdo dessa
pesquisa.



“O essencial é invisivel aos olhos.”

Antoine de Saint-Exupéry



RESUMO

Kiyuna L.A. Andlise da atividade e expressdo da proteina Dicer em condigées de estresse
de aldeidos: possivel papel protetor da enzima ALDH2. [Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Morfofuncionais)] — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2018.

O 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) é um dos principais produtos da peroxidacao lipidica,
processo exacerbado no quadro de estresse oxidativo. Em funcdo de sua alta
reatividade com biomoléculas, seu acumulo tem sido relacionado ao estabalecimento
e progressdo de inimeras doencas, incluindo as cardiovasculares. Recentemente,
nosso grupo identificou a interacdo entre 4-HNE e a proteina Dicer em coragdo de
ratos com insuficiéncia cardiaca (dados nédo publicados). Dicer é uma RNAse
importante na biogénese de microRNAs (miRNA), com papel na regulacédo génica pos-
transcricional, de modo que alteracdes em sua funcdo poderiam afetar diversos
processos celulares. Tanto a interacdo entre o aldeido e Dicer, quanto o efeito sobre
a mesma nao foram descritos na literatura. Nesse contexto, o presente estudo tem
como objetivo avaliar o efeito do 4-HNE na atividade e a expresséo da Dicer. Nossa
hipotese é que o 4-HNE afete negativamente o perfil de atividade e expressao da
Dicer. Para testar essa hip6tese, utilizamos o modelo animal de disfuncéo cardiaca
induzida cirurgicamente e avaliamos: a formacdo de adutos de 4-HNE-proteinas,
atividade e expresséao de Dicer, e os niveis de miRNAs cardiacos. Em cultura celular
(H9C2, MEF e HEK293), por sua vez, avaliamos o efeito agudo de 4-HNE sobre as
mesmas variaveis apés sua adicdo no meio de cultura. E, por dltimo, utilizando a
proteina recombinante, analisamos o efeito direto do aldeido sobre a estabilidade e
atividade da enzima in vitro. Como esperado, em ensaios com a proteina isolada,
observamos que o 4-HNE interage diretamente com a RNAse Dicer, e a formacéo de
conjugados Dicer-4-HNE é responsavel pela inibicdo e perda de estabilidade da
proteina de forma tempo- e concentracdo-dependentes. No modelo animal,
demonstramos um prejuizo na atividade de Dicer no coracdo de animais com
disfuncdo cardiaca induzida por infarto do miocardio, sem alteracdo em sua
expressdo, acompanhado de diminuicdo dos niveis da maioria dos miomiRs
analisados. Notavelmente, ambos os parametros, assim como o0s niveis de adutos de

4-HNE-proteinas, foram melhorados no grupo tratado com Alda-1, agonista alostérico



da enzima ALDH2 (responsavel pela remocéo do 4-HNE). Dessa forma, sugerimos a
existéncia de associagdo entre os niveis de 4-HNE, atividade de Dicer e alteragcdo na
expressdo de miRNAs no quadro de disfuncéo cardiaca. Consistente com os dados
observados in vivo, em modelos celulares, a exposicdo aguda ao 4-HNE demonstrou
reduzir a atividade de Dicer e afetar a via de biossintese de miRNAs. Porém, néo
observamos protecéo por Alda nesse modelo. Conjuntamente, nossos dados sugerem
gue a atividade de Dicer € modulada por 4-HNE em quadros de estresse agudo e
cronico de aldeidos. Contudo, mais estudos s&o necessarios a fim de elucidar o
mecanismo pelo qual essa modulagédo ocorre. Visto que o acumulo de 4-HNE e a
desregulacéo na biogénese de miRNAs tem sido associados ao desenvolvimento de
patologias, o estudo da interacdo entre Dicer e o aldeido €& importante na

compreensao dessas doencas e planejamento de novas estratégias terapéuticas.

Palavras-chave: Dicer. microRNAs. 4-HNE. Estresse oxidativo. Disfuncdo cardiaca.



ABSTRACT

Kiyuna L. A. Impact of aldehydes on Dicer activity and expression: potential benefits of
ALDH2 activation. [Dissertation (Master thesis in Morphofunctional Sciences)] —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2018.

4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) is a major by-product of lipid peroxidation, a process that
is exacerbated under oxidative stress conditions. This aldehyde is a very reactive
molecule associated with the establishment and progression of many diseases,
including cardiovascular diseases. We recently found using proteomics that 4-HNE
directly targets Dicer in failing hearts, a critical enzyme for miRNA biology (unpublished
data). Neither the aldehyde-Dicer adduction, nor its effect on protein stability and
activity has been previously reported. Therefore, this study aimed to fill this gap by
further investigating 4-HNE-Dicer interaction and characterizing its effect on Dicer
profile. We hypothesize that 4-HNE will make adducts with Dicer and compromise its
function and levels. Using an animal model of cardiac dysfunction, we evaluated the
following parameters: levels of 4-HNE adducted proteins, Dicer levels and activity, and
the levels of heart specific miRNAs (myomiRs). The same variables were analyzed in
distinct cellular models (H9C2, MEF, HEK293) after acute exposure to 4-HNE.
Additionally, we synthetized recombinant Dicer, and protein function and stability were
assessed in vitro. As expected, the experiments with recombinant protein revealed that
4-HNE directly interacts with Dicer, and the formation of 4-HNE-DICER adduct causes
loss of Dicer cleavage activity and stability in a time- and concentration-dependent
manner. Regarding the animal model, Dicer activity, but not protein levels, dropped in
failing hearts, which was paralleled by a reduction of mature miRNA levels. Of interest,
animals with cardiac dysfunction chronically treated with a small molecule activator of
aldehyde dehydrogenase 2 (ALDH2), termed Alda-1, displayed an elevated cardiac
Dicer activity and mature miRNA levels compared with vehicle-treated animals. ALDH2
is the mains enzyme responsible for 4-HNE clearance. In this context, this study points
out a potential connection among 4-HNE levels, Dicer activity and myomiR levels in
cardiac dysfunction. Consistent with our in vivo data, cells acutely exposed to 4-HNE
showed an increase in 4-HNE-protein adducts followed by a reduction in Dicer activity

and changes in miRNA biosynthesis. However, Alda showed no protective effect in the



latter model. Taken together, our findings using animal and cellular models suggest
that Dicer activity is impaired in chronic (cardiac dysfunction) and acute aldehyde
stress conditions. However, the molecular mechanisms involved in this response are
still unclear. As both 4-HNE accumulation and microRNAs have been linked to
innumerous pathologies, clarifying the modulation of Dicer activity under such
conditions will certainly contribute to a better understanding the diseases and future

therapeutic strategies.

Keywords: Dicer. microRNAs. 4-HNE. Oxidative stress. Cardiac dysfunction.
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1. INTRODUCAO

Segundo o ultimo relatério da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) sobre
doencas nédo transmissiveis, no ano de 2012, as doencas cardiovasculares foram
identificadas como a principal causa de morte no mundo (31,25% das mortes) (1).
Dentre elas, as doencas isquémicas do coracao (DIC) foram responsaveis por 7,4
milhdes de oObitos, valor correspondente a 13,21% do total registrado globalmente no
mesmo periodo. No Brasil, em 2016, as mortes por DIC representaram 8,9% do total
computado no pais (2), proporcdo semelhante aguela obtida em 2006 (8,8%) (2).

As DIC encontram-se entre as principais causas de insuficiéncia cardiaca (IC) (3),
a qual também € a via final comum da maioria das cardiomiopatias e outras doencas
do aparelho circulatério. Ela é definida pela incapacidade dos ventriculos em bombear
a quantidade de sangue necessaria para suprir as necessidades do organismo (4),
apresentando, quando crdnica, manifesta¢gfes clinicas como retencdo de fluidos,
edema periférico e congestdo pulmonar, em casos mais graves.

Diversos estudos descrevem um aumento significativo na producdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) no coracdo em insuficiéncia (5,6), caracterizando um
guadro de estresse oxidativo. Além da sua acao direta sobre 0s constituintes
celulares, as EROs sdo responsaveis pela geracdo de outras moléculas pro-
oxidantes, como € o caso do aldeido 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE), produto da
peroxidacdo lipidica. Esse aldeido apresenta alta reatividade com biomoléculas,
sendo capaz de formar ligacbes de alta afinidade (adutos) com proteinas, lipidios e
DNA, as quais estéo associadas a modificacao da funcao e degradacao de seus alvos,
de modo que seu acumulo tem sido correlacionado ao desenvolvimento de inUmeras
doencas como o cancer, doencgas neurodegenerativas e cardiovasculares (7).

Experimentos prévios do nosso laboratério, utilizando ratos com insuficiéncia
cardiaca (IC), identificaram um aumento significativo nos niveis de 4-HNE cardiaco,
associado ao desenvolvimento da patologia (8). No mesmo trabalho, uma analise
protedmica dos alvos do aldeido, identificou a endonuclease Dicer, proteina essencial
na biogénese de miRNAs, como um deles (dados ndo publicados). Entretanto, tanto
a interacdo com o aldeido, como o efeito da mesma sobre a proteina, ndo foram

descritas na literatura.
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1.1. Estresse Oxidativo, 4-Hidroxi-2-Nonenal (4-HNE) e Aldeido
Desidrogenase 2 (ALDH2)

Espécies reativas de oxigénio, denominacao ampla que inclui os radicais livres
(como os radicais superoxido, hidroxila, peroxila) e espécies ndo radicalares (ex.:
peréxido de hidrogénio), sdo, em diferentes graus, reativas com biomoléculas (9). No
contexto celular, o desequilibrio entre a producéo de EROs e as defesas antioxidantes
caracteriza o estresse oxidativo, situacéo onde a concentracdo de EROs encontra-se
transiente ou cronicamente acima dos niveis considerados fisiol6gicos. Contudo,
apesar da definicdo do quadro ser amplamente disseminada, o limiar desse equilibrio
nao é claro, visto que ndo sabemos o suficiente sobre a acéo biolégica dos chamados
“oxidantes” e “antioxidantes” (9), o que impde obstaculos no desenvolvimento de
intervencdes eficientes sobre os processos que o0s envolvem e seus efeitos benéficos

e/ou deletérios.

Até recentemente, as EROs, principalmente, os radicais livres, eram vistas
apenas como “vilas” e causa de patologias (9). Com a identificacdo da enzima
superoxido dismutase (SOD) em 1969 (10) ampliaram-se os estudos na area da
Biologia Redox na tentativa de compreender as funcdes bioldgicas dessas moléculas
reativas, até entdo, vistas apenas como subprodutos de reacBes com alvos
randdémicos e efeitos deletérios para o organismo. Hoje, sabe-se que essas espécies
sdo provenientes tanto de fontes exdgenas, como drogas, xenobidticos, radiacdo
ultravioleta (UV), como por vias enddgenas, dentre elas a cadeia transportadora de
elétrons nas mitocéndrias, ou enzimatica (ex.: xantina oxidase, NADPH oxidase, entre
outras) (Figura 1) (9). Adicionalmente, nos ultimos anos, além de estudos avaliando o
seu papel no desenvolvimento de doencas, muitos trabalhos tem descrito a
importancia de algumas espécies na sinalizagéo celular, como o 6xido nitrico e o

peréxido de hidrogénio (11,12).

Aléem das EROs, outros produtos pré-oxidantes sdo gerados quando a célula
encontra-se em estresse oxidativo, como é o caso dos aldeidos malondialdeido (MDA)
e 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE). O dltimo é reconhecido como o principal subproduto

do processo denominado peroxidacéo lipidica (ndo enzimatica), reacdo em cadeia na
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qual os lipidios poli-insaturados da membrana sao oxidados por moléculas radicalares
(radicais livres) (Figura 1) (7,13).

— Figura 1. Geracdo de EROs na

A-HNE=— Fariest célula. llustracdo esquematica das
RS o e Y principais  espécies reativas de
' \ oxigénio (EROs) e suas conexdes no
% [ALDH2| interior da mitocondria. Destaque para
0 processo de peroxidacao lipidica da

4-HNE —— 4-HNA

membrana mitocondrial, com
formacdo do aldeido 4-HNE, e sua
g2, 0, M55 H,0, 7TGPX H,0 oxidacdo a 4-HNA (&cido 4-hidroxi-
nonandico) pela enzima mitocondrial

ALDH2. A cadeia transportadora de
H,0 + 0, elétrons (na membrana mitocondrial
interna) apresenta pequenos
“vazamentos” de anion superdxido

(O27), sendo removido pela enzima
Superoxido Dismutase (Mn-SOD) com
formacao do perédxido de hidrogénio (H20.). O H,0, é reduzido a agua (H20) pela catalase e
glutationa peroxidase (GPx), processo onde a glutationa (GSH) é oxidada pela GPx (14).
Imagem adaptada de Kowaltowski, A. et al, 2001 (14).

catalasel 2GSH «——GSSG
Matriz

Espaco
intermembrana

O 4-HNE é uma molécula altamente reativa devido a trés sitios funcionais em sua
estrutura quimica: a dupla ligacao de carbono C2=C3, ao grupo carbonila C1-O e ao
grupo hidroxila no C4 (Figura 3) (13). O aldeido é capaz de formar ligacbes com
proteina via adicdo de Michael (chamada de aduto de Michael no restante do texto),
através da ligacao de grupos tiol e amino (cisteina, histidina, lisina) a sua dupla ligacéo
de carbono C2=C3; e formacdo de base de Schiff através da ligacdo de seu grupo

carbonila C1-0 as aminas primarias (ex.: lisinas) (13).

Assim como € visto para as EROs, a formacédo de adutos de Michael entre 4-HNE
com DNA, lipidios e proteinas é capaz de inativar, modificar a atividade e funcdo de
seus alvos, ou mesmo leva-los a degradacao (Figura 2), de modo que o acumulo de
4-HNE tem sido correlacionado ao desenvolvimento de inUmeras doencgas, como 0
cancer, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares (7,15). Contudo,
diferentemente da maioria das espécies reativas de oxigénio, o 4-HNE possui um
maior tempo de meia vida (16). Além disso, a presenca de um sitio hidrofilico
(CHOH—CH=CH-CHO) e um lipofilico (CH3-(CH2)4-) em sua estrutura quimica,
permitem que a molécula transite entre o0s compartimentos celulares sem

impedimento e, atinja localidades distantes de seu sitio de formacé&o (Figura 3) (16).
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Figura 2. Esquema ilustrativo dos possiveis efeitos da oxidacdo de proteinas mediada
por EROs e, possivelmente, por 4-HNE. Imagem adaptada de Holmstrom, K. M. & Finkel. T.,
2014 (11).

Diversos estudos descrevem um aumento significativo na producédo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) no coracdo em insuficiéncia (5,6), caracterizando um
guadro de estresse oxidativo. Seu excesso esta associado a disfuncédo celular,
peroxidagéo de lipidios e proteinas, dano ao DNA e morte celular. No contexto da IC,
tal condicéo esté relacionada ao decaimento da funcao contrétil cardiaca, sinalizacéo
de hipertrofia e remodelamento da matriz extracelular, processos envolvidos no
remodelamento patolégico do coracdo e desenvolvimento da insuficiéncia (6). Do
mesmo modo que as EROs, niveis elevados de 4-HNE tem sido relacionados a
cardiomiopatias e a propria IC (17).

A enzima mitocondrial aldeido desidrogenase 2 (ALDH2), conhecida por seu papel
no metabolismo do etanol, é responsavel por oxidar (remover) o 4-HNE em um acido
menos reativo, 0 4-hidroxi-nonandico (4-HNA) (Figura 3), de modo a apresentar um
papel relevante na defesa celular ao estresse de aldeidos (18). Nessa direcao,
estudos recentes observaram uma correlagéo inversa entre a atividade de ALDH2 e o
dano cardiaco isquémico, de forma que a enzima demonstrou ter papel cardioprotetor

em isquemia (19,20).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holmstr%C3%B6m%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24854789
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Finkel%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24854789
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Figura 3. Oxidag&o da molécula de 4-hidroxinonenal em &cido 4-hidroxi-nonanaico,
reacao catalisada pela enzima aldeido desidrogenase 2 (ALDH2). Imagem adaptada de
Schaur, R.J., 2003 (13).

Em 2008, nossos colaboradores da Universidade de Stanford demonstraram que
a ativacdo farmacoldgica da ALDH2 utilizando Alda-1, um agonista alostérico
desenvolvido pelo grupo, protege o coracao contra danos isquémicos (19). A molécula
Alda-1 (aldehyde dehydrogenase activator 1) foi identificada pelo grupo liderado por
Mochly-Rosen (2008) por meio de um ensaio high-throughput screen (ensaio em larga
escala), o qual detectou o aumento especifico da atividade da enzima mitocondrial
ALDH2 em até duas vezes (19). Ao ligar-se na entrada do sitio de ligacédo ao substrato
(aldeido) da enzima, a Alda-1 promove reducdo do Km de ALDH2 por seu cofator
NAD*em 2.4 vezes e aumento de 4.4 vezes em sua eficiéncia catalitica (21).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que a progressao da disfuncao
ventricular induzida por infarto do miocardio é acompanhada pela reducdo da
atividade da ALDH2 cardiaca, acumulo de 4-HNE cardiaco e circulante, e disfuncéo
mitocondrial (20). Ainda, foi demonstrado que o tratamento continuo com Alda-1 é
capaz de aumentar a atividade da ALDHZ2, reduzir a quantidade de 4-HNE e melhorar
a funcdo mitocondrial cardiaca, além de aumentar a contratilidade cardiaca dos
animais tratados (20). Esses resultados sugerem o possivel envolvimento de aldeidos,
como o 4-HNE, na fisiopatologia de doencas cardiovasculares. Entretanto, 0s
mecanismos celulares envolvidos na degeneracdo induzida pelos aldeidos séo

desconhecidos.

1.2. Dados prévios do Laboratorio: onde tudo comecgou

Nesse cenario, considerando o potencial do 4-HNE de formar adutos de Michael
com proteinas, e sua elevada concentracdo no coracdo apos infarto do miocardio (8)
(Figura 4.A), questionamos quais proteinas seriam alvos da modificacéo pelo aldeido

e, qual a contribuicdo dessa interacdo no desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca.
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Em estudo anterior do laboratério (dados nao publicados), foi conduzida uma analise
proteébmica do tecido cardiaco de ratos com insuficiéncia cardiaca, onde foram
analisadas as proteinas que apresentaram formacédo de adutos de 4-HNE em IC e,

cujo quadro era minimizado ou prevenido com o uso de Alda-1 (Figura 4.B).

Insuficiéncia Cardiaca x Insuficiéncia Cardiaca + ALDA-1

-

ﬂ" O
.

Insuficiéncia T - —
Cardiaca 3 p! 10 3 pl 10

Figura 4. Formacdo de adutos de 4-HNE-proteinas em animais com insuficiéncia
cardiaca (IC) induzida por infarto do miocéardio; (A) Niveis de adutos de 4-HNE-proteinas
em animais com IC tratados e nao tratados com Alda-1 e Sham (controle), os dados foram
extraidos do trabalho conduzido no laboratério por Katia Gomes (8); (B) Gel 2D das amostras
de tecido cardiaco dos animais com IC tratados e ndo tratados com Alda-1 marcado com
anticorpo anti-adutos de 4-HNE; em destaque, circulos e setas apontam de forma ilustrativa
para proteinas cuja interacdo 4-HNE foi identificada em animais com IC, e minimizada ou
prevenida em animais tradados com Alda-1 (dados nao publicados).

Dentre as proteinas encontradas com estas caracteristicas, identificamos a
endonuclease Dicer, a qual apresentou trés sitios de formacdo de adutos com o
aldeido, os residuos K1324, H1325 e H1339. A Dicer é uma proteina chave no
processamento do microRNA (miRNA), molécula importante em todos 0s processos
celulares, visto seu papel na regulacdo génica pos-transcricional (Figura 5). Tanto a
interacdo Dicer-4-HNE (regulacdo pos-traducional) quanto seus efeitos na
disponibilidade e funcdo da proteina ainda n&do foram descritos na literatura.

1.3. Dicer e abiogénese de miRNAs

Os miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA n&o codificantes de
aproximadamente 22 nucleotideos, que atuam na regulacdo génica pés-transcricional
via inibicdo da traducéo e degradagdo do RNA mensageiro alvo (MRNA), por meio de
sua ligacédo, principalmente, a regido 3’UTR do ultimo (22). Um Unico miRNA pode

regular a expressao de diversos genes e, de forma similar, um Unico gene pode ser
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modulado por muitos miRNAs . Estudos apontam que eles participam da regulacao de
guase todos os processos celulares, sendo estimado que, em mamiferos, os miRNAs
regulam aproximadamente 30% dos genes codificantes (23).

Com relacéo a sua biogénese, o miRNA pode ser transcrito a partir de um gene
independente ou originar-se de introns de genes codificantes (22). O transcrito
primério, denominado pri-miR (MiRNA primario), passa por duas etapas de
processamento até atingir sua forma madura (Figura 5). A primeira fase é catalisada
pelo complexo microprocessador formado pelas proteinas DROSHA-DGCR8
(DiGeorge syndrome critical region 8) no interior do nucleo (24,25), o qual cliva o pri-
miR em uma molécula de aproximadamente 70 nucleotideos, denominada pre-miR
(miRNA precursor). O pre-miR é reconhecido e transportado para o citoplasma através
da Exportina 5, um fator de transporte nuclear, onde seu processamento é finalizado
(25).

No citoplasma, a Dicer atua em associacdo com a TRBP (trans-activation-
responsive region RNA-binding protein) no processamento do pre-MiR em miRNA
maduro (duplex) (26). Deste ultimo, uma das fitas (fita guia) € preferencialmente
incorporada pela RNAse Argonauta 2 (AGO2) no complexo RISC (Complexo de
Silenciamento Induzido por RNA), onde guia a inibicdo da traducéo e a degradacéo

do mRNA alvo por complementariedade de bases (Figura 5) (22,27).
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Figura 5. Representacdo ilustrativa da via canbnica de biogénese do miRNA. Imagem
adaptada de Filipowicz, W. et al, 2008 (23).

E importante ressaltar que além da via canénica apresentada acima, existem

mecanismos alternativos de geracdo de miRNAs, os quais podem ser independentes
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do complexo microprocessador ou de Dicer (28). Tais processos foram
extensivamente revisados recentemente (29,30). Em 2016, um estudo reavaliou o
papel de Dicer, Drosha e XPO5 na biogénese de miRNAs, através de um modelo
celular nocaute para as proteinas de interesse (31). Enquanto que a delecdo de
Drosha aboliu a producdo de miRNAs canbnicos, as células nocaute para Dicer
apresentaram expressao residual entre 14,4 - 21,4% do total de miRNAsS expressos
na linhagem controle. Os pesquisadores apontaram a existéncia de vias nao
canodnicas de processamento do miRNA, independente de Dicer, e propuseram um
modelo de clivagem do pre-miR dependente de AGO2, com efeito na selecao da fita
guia (preferéncia da fita 5p) (31). Com relagédo a Exportina 5 (XPO5), a delecdo da
proteina afetou modestamente os niveis de miRNAs, de modo que os autores
sugeriram a existéncia de outros mecanismos de transporte do pre-miR,

independentes da proteina.

1.3.1. DICER

Em humanos, o gene DICERL1 encontra-se localizado no cromossomo 14q32.13.
A ribonuclease de 1.922 aminoacidos e peso molecular aproximado de 217kDa,
apresenta estrutura Unica e multidominios, os quais estéo ilustrados na Figura 6.A,
juntamente com sua organizacdo espacial (Figura 6.B), proposta por Lau P. W. e
colaboradores (2012) (32). Infelizmente, devido ao seu tamanho e complexidade, o
cristal completo da proteina de mamiferos ainda ndo esté disponivel, sendo resolvido
apenas o cristal da proteina do protozoario Giardia lamblia (33) (PDB - 2FFL). Nesse
organismo e em modelos in silico presentes na literatura, é proposto que a Dicer
funcione como uma “régua molecular”, através da disposi¢cao dos seus dominios, o
gue garante a clivagem dos seus substratos no mesmo local e com tamanho definido
(33).

Nesse sentido, os dominios PAZ (local de ligacdo do dsRNA, extremidades 3’ e 5’)
e RNAselll (centro catalitico, onde ocorre a clivagem) sdo reconhecidos como as
extremidades dessa ‘régua” (32,33) (Figura 6.B), com importante papel no
comprimento do RNA resultante. Em Drosophila, por exemplo, a insercao de
mutac¢des pontuais no dominio PAZ desencadearam alteragdes no comprimento da

fita de RNA resultante e reducédo em sua atividade de silenciamento (34). Por sua vez,
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a clivagem do pre-miR por Dicer requer a acdo coordenada de seus dois dominios
cataliticos RNAselll A e B (35). A inativacdo de qualquer um dos dominios leva a falha
no processamento do substrato de RNA e alteracéo na producao de miRNAs (36). Por
exemplo, a mutacdo e inativacdo do dominio RNAselllB tem sido diretamente
associada a diversas formas de cancer em humanos (37).

Em 2018, Liu Z e colaboradores, utilizando a técnica de crio-microscopia eletrdnica
(Cryo-EM, do inglés CRYO-Electron Microscopy), resolveram a estrutura da proteina
Dicer humana em complexo com o seu substrato (pre-let-7) e seu cofator (TRBP) em
nivel quase atdmico (resolucédo de 4,4 A) (PDB 5ZAK e 5ZAL) (26) (ver Figura 37.D).
A estrutura se mostrou consistente com os modelos anteriores (32,33), porém
apresentou um maior detalhamento quanto a disposicdo dos dominios da proteina.
Interessantemente, 0 modelo prevé um estagio intermediario de ligacao entre Dicer e
seu substrato, o qual parece ser uma fase prévia a clivagem, onde o pre-miR encontra-
se ligado a proteina, mas afastado do centro catalitico. Tal modelo se assemelha ao
descrito previamente por Taylor DW e colaboradores em 2013 (resolucéo > 20 A) (38).
Nesse estudo, os pesquisadores avaliaram as conformacfes de Dicer frente ao
reconhecimento de diferentes substratos de RNA (pre-miR e pre-siRNA) (38).

Com relacdo ao seu sitio catalitico, Dicer apresenta quatro regidées centrais (do
inglés, motifs), as quais estado localizadas em seus dois dominios cataliticos RNAselll
A (E1316, D1320, D1561, E1564) e B (E1705, D1709, D1810 e E1813), sendo
amplamente conservadas em todos os grupos de seres vivos (35) (Figura 6.A-B).
Notavelmente, a estrutura desse sitio (dimero intramolecular) parece ser mantida por
um nucleo hidrofébico, além de ser envolto por mdultiplos dominios, fornecendo
potenciais sitios de regulacdo do mesmo (26). Na Figura 6.C, a regidao D1320 esta
destacada, visto que ela se encontra a apenas trés aminoacidos de distancia do
primeiro residuo identificado pelo nosso grupo como sitio de formacéo de aduto de
Michael com 4-HNE (K1324).
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Figura 6.Dominios da DICER1 humana; (A) Representacao gréafica da estrutura de DICERL,
onde podem ser visualizados os dominios da proteina destacados em colorido; (B)
Organizacédo espacial de DICER1, proposta por Lau P. W. e colaboradores (2012) (32), as
cores representam os dominios do item (A), Imagens (A) e (B) extraidas de Foulkes, W.D.;
Priest, J.R.; Duchaine, T.F., 2014 (37); (C) Alinhamento multiplo da sequéncia primaria de
DICER1 entre as espécies Caenorhabditis elegans (1407-1462), Homo sapiens (1307-1362),
Mus musculus (1307-1362), Rattus norvegicus (1307-1362) e Drosophila melanogaster (1736-
1791). Em destaque, o fragmento do dominio RNAse llla, o qual apresenta os residuos de
interesse (rosa: K1324, vermelho: K1325, verde: K1339), possiveis sitios de formagéo de
adutos de Michael de 4-HNE. Os demais aminoacidos estdo coloridos baseados na
porcentagem de identidade (Matriz BLOSUM62); Também em destaque um dos quatro
centros cataliticos da proteina, o aminoacido D1320 (em mamiferos).

Vale mencionar que realizamos um alinhamento multiplo da sequéncia primaria de
Dicer entre Caenorhabditis elegans (nematoide), Homo sapiens (homem), Mus
musculus (camundongo), Drosophila melanogaster (mosca-da-fruta) e Rattus
norvegicus (rato), para avaliar a conservacédo dos sitios de interagdo com 4-HNE
nesses organismos. Como resultado, verificamos que os residuos K1324 e H1339 séo
conservados em todas as espécies analisadas, ja o H1325 é conservado apenas nos
mamiferos (Figura 6.C). A conservacdo dos residuos poderia ser um indicativo de
relevancia evolutiva desse sitio para a proteina. Contudo, a interacéo desses residuos
com o aldeido nos demais organismos nao foi avaliada.

Em vertebrados e nematoides, apenas um gene de Dicer foi identificado até o
momento, e a proteina, como visto, tem a sua funcgéo relacionada a clivagem tanto de

pre-miRs, na via dos miRNAs, como de moléculas de RNA dupla fita (dsRNA), na
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sintese de siRNA enddgenos (pequeno RNA de interferéncia, do inglés small
interfering RNA). Contudo, nos ultimos anos, outras fun¢des tém sido propostas a
Dicer, como sua participacdo no reparo de danos ao DNA (39,40) e, aparente
migracdo para 0 nucleo (41), onde atuaria no processo de silenciamento génico
transcricional. Movimento também descrito no nematéide C. elegans, porém, apenas
no inicio da oogénese, processo induzido pela fosforilacdo da proteina (42).

Em insetos, como em Drosophila melanogaster, que apresentam 2 isoformas, ou
em plantas, como a Arabdopsis Thaliana, a qual apresenta 4 isoformas (Dicer Like 1-
4, DCL1-4), cada isoforma da proteina demonstra ser especializada na funcao que
executa (ex.: sintese de miRNA ou siRNA), apesar de poder ocorrer sobreposicao de
funcdes, principalmente, em plantas (43). Interessantemente, tanto em Drosophila
(44) como em humanos (45), sua participacdo na defesa anti-viral ja foi proposta.
Nesses grupos, a existéncia de formas especializadas para diferentes fungdes pode
estar associada com mecanismos distintos de regulacdo. Em mamiferos, os quais
apresentam apenas uma isoforma, a proteina deve ser finamente regulada, visto que
a mesma proteina atua em diversos processos e deve responder de forma adequada

a diferentes estimulos, tanto fisiol6gicos como de estresse.

1.3.2. DICER e estresse oxidativo

A biogénese dos miRNAs representa um processo finamente regulado, sendo
coordenado temporal e espacialmente. Essa regulacdo ocorre em diferentes niveis
(Figura 7), desde a transcri¢cao do pri-miR, seu processamento (DICER e DROSHA) e
modificacdo (via edicdo, metilacdo, uridilacdo e adenilagdo), carregamento na
proteina Argonauta (selecdo da fita guia e incorporacdo ao complexo RISC), e
decaimento (30). Modificacdes na disponibilidade e atividade de proteinas envolvidas
em qualquer etapa de sua biogénese poderiam levar a mudancas no perfil final de
miRNAs e, consequentemente, de proteinas por eles reguladas. Nessa dire¢éo,
estudos recentes tém apontado que o mau funcionamento da génese dos miRNAs

esta associado a diversas doengas, como cardiomiopatias e cancer (46-48).
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Figura 7. Regulacéo da biogénese de microRNAs. llustracdo esquematica dos fatores que
atuam sobre a biogénese dos microRNAs e, como esse processo esta relacionado ao
desenvolvimento de doencgas. Em amarelo, o possivel papel da condicdo de estresse oxidativo
como uma das causas da alteracdo no processo de biogénese. Destacada em vermelho, a
DICER, proteina envolvida no processamento de miRNAs, a qual foi identificada em estudos
preliminares do laboratério como um dos alvos do aldeido 4-HNE.

Entre as possiveis alteracdes na via de processamento do miRNA, a inativacao
parcial ou delecdo de DICER tém sido associadas ao desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca (47,48). Ap6s delecédo de DICER no coragdo de camundongos via sistema
Cre-loxP, Chen e colaboradores (2008) observaram dilatacdo acentuada do ventriculo
esquerdo, alteracdo nos niveis de proteinas contrateis e drastica reducdo nos niveis
de miRNAs maduros, seguido de morte no quarto dia pdés-nascimento (47). No mesmo
estudo, os pesquisadores observaram reducdo nos niveis de Dicer no coracdo de
pacientes no estagio final de IC induzida por cardiomiopatia dilatada.
Interessantemente, seus niveis foram significativamente elevados no coracdo dos
mesmos pacientes apos instalacéo cirurgica de aparelho de assisténcia ao ventriculo
esquerdo.

Em 2012, Mori e colaboradores demonstraram que ha reducao nos niveis de Dicer
e, consequentemente, na biogénese de miRNAs, em camundongos ao longo do
envelhecimento (49). O declinio nos niveis de Dicer foi acompanhado pela diminui¢do
da resisténcia ao estresse (ex.: de calor, estresse oxidativo), resposta também
observada no nematoide C. elegans, o qual também apresentou redu¢ao no tempo de
vida. Adicionalmente, em ensaios celulares no mesmo estudo, 0s pesquisadores

verificaram que os niveis de Dicer estdo reduzidos em fungéo de estresse oxidativo
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induzido (por Paraquat, peréxido de hidrogénio, UV), ou seja, a proteina, assim como
o perfil de miRNAs, demonstra ser sensivel a variagdes no estado redox celular.

Na mesma direcdo, estudos recentes em oncologia verificaram alteracdo nos
niveis de Dicer e DROSHA em resposta a hipdxia (50,51). Twan van den Beucken et
al (2014) encontraram, em condi¢cbes de hipdxia, uma diminui¢cdo significativa na
expressdo da Dicer atribuida ao silenciamento de seu promotor e reducdo de sua
transcricdo (50). Sua menor expressao foi seguida de declinio na biogénese de
MiRNAs, principalmente da familia miR-200.

No mesmo ano, Rajesha Rupaimoole e colaboradores (2014) encontraram
resultados semelhantes em células provenientes de tumor ovariano (51). Quando as
células foram sujeitas a hipdxia prolongada (até 48 horas), houve uma reducéo
significativa nos niveis de mRNA e proteina de Dicer e DROSHA, os quais foram
recuperados quando retomadas as condi¢des de normédxia, demonstrando a natureza
dindmica da regulacdo. Para validar o resultado obtido, os pesquisadores
sequenciaram o pri-miRNA, pre-miRNA e miRNA maduro em norméxia e hipoxia, e
observaram, como esperado, o acumulo de pri-miRNA e reducdo de sua forma
madura, sob hipdxia. Em ambos os estudos, o declinio nos niveis de DICER e
DROSHA foi relacionado a um pior prognéstico (51).

Ambos, o quadro de estresse oxidativo (7,15,17) e a desregulacéo na biogénese
de miRNAs (46-48), tem sido associados ao desenvolvimento de patologias. Nesse
contexto, o estudo dos mecanismos pelos quais esses processos podem estar
relacionados entre si é importante para uma melhor compreensdo das doencas e

maior éxito no desenvolvimento de terapias.
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2. HIPOTESE

Experimentos prévios do laboratério descreveram um aumento significativo nos
niveis de 4-HNE cardiaco em animais com insuficiéncia cardiaca (IC), sendo a
proteina Dicer identificada como um dos alvos do aldeido. Uma vez que modificacbes
pos-traducionais de Dicer podem modular a sua atividade, nés levantamos a seguinte
hipétese: a interagdo 4-HNE-Dicer causa reducdo na atividade de Dicer e alteracdo

em sua expressao no quadro de estresse de aldeidos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito do aldeido 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) sobre a expressao e
atividade da proteina Dicer no quadro de estresse de aldeidos.

3.2. Objetivos Especificos

(1) Validar a formacédo de adutos entre 4-HNE-Dicer no coracdo (area remota) de

animais com disfunc¢éo cardiaca induzida pelo infarto do miocardio;

(2) Analisar a expressao e atividade de Dicer no coracao (area remota) de animais

com disfuncao cardiaca induzida pelo infarto do miocardio;

(3) Avaliar a expressdo de miRNAs especificos de musculos (miomiRs) no coracao

(area remota) de animais com disfuncao cardiaca induzida pelo infarto do miocérdio;

(4) Verificar o papel protetor da ativagdo farmacoldégica da enzima ALDH2 sobre o
fenétipo dos animais com disfuncdo cardiaca (funcdo cardiaca), e se 0 mesmo se

reflete sobre o perfil de expresséao e atividade da Dicer;

(5) Em modelos celulares, avaliar o efeito do tratamento agudo com 4-HNE sobre a
atividade e expressao de Dicer;

(6) Expressar a proteina Dicer wild type e mutante, com substituicdo dos residuos de

aminoacidos previamente identificados como alvos do 4-HNE;

(7) Em ensaios in vitro com a proteina recombinante wt e mut, avaliar o efeito do

aldeido 4-HNE sobre a estabilidade e atividade de Dicer.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Experimentos com animais: Sham x Disfunc¢éo Cardiaca

4.1.1. Amostra

O presente estudo teve a aprovagdo do Comité de Etica do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB) da Universidade de S&o Paulo (6/2016). Para a realizacao do projeto,
foram utilizados ratos da linhagem Wistar machos (200-250 gramas) provenientes do
Biotério Central do Instituto Butantan (Sdo Paulo). Os animais foram mantidos no
Biotério do Departamento de Anatomia, localizado no prédio do ICB 3 da Universidade
de Sao Paulo, com temperatura controlada entre 22°C — 25°C, ciclo claro-escuro 12:12
horas. Agua e comida foram administradas ad libitum. Esse estudo foi conduzido de
acordo com 0s principios éticos em pesquisa animal adotado pela Sociedade

Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratorio (SBCAL).

4.1.2. Protocolo de cirurgia cardiaca para inducédo do infarto do miocardio

A cirurgia cardiaca para indugédo do infarto do miocérdio foi realizada em ratos com
oito semanas de idade. Inicialmente, os animais foram anestesiados via inalatdria com
Isoflurano (Isoforine®, Cristalia, Brasil) e entubados para ventilagdo mecanica (70
pulsos/ minuto; 2,5 mL/pulso). Uma toracotomia esquerda, sob condi¢des assépticas,
foi realizada no terceiro espaco intercostal e o pericardio aberto. No grupo “Disfuncéo
Cardiaca” (DC) a artéria coronaria descendente anterior foi ligada distalmente a 2mm
de sua origem com fio de algodao/poliéster ndo absorvivel (3-0 PolySuture, Covidien,
Irlanda), finalizando com retirada do pneumotérax e fechamento do térax. No grupo
“Sham”, os animais foram submetidos ao mesmo estresse cirdrgico, porém sem a
ligadura da artéria coronaria esquerda. As cirurgias foram realizadas em nosso
laboratorio. No periodo poés-cirdrgico, os animais foram tratados com injecbes

subcutaneas de Dipirona (20mg/ dia) por 2 dias.

4.1.3. Tratamento
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Quatro semanas apos a cirurgia cardiaca de indugéo de infarto do miocéardio, o0s
animais iniciaram um tratamento de quatro semanas com Alda-1 (10mg/Kg/dia) ou
solucéo veiculo (50% DMSO/ 50% PEG 400) por meio da implantacdo de mini-
bombas osmdticas (Alzet, modelo 2 mi4, 2.5uL/hora) no dorso (Figura 8) (8). Os
animais de ambos os grupos experimentais, “Disfuncdo Cardiaca” (n=12) e “Sham”
(n=8), foram divididos em dois grupos adicionais de acordo com o tratamento
recebido: (1) Sham tratato com veiculo (n=4), (2) Sham tratado com Alda-1(n=4), (3)
Disfuncdo Cardiaca tratato com veiculo (n=6), e (4) Disfun¢cédo Cardiaca tratado com
Alda-1 (n=6).

Alda-1 foi gentilmente cedida pela nossa colaboradora da Universidade de
Stanford (EUA), Profa. Dra. Daria Mochly-Rosen. Vale lembrar que a molécula Alda-1
€ um modulador alostérico de ALDH2, enzima responsavel pela remocéo do 4-HNE.
Para a implantacdo das mini-bombas osmoéticas, os ratos foram anestesiados com

Isoflurano (Isoforine®, Cristélia, Brasil) via inalatoria.

4.1.4. Avaliacdo da Funcao Ventricular

Para confirmar o desenvolvimento da disfuncdo cardiaca e avaliar o efeito do
tratamento com Alda-1, a avaliacdo da funcdo ventricular foi realizada por
ecocardiografia modo M (monodimensional) em colabora¢do com o Dr. Paulo Magno
Martins Dourado do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo, a partir de um ecocardiografo (Acuson Sequoia 512, EUA) equipado
com transdutor linear 15 megahertz. O exame ecocardiografico transtoraxico foi
realizado em todos os animais 4 e 8 semanas apos a cirurgia do infarto do miocardio
(Figura 8). Para realizar o procedimento, os animais foram anestesiados com uma
mistura de ketamina (50mg/kg) e xilazina (10mg/kg) intraperitoneal. Foram obtidas as
medidas das seguintes variaveis: diametro diastdlico (DVEd) e sistdlico (DVES) final
do ventriculo esquerdo, espessura do septo interventricular na diastole (SIVvd),
espessura do septo interventricular na sistole (SIVs) e parede posterior do ventriculo
esquerdo em sistole (PPVES) e diastole (PPVEd). Essas medidas foram utilizadas
para calcular a fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (FE), pela férmula FE
(%) = [(DVEd — DVEs)/ DVEd] x 100. As medidas ecocardiograficas seguiram as
recomendacdes do Comité de Padronizacdo de modo M da Sociedade Americana de

Ecocardiografia (52).
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4.1.5. Eutanasia e coleta de tecidos

Vinte e quatro horas apos o Ultimo exame ecocardiografico, os animais (16
semanas) foram anestesiados com mistura de ketamina (50mg/kg) e xilazina
(10mg/kg) intraperitoneal, e eutanasiados via decapitacdo. Coracao, figado e pulmdes
foram cuidadosamente dissecados e pesados. O peso total dos érgdos analisados foi
corrigido pelo comprimento da tibia e comparado entre os grupos. Amostras de

coracdo e figado foram congeladas em freezer -80°C para posteriores anélises

moleculares.

Cirumgia de infarto Inicio do tratamento

do miocamdio {Alda-1 ou veiculo)

4 4
- '4 ——————————————— >
Animais com Tratamento 4 semanas
2 semanas
L 4 L 4
4 semanas 8 semanas
1° Ecocardiografia 2° Ecocardiografia

Figura 8. Esquema ilustrativo do desenho experimental.

4.2. Culturade células

Foram utilizadas trés linhagens celulares no presente estudo, a HEK 293 (Human
embryonic Kidney) modificada (RNAIi-293-EGFP/RFP) (53,54), e as linhagens
imortalizadas de fibroblastos de camundongo (MEF; wild type e Dcr -/-) e de
mioblastos de rato (H9C2). Todas foram mantidas sob as mesmas condi¢des a 37°C
e 5% CO2 em meio DMEM High Glucose (Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
(Cultilab) com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% de penicilina-estreptomicina
(Sigma).

A linhagem RNAI-293-EGFP/RFP é caracterizada por expressar constitutivamente
as proteinas EGFP (Enhanced Green Fluorescent Protein) e RFP (Red Fluorescent
Protein) e o shRNA anti-EGFP (small hairpin RNA). A linhagem, desenvolvida pelos
grupos de Shan et al (2008) (53) e otimizada por Li et al (2012) (54), funciona como

um sistema reporter para monitorar a via de processamento de sSiRNA (small
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interfering RNA). O modelo prevé que alteragbes nas proteinas envolvidas no
processamento do shRNA em siRNA anti-EGFP alteram os niveis finais de proteina
alvo EGFP, e consequentemente, a fluorescéncia obtida. Considerando o mecanismo
de acdo do siRNA (degradacdo do mRNA EGFP), a florescéncia do EGFP sera
inversamente proporcional ao processamento do shRNA em siRNA (Figura 9). A
fluorescéncia de EGFP foi normalizada pela RFP, uma proteina florescente
normalizadora expressa constitutivamente no nosso modelo celular. Essa linhagem
celular foi gentilmente cedida pelo nosso colaborador Prof. Dr. Marcelo Mori, da
Universidade Federal de S&o Paulo (UNIFESP-SP).
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Figura 9.Esquema ilustrativo das células HEK 293 modificadas RNAIi-293-EGFP/RFP.
Modelo prevé que modificacbes nas proteinas (ilustradas em amarelo) envolvidas no
processamento do shRNA anti-EGFP em siRNA anti-EGFP alteram os niveis finais de
proteina EGFP. Considerando o mecanismo de acdo do siRNA (degradacdo do mRNA
EGFP), a florescéncia do EGFP é inversamente proporcional ao processamento do shRNA
em siRNA; Além disso, a fluorescéncia EGFP é normalizada pela RFP (red fluorescent
protein), uma proteina fluorescente normalizadora expressa constitutivamente no nosso
modelo celular. No painel direito, o gréfico esquematico ilustra a resposta esperada em
condicbes de estresse oxidativo e controle.

4.2.1. Tratamento com 4-HNE

O aldeido 4-HNE (Calbiochem, Millipore) foi adicionado diretamente no meio de
cultura em dose Unica. A concentragdo selecionada para esse estudo foi de 50uM

(diluicdo em etanol), a qual encontra-se no intervalo de tratamento mais utilizado em
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trabalhos da literatura (38% de 179 estudos) (55). Vale mencionar que o aldeido
interage com proteinas presentes no SFB (10%) do meio de cultura, de modo que a
guantia de 4-HNE que alcanca as células deve ser inferior aquela fornecida
inicialmente. Estima-se ainda que sua presenca no meio de cultura dure
aproximadamente entre 10-30 minutos (55,56). Como o0 objetivo desse ensaio era
promover e avaliar o efeito agudo da interagdo entre 4-HNE e Dicer sobre a atividade
da proteina, optamos por um tempo de exposicao curto de 2 horas. Desse modo,
esperavamos minimizar possiveis efeitos tardios do tratamento (ex.: turnover de

proteinas, etc) sobre o readout (atividade de Dicer).

4.2.2. Morte Celular através da atividade da lactato desidrogenase (LDH)

O ensaio consiste na medida da atividade da enzima LDH liberada pelas células
no meio de cultura por espectrofotometria. Uma vez que a lactato desidrogenase
(LDH) é uma enzima citosdlica, sua presenca no meio € um indicador de lise da
membrana plasmatica e marcador de morte celular.

Na reacdo foram adicionados piruvato de sédio 30 mM, NADH 6.6 mM, e Tris-
HCI 200 mM (pH=7,3) em volume final de 200 pl. O ensaio baseia-se na converséo
do piruvato em lactato, com geracdo concomitante de NAD+ a partir do NADH
fornecido (pico de absorcdo em 340nm). A cinética enzimatica de LDH foi analisada a

partir das alteracdes na absorbéancia por um periodo de 30 minutos a 23°C.

4.3. Imunoprecipitacéo

Com afinalidade de avaliar a formacéo de adutos de 4-HNE com a proteina Dicer,
realizamos o protocolo de imunoprecipitacdo da proteina seguido de imunoblotting.

As amostras (500ug de proteinas) foi adicionado PBS (Cultilab, Brasil) até volume
final de 1mL. Utilizando o método de captura indireto, a seguir, adicionou-se 20uL de
beads de proteina A/G (Protein A/G PLUS Agarose, Santa Cruz Biotechnology, EUA),
seguido de 1 hora de incubacdo em agitacdo leve a 4°C. ApOs esse periodo,
adicionou-se 1 pg de anticorpo primario especifico para a proteina alvo, no qual a
amostra é incubada overnight em agitacéo leve a 4°C.

No dia seguinte, 40uL de beads de proteina A/G foram adicionados na amostra e

seguiram-se 1-3 horas de incubacdo em agitacdo leve a 4°C. Nesse ponto, 0s
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anticorpos ja ligados a proteina alvo se ligam as beads adicionais. Posteriormente,
foram realizadas centrifugacdes em baixa rotacéo e lavagens do pellet com PBS.

O dltimo passo consiste na adicdo do tampdo Laemmli e exposicédo das amostras
a temperatura de 95°C por 5 minutos, de modo a liberar as beads da proteina e
desnaturar a proteina. Ap6s nova centrifugacdo, o sobrenadante € reservado e
carregado em gel SDS-PAGE 6-8% para separacdo eletroforética da proteina,

confirmacéo da eficiéncia do isolamento e analises por imunoblotting.

4.4. Western Blotting

Os niveis proteicos (ALDH2, DICER, TRBP, AGO2, pERK1/2, Casp3 clivada,
GAPDH, a Tubulina) e os niveis de adutos de Michael entre 4-HNE-proteina foram
analisados utilizando a técnica de Western Blotting. Primeiramente, foi adicionado o
tampéao Laemmli (TRIS-HCI 240 mM, SDS 0,8%, Glicerol 40%, Azul de bromofenol
0,02%, B-mercaptoetanol 200 mM) as amostras e, entdo, estas foram aquecidas a
95°C por 5 minutos. A seguir, as proteinas foram separadas de acordo com o seu
peso molecular via eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 8-12%) no
aparelho para mini gel (Mini-Protean). ApGs separacado, as mesmas foram transferidas
para uma membrana de PVDF utilizando-se um aparelho Mini-Trans Blot da Bio-Rad.
Para testar a eficacia dos procedimentos anteriores, as membranas foram coradas
com Ponceau S (0,1%).

Visto que a Dicer apresenta um alto peso molecular (~217kDa), o protocolo de
transferéncia foi otimizado para analise dessa proteina. A transferéncia foi realizada
overnight (16 horas) em 4°C, na poténcia de 45V, em tampao TRIS-Glicerina sem
metanol. Para as demais proteinas analisadas, foi utilizado o protocolo padrdao do
laboratorio, o qual consiste em 1:30h, na poténcia de 120V, em tampé&o com 20% de
metanol.

Com o objetivo de minimizar as ligacdes inespecificas do anticorpo primario com
a membrana, a mesma foi incubada em 10 mL de solugcéo bloqueadora (5% leite em
TBS-T - Tris-Base 50 mM, NaCl 0,9%, Tween 20 0.1%) por 1 hora, em temperatura
ambiente. Estas membranas foram, posteriormente, incubadas com os anticorpos
primérios para as respectivas proteinas (Tabela 1), diluidos em solucdo bloqueadora

(1:1.000), a 4°C overnight. Na sequéncia, as mesmas foram lavadas 3x10 min com
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TBS-T (Tris-Base 50 mM, NaCl 0,9%, Tween 20 0,1%), incubadas por 2 horas com
o anticorpo secundario anti-lgG marcado com peroxidase (diluicdo 1:10.000). Por fim,
a imunodeteccéao foi realizada por quimioluminescéncia de acordo com as instrucdes

do fabricante (Enhancer Chemi-Luminescense, Amersham Biosciences, USA).

Tabela 1. Relac&o de anticorpos utilizados no método de western blot para analise da
expressao relativa de proteinas.

As analises semi-quantitativas foram realizadas no programa gratuito Image J

(Scion Corporation based on NIH image). Os valores obtidos para cada proteina

Anticorpos Cddigo
Anti-DICER ab111971
Anti-DICER ab167444
Anti-ALDH2 sc-48837
Anti-adutos de Michael de 4-HNE Calb-393207
Anti-GAPDH ImmunoChemical 2-RGM2
Anti-Tubulina Sigma T6074
Anti-AGO2 ab180947
Anti-TRBP ab156870
Anti-Caspase 3 clivada Cell Signaling 9661
Anti-ERK1/2 fosforilada Cell Signaling 19762

analisada foi dividido pelo valor da proteina normalizadora (amostra/normalizador da
prépria amostra). Quando as amostras eram divididas em mais de um gel (devido ao
namero de amostras), uma amostra do grupo controle era mantida em todos os géis
e utilizada, posteriormente, para normalizar todas as amostras desse mesmo gel,
fazendo com que os valores dos diferentes géis estivessem na mesma escala. As
proteinas gliceroldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e a-tubulina foram
utilizadas como normalizador. Em alguns casos, o Ponceau foi utilizado para
normalizacé&o.

As figuras apresentadas no decorrer do trabalho incluem apenas os blots
representativos. As imagens completas de western blotting, com todas as amostras

analisadas, podem ser encontradas no Anexo 7 (Figura Sb5).
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4.5. Expresséo génica

4.5.1. Extracdo e avaliacdo do RNA total

Aproximadamente 100mg de tecido cardiaco foram cortados da regido do
ventriculo esquerdo (area remota) de cada um dos 20 animais. Este corte foi feito
seguindo o procedimento padronizado pelo laboratério de nosso colaborador Prof. Dr.
Edécio Cunha Neto (InCor), o qual foi otimizado para evitar o descongelamento do
tecido, reduzindo as chances de degradacdo das amostras. Os tecidos foram
mantidos em tubos eppendorf 1,5mL dentro de nitrogénio liquido até o0 momento do
corte, quando foram retirados do tubo e envolvidos em papel aluminio. Com a ajuda
de um martelo, cada peca foi entdo quebrada em pedacos menores, 0s quais foram
novamente imersos em nitrogénio e posteriormente pesados.

Os cortes foram colocados em tubos contendo esferas de ceramica e o
equipamento Precellys (Bertin Technologies) foi utilizado para lise e homogeneizacao.
A lise foi realizada em tampé&o de lise do kit mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion,
Estados Unidos) a 6.500rpm, 3 ciclos de 15 segundos com pausa de 10 segundos
entre cada ciclo.

A extracdo foi realizada utilizando-se o kit mirVana (Ambion, Estados Unidos),

seguindo-se o protocolo do fabricante. O material foi armazenado a -80°C.

4.5.2. Quantificacao e integridade do RNA

A quantificacéo e a analise de pureza das amostras foram realizadas pelo aparelho
de espectrofotometria NanoDrop TM 2000 (NanoDrop Technologies, Delaware, EUA).
O grau de pureza foi avaliado através das razdes de absorbancia 260/280 e 260/230.
Foram consideradas satisfatérias as amostras cuja razdo 260/280 foi de
aproximadamente 2,0, e de 260/230 que estavam entre 1,8 e 2,2 (Anexo 1, Tabela
S1).

O aparelho 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, EUA) foi utilizado na avaliacao
da integridade das amostras de RNA. Esta tecnologia baseia-se na realizagéo de uma
eletroforese capilar e na utilizacdo de fluoréforos que se ligam ao RNA aplicado na

matriz do gel. Apoés realizacao da leitura, o aparelho gera eletroferogramas e calcula
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a integridade das amostras baseando-se na razéo entre a intensidade das bandas de
rRNA 18S e 28S. O resultado é dado na forma de um score entre 0 a 10, chamado
RNA Integrity Number, RIN. Um RIN acima de 5 indica RNA com boa qualidade,
suficiente para ser utilizado em reacdes de PCR, enquanto que um RIN igual ou
superior a 8 indica RNA com qualidade excelente e que pode ser utilizado para
aplicagbes mais exigentes, como um array (Fleige; Pfaffl, 2006). Assim, nossas
amostras obtiveram RINs excelentes, com média de 8,44, variando entre 7,8 e 9,3
(Anexos 1 e 2, Tabela S1 e Figura S1).

4.5.3. Transcricdo Reversa

Para a andlise de mRNA e pri-miRs, a transcricdo reversa foi realizada
utilizando-se OligodT e primers randdmicos (random primers). Para esta reacao,
foram utilizados 0,5uL de oligodT (500ug/mL), 0,5uL de random primers, 1uL de
dNTPs (10mM de dATP, dCTP, dGTP e dTTP) e 2,5ug de RNA, sendo aquecidos por
5 minutos a 65°C e 2 minutos a 42°C em termociclador (Verit, Applied Biosystems).
Em seguida, foram adicionados 4uL de tampé&o 5x (250mM de TRIS-HCI, 375mM de
KCl e 15mM de MgClz, pH 8,3), 2uL de DTT, 1uL de RNAse OUT TM e 1uL de Super
Script Il (200U/uL), de modo que a reacdo prosseguiu a 42°C por 50 minutos, 70°C
por 15 minutos, e 4°C até sua retirada do aparelho e armazenamento a -20°C.

Para as amostras de miRNA, as reacbes de transcricdo reversa foram
realizadas utilizando-se um pool de primers especificos para cada miRNA. Um pool
de 10 primers (Tabela 2) foi feito utilizando-se 2,5uL cada primer 20X para uma
concentracdo final de 0,05X em 1mL (seguindo protocolo disponibilizado pela
Applied Biosystems). A transcri¢cdo reversa foi realizada utilizando-se 6uL do pool de
primers, 3uL de amostra (90ng), 0,3uL dNTPs, 100mM com DTT, Multscribe Reverse
Transcriptase (50U/uL), 1,5uL de Tampao de transcricdo reversa 10X, inibidor de
RNAse (20U/uL) e &gua livre de nuclease. As amostras foram entdo colocadas no
termociclador (Veriti® 96-Well Thermal Cycler, Applied Biosystems, EUA), com
velocidade maxima de rampa, e com o seguinte ciclo: 30 minutos a 16°C, 30 minutos
a 42°C, 5 minutos a 85°C e 4°C ateé retirado do equipamento e armazenamento a -
20°C.

4.5.4. Quantificacéo relativa por PCR em tempo real (QPCR) — método Tagman
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A determinacé&o da expressao relativa de primiRNAs, mRNAs e miRNAs foi
realizada utilizando-se a Reag¢do em Cadeia de Polimerase em Tempo Real (QPCR).
As reacdes de qPCR, realizadas em triplicatas, foram montadas em placas de 384
pocos (MicroAmp® Optical 384-Well Reaction Plate With Barcodes — Thermo
Fisher Scientific, EUA) e corridas no termociclador QuantStudio TM 12K Flex
(Thermo Fisher Scientfic, EUA). Seguindo-se as recomendacdes do fabricante, cada
reacao continha: 10uL de TagMan Universal Master Mix Il no UNG (contendo a enzima
AmpliTaq Gold® DNA polymerase, dNTPs, tampéao de enzima, MgClz , e a referéncia
passiva de fluorescéncia ROX®) (Thermo Fisher Scientific, EUA), 1uL do primer
especifico para o alvo de interesse (20X), 1,33uL da amostra de cDNA e 7,67uL de
agua livre de nucleases, em um total de 20uL de reacdo. O termociclador foi
programado para a ciclagem padrao do fabricante de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos
de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1minuto. Como normalizador das reacoes foi
utilizado o gene enddgeno ACTB (actina beta), o qual foi validado apés avaliacdo de
sua expressao nos diferentes grupos experimentais.

A gquantificagdo da expresséo relativa dos genes e miRNAs avaliados foi feita
utilizando o método Ct (Treshold Cycle) comparativo ou 2 22¢t (57). Onde Ct é o
numero do ciclo da reacdo de PCR no qual a fluorescéncia gerada cruza a linha de
base (threshold). Os valores de Ct sdo logaritmicos e sédo inversamente relacionados
a quantidade de produto amplificado (amplicon) gerado na reac¢do (quanto menor o
Ct, maior a quantidade de amplicon na reacéo). A expressao diferencial (fold change)
entre os grupos foi calculada pela formula 2~ ( ACt do gene alvo — ACt do gene endégeno) ( 2-AACT)
onde o gene alvo é o gene analisado e o gene enddgeno foi o ACTB (ver Anexo 3,
Figura S2.A). A lista de primers utilizados pode ser encontrada na Tabela 2. No caso
dos microRNAs, a normalizacéo foi feita a partir dos Cts médios dos miR-150 e miR-
331, os quais ndo apresentaram variacdo entre os grupos analisados em estudo
anterior (ver Anexo 3, Figura S2.B-D). A andlise de outliers foi realizada através do
software online gratuito QuickCalcs Outlier Calculator (GraphPad Software,

https://graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm).

Tabela 2. Relacéo de primers utilizados nos ensaios individuais de gPCR para o mRNA das
proteinas da biogénese dos miRNAs.



Identificacdo do mRNA

Cddigo

Dicerl
Drosha
TARBP2
DGCRS8

AGO2

XPO5

ACTB

Hs00229023_m1
Hs00203008_m1
Hs00998379_m1
Hs00256062_m1
Hs01085579_m1
Hs00382453_m1

Hs01060665_g1

4.5.5. Andlise da expressao de miRNAs cardiacos
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Foram analisados seis miRNAs especificos de musculo (MiomiRs),

amplamente expressos no coragdo: miR-1, miR-133a, miR-133b, miR-208a, miR-

208b, miR-499 (ver Tabela 3). O objetivo dessa andlise foi avaliar se os niveis dos

MiRNAs produzidos no coracdo estariam variando em funcdo da condicdo e

tratamento dos animais, e possivel relacdo com alteracdes na via de biogénese.

Tabela 3. Relacdo de miRNAs e primers utilizados nos ensaios individuais de qPCR.

Identificacdo dos NUmero de acesso no Cddigo
MIRNAs banco de dados*

rno-miR-133a-3p MIMATO0000839 002246
rno-miR-133a-5p MIMAT0017124 464986
rno-miR-133b-3p MIMAT0003126 002247
rno-miR-208a-3p MIMAT0000880 463567
rno-miR-208a-5p MIMAT0017155 462036
rno-miR-208b-3p MIMAT0017845 002290
rno-miR-208b-5p MIMAT0017844 461846

rno-miR-1b MIMAT0037263 002222
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rno-miR-499-3p MIMATO0017227 002427
rno-miR-499-5p MIMATO0003381 001352
mmu-miR-150-5p MIMATO0000160 000473
mmu-miR-331-3p MIMATO0000571 000545

*miRBase (http://www.mirbase.orq)

4.6. Atividade de ALDH2

A atividade da enzima ALDH2 foi avaliada por espectrofotometria (19). Na reacéo,
sdo adicionados pirofosfato de soédio (50mM, pH 9,5), nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD* — 2,5mM), acetaldeido (10mM) e DL-Ditiotreitol (DTT - 0,1%) em
volume final de 200pL. O ensaio baseia-se na oxidacéo do acetaldeido, um aldeido
produto do metabolismo primério do etanol (Figura 10), em acido acético e geracao
do NADH (forma reduzida), a partir do NAD™* (forma oxidada) fornecido. A cinética
enzimatica de ALDH2 foi analisada a partir das alteracdes na absorbancia decorrentes

da formacédo de NADH (pico de absor¢cao em 340nm), por um periodo de 20 minutos.

H H H
j ; ALDH2 j

H-C-C *NAD" — 3 H_C ~C-0-H +NADH
| |
H O H O

ACETALDEIDO AC. ACETICO

Figura 10. Oxidacéo do acetaldeido pela ALDH2: Aldeido Desidrogenase 2.

4.7. Analise da via de processamento de shRNA em células RNAi-293-

EGFP/RFP sob estresse oxidativo induzido

Com a finalidade de avaliar se hd comprometimento da via de processamento do
shRNA em siRNA em condic¢des de estresse de aldeidos, e o possivel papel protetor
da enzima ALDHZ2, a linhagem RNAI-293-EGFP/RFP (HEK 293 modificada) (Figura 9)
foi exposta ao aldeido 4-HNE em diferentes concentracdes (5uM, 25 uM e 50 uM,;

diluicdo em etanol) (55), com e sem adicao de Alda-1, ativador da atividade de ALDHZ2.
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As células foram mantidas em placas de cultura de 96 pocgos (TPP), contendo
2,0x10* células/poco, sendo cada coluna (8 pocos), posteriormente, utilizada para um
tratamento distinto (n=8). Para verificar a existéncia de efeito temporal dos
tratamentos sobre a resposta celular ao estresse, a fluorescéncia celular foi analisada
em diferentes periodos: 30 minutos, de hora em hora entre a 18-122 horas. Detalhes
sobre a andlise de fluorescéncia sdo fornecidos no item 4.9 e Figura 9.

O Enoxacino (50uM) foi utilizado como controle positivo do constructo celular, uma
vez que possui a capacidade de aumentar a producdo de SsiRNA (53). As
concentragBes do Enoxacino e da solucao veiculo de Alda-1, o solvente organico
DMSO (sulféxido de dimetilo — 0,25%), foram testadas previamente em colaboracgéo
com o laboratério do Prof. Dr. Marcelo Mori. Adicionalmente, foram utilizados controles
sem adicdo do agente estressor (4-HNE), com e sem acréscimo de DMSO (0,25%),

com Alda-1.

4.8. Anéalise da atividade de DICER

Para as analises da atividade da endonuclease DICER foram utilizados
diferentes métodos, de acordo com o material (lisado celular/tecidual ou proteina
recombinante). Nos itens a seguir estdo listadas as trés metodologias usadas no
estudo.

4.8.1. Molecular Beacon - hsa-pre-miR-122

A atividade de Dicer foi avaliada in vitro através do uso da sonda molecular
(molecular beacon) FAM-hsa-pre-miR-122-DABCYL, sintetizada pela GE Healthcare
Dharmacon (Lafayette, CO, EUA), a qual corresponde ao pre-miR-122 humano ligado
ao fluoréforo FAM e ao quencher DABCYL nas extremidades 5’ e 3’, respectivamente
(sequéncia - 5'FAM-
CAGAGCUGUGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGUGUCUAAACUAUCAAACGCCAU
UA UCACACUAAAUAGCUACUGC-DABCYL 3’). O ensaio baseia-se na clivagem
especifica da sonda pela DICER, a qual € acompanhada de emisséo de fluorescéncia,
uma vez que o processo distancia o fluoréforo (FAM) do apagador (DAB) (58). Desse
modo, é possivel correlacionar a emissao de fluorescéncia a atividade de DICER
(Figura11.A e C).
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O ensaio foi realizado em lisado de células e tecido cardiaco nas condicbes
experimentais descritas em itens anteriores. A concentracdo da sonda padronizada
durante o desenvolvimento do projeto foi de 50nM em volume final de 100uL, com o

periodo de analise de fluorescéncia entre 2-3h a 37°C.

Hipatese

o 7 " Cy3- A AR Il Controle
r S

' FQ- ttc —
[ _"| Estresse de aldeido
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Atividade de DICER
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Figura 11. Esquema ilustrativo das sondas moleculares baseadas em fluorescéncia. Ao
lisado celular e/ou tecidual foi adicionada uma sonda molecular (molecular beacon), que
consiste no substrato da Dicer; (A) molécula precursora do miR-122 (Pre-miR-122) marcada
com um fluoréforo (F) e um quencher (Q); (B) Duplex de RNA marcado com um fluor6foro
(Cy3) e um “quencher” (FQ); destaque em negrito para as bases de DNA (TTC) adicionadas
na extremidade de uma das fitas de RNA; as setas pretas indicam os pontos de clivagem pela
DICER; (C) Grafico esquematico da hipo6tese; a clivagem do substrato de RNA em ambos os
modelos ocorre via DICER, e a liberagdo do fluoréforo no processo emite fluorescéncia, de
modo que a atividade de DICER pode ser correlacionada aos niveis de fluorescéncia.

4.8.2. Molecular Beacon — duplex de RNA/DNA

Durante o estagio no exterior no laboratério do Prof. Dr. lan MacRae,
desenvolvemos um novo ensaio de atividade de Dicer in vitro. De modo semelhante
ao primeiro, o ensaio baseia-se na clivagem especifica do substrato de RNA pela
DICER, acompanhada de emissdo de fluorescéncia. Nesse modelo, o substrato
consiste em uma “quimera” de RNA dupla fita (dsRNA) e DNA ligado a um fluoréforo
e um quencher (5’-CY3 - 3’-lowa Black® FQ) (iDT) (59), onde uma das extremidades
apresenta 2 nucleotideos extras ndo pareados (3’ overhang) (sitio reconhecido pela
Dicer), e a outra possui 0 mesmo comprimento e total complementaridade (blunt end)
somada a adicdo das bases de DNA (sitio ndo reconhecido por Dicer) (Figura 11.B).
As sequéncias de ambas as fitas de RNA do constructo estao listadas na Tabela 4. O
desenho do substrato estd fundamentado no trabalho de Scott D. Rose e
colaboradores (2005), o qual descreveu a formacédo de dois produtos de clivagem
apo6s processamento desse substrato por Dicer (60). No anexo 4 (Figura S3), pode

ser observada a confirmagao dos dois produtos de clivagem em ensaio in vitro
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realizado com a proteina Dicer wt recombinante. Tal caracteristica é importante, uma

vez que permite a confirmacéo da especificidade da clivagem.

Todos os ensaios foram conduzidos por ~2 horas (ou até atingir um plateau) a
37°C em tampao de ensaio (20mM TRIS-HCI, 12.5mM NacCl, 2,5mM MgClz, pH 6.8,
50-100nM beacon) (58). Da mesma forma que a primeira sonda molecular, esse

ensaio foi utilizado para a avaliagéo da atividade de Dicer em lisado celular.

Tabela 4. Sequéncia das fitas de RNA da sonda molecular (molecular beacon).

Sequéncia das fitas de RNA (5’ > 3’)

5CY3-rArArGrCrArGrCrArCrGrArCrUrUrCrUrUrCrArArGrUrCrCrGrCrC

5Phos-rCrGrGrArCrUrUrGrArArGrArArGrUrCrGrurGrCrUrGCTT-FQ

*rN, base de RNA; N negrito, base de DNA.

4.8.3. Substrato de RNA radioativo (*?P)

Esse ensaio foi utilizado para a analise da atividade da Dicer recombinante (wt e
mut) em condicdo basal e frente exposicdo ao 4-HNE. As proteinas utilizadas foram
produzidas conforme descrito no item 4.11. Todos os ensaios foram conduzidos por 1
hora a 37°C em tampéao de reacao (20mM Tris-HCI, 12.5mM NacCl, 2.5mM MgClz, pH
6.8) (58), com adicdo de tRNA na concentrac¢éo final de 0.25mg/mL.

O substrato utilizado consistiu em um RNA de dupla fita (34nt) marcado com o
is6topo radioativo de fésforo 3°P na extremidade 5’ de uma das fitas (ver sequéncia
na Figura 12.A) (61). O substrato foi desenhado de tal modo que foi possivel avaliar
simultaneamente a atividade de ambos os dominios RNAselll A e B de Dicer, visto
gue 0s mesmos geravam produtos marcados com comprimentos distintos,12nt e 22nt,
respectivamente. Vale mencionar que a concentracdo da enzima na reacao foi
ajustada de tal modo que a taxa de formacgao do produto encontrava-se em sua fase
linear ou, em outras palavras, a fase onde a clivagem de RNA pela Dicer era

diretamente proporcional a quantia de enzima.

Para avaliar o efeito de 4-HNE sobre a atividade de Dicer, a enzima foi pré-
incubada com o aldeido (Millipore-Sigma) em diferentes concentragdes (10uM-1mM)

a 37°C antes da adicdo do substrato de RNA e inicio do ensaio de atividade (Figura
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12.B). As reacdes foram conduzidas com concentracdes fixas de proteina (230nM) e
dsRNA (100nM) em um volume final de 20uL. A reacdo proteina-aldeido foi
interrompida com a adicdo de 10mM de DTT (concentracdo final) em diferentes
periodos de analise. O ensaio de atividade foi interrompido com a adicdo do mesmo
volume de formamida. ApGs o0 ensaio, as amostras foram analisadas em gel PAGE
desnaturante (15%) e o resultado foi visualizado com o auxilio do Typhoon Scanner
9410 (GE Healthcare). A quantificacao foi realizada com o software ImageQuant (GE
Healthcare Life Sciences). Os resultados estdo apresentados como porcentagem do
grupo controle (100%).
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Figura 12.Andlise da atividade de Dicer in vitro com substrato de RNA radioativo *P.
(A) Sequéncia do substrato de dsRNA marcado com 2P (34nt); Destacados em vermelho e
azul, os sitios passiveis de clivagem pelos dominios RNAselllA e RNAselllB de Dicer e seus
respectivos produtos marcados; A imagem também ilustra a distribuicdo esperada dos
produtos de clivagem no gel de analise (PAGE 15%); (B) Desenho experimental do protocolo
de curso temporal de exposicédo ao 4-HNE. *5’, extremidade marcada com *2P.

4.9. Analise de Fluorescéncia

Para a andlise de fluorescéncia das células HEK 293 (Iltem 4.7) foi considerada a
razao entre a emissao de EGFP e RFP, sendo o ultimo utilizado como controle interno.

As imagens foram obtidas no equipamento INCell Analyzer (GE, EUA), com uso dos
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filtros FITC (comprimentos de onda de excitacao e emisséo de aproximadamente 495
nm/518 nm, respectivamente), para deteccao de EGFP e, Texas Red para RFP (615
nm/615 nm). Os dados coletados foram analisados através dos programas gratuitos
Image J (Scion Corporation based on NIH image) e Python versdo 3.5.1 (Python
Software Foundation).

A andlise de fluorescéncia das sondas moleculares (Item 4.8 e 4.9) foi realizada
no fluorimetro Biotek™ Synergy 2 Microplate Reader (Fisher Scientific, EUA), com uso
do filtro para 6-FAM (494 nm/520 nm) e Cy3 (530nm/ 570nm). Para a obtencéo dos
dados foi utilizado o software do préprio equipamento Gen5™ (Fisher Scientific, EUA).

4.10. Alinhamento Multiplo da sequéncia priméaria de DICER
A sequéncia priméaria de aminoacidos da proteina DICER de todas as espécies

listadas no projeto, assim como a anotacdo de seus dominios funcionais, foram

obtidas no banco de dados Uniprot (disponivel em http://www.uniprot.org/). O

alinhamento multiplo das sequéncias primarias foi realizado através do Software
gratuito Jalview 2 (62), com base na matriz de substituicio BLOSUM62 (BLOcks
SUbstitution Matrix) (Figura 6.C).

4.11. Expressao e purificacdo de DICER recombinante

Resumidamente, DICER recombinante (wt e mutante) foi produzida em células de
inseto da linhagem sf9 (Spodoptera frugiperda), por meio do sistema de baculovirus
(Bac-to-Bac; Invitrogen) (63). As proteinas expressas em células sf9 foram purificadas
pela combinacdo de trés técnicas: purificacdo por afinidade com resina Ni-NTA
(Qiagen), coluna HisTrap Ni-NTA (GE Healthcare) e cromatografia de excluséao (gel
filtracdo) em Superdex 200 Increase 10/300 (GE Healthcare) (63). A concentracéo de
proteinas foi mensurada via ensaio de Bradford.

Os experimentos foram realizados no laboratorio do Prof. Dr. lan MacRae (Scripps
Research Institute, San Diego/CA — EUA) durante o periodo de estagio no exterior
(Bolsa Fapesp 2017/14426-0).

4.12. Mutacgéo sitio-especifica de DICER


https://www.python.org/psf/
https://www.python.org/psf/
http://www.uniprot.org/
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Com o objetivo de avaliar o papel dos residuos de DICER pré-identificados como
alvos do 4-HNE (K1324, H1325, H1339) na resposta da proteina ao estresse de
aldeidos, foram produzidas proteinas recombinantes mutantes, onde os aminoacidos
alvos foram substituidos por Alanina em duas diferentes combinac¢fes: K1324A e
H1325A (dupla mutagédo, mutante DICER 1); K1324A, H1325A e H1339A (tripla
mutacéo, mutante DICER 2) (Figura 13.A).

Adicionalmente, uma terceira proteina mutante foi produzida (L1323F e V1351F,;
dupla mutacdo, mutante DICER 3) (Figura 13.B), baseada no modelo computacional
de interagdo entre DICER-4-HNE desenvolvido em colaboragdo com o Prof. Dr.
Guilherme Menegon Arantes, do Departamento de Bioquimica da Universidade de
Sao Paulo. Este modelo prevé que o aldeido estaria ancorado a um potencial sitio
hidrofobico localizado no dominio RNAselllA de DICER, em proximidade com os sitio
pré-identificados K1324 e H1325. De acordo com esse modelo, a substituicdo dos
aminoécidos por fenilalanina (Phe) nesse sitio, em teoria, iria impedir fisicamente a
interacéo do 4-HNE com o sitio hidrofébico e, consequentemente, com o dominio de
Dicer. Notavelmente, o trabalho recém publicado por Liu Z e colaboradores (2018)
confirmou a presenca do nucleo hidrofébico modelado em nosso estudo na estrutura
resolvida de Dicer (4.4A) (26).

Para introducéo sitio especifica das mutagdes no gene de Dicer, foi utilizado o kit
comercial NEBuilder® HiFi DNA Assembly (New England Biolabs), seguindo-se o
protocolo fornecido pela empresa. As mutacdes foram inseridas no vetor pFastBac
para uso posterior no sistema de baculovirus e expressdo da proteina recombinante
(Item 4.11). Todos os constructos foram confirmados via sequenciamento, método de
Sanger. Para amplificacdo do plasmideo foi utilizada a bactéria competente E. Coli
OminiMAX (Thermo Fisher Scientific). As sequéncias dos primers utilizados para a
insercao das mutacdes podem ser encontradas na Tabela S2 (Anexo 5), assim como

uma imagem ilustrativa da localizacao dos primers no vetor (Figura S3).
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Figura 13. Modelo computacional do dominio RNAselllA e dominio RNAselllB (PDB -
2EB1) (64) de DICER. (A) Localizagdo das mutacdes 1 (K1324A, H1325A) e 2 (K1324A,
H1325A, H1339A); (B) Localizacédo das mutacdes 3 (L1323F, V1351F); residuos substituidos
destacados em verde. Fonte prépria. Imagens confeccionadas no software PyMOL.

MUT3

4.13. Transfecgéo e superexpressao de DICER em cultura celular

Células da linhagem MEF knockout para a proteina DICER (MEF Dicerl -/-) (Anexo
8, Figura S6) (65) foram transfectadas com vetor pcDNAS5 codificando Dicer wild type.
Para a transfecgéo foi utilizada a Lipofectamina 2000 (Thermo Fisher Scientific),

seguindo-se o0 protocolo do fornecedor. Utllizamos 2,5ug de DNA (2uL de
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Lipofectamina por 1ug de DNA). As células foram transfectadas por um periodo de 24
horas. Tanto a linhagem celular como o plasmideo foram gentilmente cedidos pelo
Prof. Dr. lan J. MacRae.

4.14. Andlise da atividade de clivagem da Argonauta 2 (AGO2)

O ensaio consiste em incubar a proteina AGO2 recombinante (26nM) pré-
carregada com uma fita guia de RNA (miR-122) com um substrato de RNA
complementar marcado com 32P (100nM) em volume final de 20uL (63). Sabe-se que
guando ha o pareamento perfeito miRNA- RNA alvo, a proteina AGO2 cliva seu
substrato, gerando um produto menor marcado com %°P. Desse modo, torna-se
possivel a avaliacao da atividade de clivagem de AGO2. Os ensaios foram realizados
na temperatura de 37°C por 30 minutos em tampao de ensaio (100nM NaCl, 20mM
Tris, 2mM MgCI2 e 0.5mM TCEP; pH 8.0). tRNA foi adicionado na reacdo na
concentracado final de 0.10 mg/mL. A reacdo foi interrompida com a adicdo de
formamida (20pL). Como descrito previamente, os produtos da reacdo foram
analisados em gel PAGE desnaturante (15%) e visualizado com o auxilio do Typhoon
Scanner 9410 (GE Healthcare). Os resultados estéo apresentados como porcentagem

do grupo controle.

4.15. Andlise estatistica

Para as andlises de normalidade das variaveis foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk.
Variaveis com distribuicdo normal foram analisadas posteriormente pela Anélise de
Variancia (ANOVA) de um ou dois caminhos, seguida de post hoc de Dunnett e Sidak,
respectivamente. Com relagéo as variaveis sem distribuicdo normal e aquelas com
numero amostral pequeno, foram adotados testes ndo paramétricos, Kruskal-Wallis
seguido de post hoc de Dunn. Foram adotados como estatisticamente significativos
os resultados com p <0,05.

A analise dos dados e a confeccdo dos graficos foram feitos no programa
GraphPad Prism®, versédo 7.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).



57

5. RESULTADOS

Os resultados estédo divididos de acordo com o modelo experimental adotado: (1)
animais (in vivo), (II) linhagens celulares (H9C2, MEF, HEK293) e (lll) proteina
recombinante (in vitro). O resumo esquematico de todas as etapas, assim como as
principais perguntas a serem respondidas por cada modelo, podem ser encontrados
na Figura 14.
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Figura 14. Fluxograma representativo dos modelos experimentais utilizados no trabalho e dos ensaios realizados (ou planejados). Em
destaque (negrito), as principais perguntas a serem respondidas por etapa.
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5.1. Experimentos em animais: sham x disfunc¢éo cardiaca tratados com
Alda-1 ou veiculo

Originalmente, para o desenvolvimento desse estudo, iriamos utilizar as amostras
do trabalho conduzido pela aluna Katia Gomes durante o seu mestrado no laboratorio
(2012-2014) (8), uma vez que as analises que identificaram a Dicer como um dos
alvos do aldeido 4-HNE foram realizadas nesse material. Contudo, em vista da
escassez e reduzida qualidade das amostras (em decorréncia do tempo de
armazenamento) para realizacdo de todas as andlises propostas, decidimos repetir 0
experimento em um novo lote de animais, o qual teve aprovacédo do Comité de Etica

do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (6/2016).

Nos itens seguintes, seguem os dados relacionados a caracterizacdo do fenétipo

dos animais do novo lote experimental.

5.1.1. Caracterizacao do fenétipo: andlises ecocardiogréaficas

Como previsto em protocolo (Item 4.1.4), os animais foram submetidos a dois
exames ecocardiograficos durante o estudo, sendo eles realizados 4 (Pré-tratamento)
e 8 semanas (Pos-tratamento) apds a cirurgia de inducéo de infarto do miocéardio (IM)
(Figura 15.A). O primeiro teve como objetivo obter os valores basais de cada animal
pos-cirurgia, identificar aqueles que desenvolveram disfuncao cardiaca (FE < 30%) e
dividir os grupos experimentais por condicdo (Sham e DC) e tratamento (Alda-1 ou
seu veiculo). O segundo, por sua vez, tinha o intuito de avaliar o efeito do tratamento
sobre a funcdo cardiaca e remodelamento ventricular esquerdo apds IM. Os
resultados de ambos o0s ecocardiogramas estdo apresentados na Tabela S3 (Anexo

6) e representados graficamente na Figura 15. B-H.

Como pode ser observado, os animais que passaram pela cirurgia de ligadura da
artéria coronéaria (grupo DC) apresentaram reducdo significativa na fracdo de
encurtamento ventricular esquerda apés 4 semanas (Figura 15.B, Pré-tratamento), a
qual foi acompanhada por dilatacdo da camara ventricular esquerda, condi¢do
caracterizada por aumento significativo no diametro do ventriculo esquerdo em
diastole e sistole (Figura 15.D e G, Pré-tratamento). Com relagdo aos demais dados

ecocardiograficos avaliados, ndo houve alteracdo significativa na espessura da
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parede do ventriculo esquerdo em diastole e sistole (Figura 15.E e H, Pré-tratamento)
e na espessura do septo interventricular em diastole, contudo, a ultima apresentou
reducéo significativa na sistole oito semanas apos a cirurgia (Figura 15.C e F, P0s-

tratamento).

Apoés quatro semanas de tratamento com Alda-1, contudo, ndo verificamos uma
melhora nos parametros analisados no grupo Disfun¢éo Cardiaca (DC Alda-1) quando
comparados com o grupo DC tratado com seu veiculo (DC veiculo) (Figura 15. B-H,
Pos-tratamento). Resultado que ndo corrobora ao observado no primeiro trabalho de
Gomes e colaboradores (2014) (8). Vale ressaltar que no estudo da Katia Gomes 0s

animais infartados foram tratados com Alda-1 por um periodo maior (6 semanas).

Desse modo, a cirurgia foi capaz de induzir a disfuncdo cardiaca nos animais, 0s
quais tiveram prejuizo na funcdo cardiaca (reducdo da FE) e dilatacdo da camara
ventricular, contudo, o experimento realizado ndo conseguiu reproduzir o fenotipo
encontrado previamente no laboratério, no qual os animais tratados com Alda-1
apresentaram melhora na funcéo cardiaca, quando comparados com aqueles tratados

com veiculo (8).
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Figura 15. Delineamento experimental e representagdo grafica das analises
ecocardiogréficas pré e pos tratamento dos grupos Sham Veiculo (Sham V), Sham Alda-1
(Sham A), Disfuncdo Cardiaca veiculo (DC V) veiculo e Disfun¢do Cardiaca Alda-1 (DC A).
(A) Esquema ilustrativo do delineamento experimental; (B) Fragdo de Encurtamento (FE); (C)
Septo intraventricular na diastole (SIVd), (D) Diametro diastélico final do ventriculo esquerdo
(DdVE), (E) Parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole (PPVEd), (F) Septo
intraventricular na sistole (SIVs), (G) Diametro sistélico final do ventriculo esquerdo (DsVE),
(H) Parede posterior do ventriculo esquerdo na sistole (PPVESs). Dados apresentados como
média * erro padrdo da média. Os dados foram analisados por ANOVA duas vias, seguida de
post hoc de Bonferroni. * p<0.05 vs Sham veiculo; # p<0.05 vs Pré-tratamento; & p<0.05 vs
DC veiculo.

5.1.2. Perfil de expresséao e atividade da enzima ALDH2 e niveis de adutos de 4-
HNE com proteinas

Os préximos passos envolveram a avaliagdo da efetividade do tratamento com

Alda-1 na ativagédo da enzima ALDH2 mitocondrial e remocéo do aldeido 4-HNE. Uma
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vez que o objetivo central do projeto consistia na avaliagéo do efeito do 4-HNE sobre
a proteina Dicer, assim como um possivel papel protetor de Alda-1 sobre a resposta,
essa caracterizacdo se fez muito importante para as etapas seguintes. Para tanto,
inicialmente, tanto a atividade como a expressao da enzima foram avaliados em

amostra do ventriculo esquerdo dos animais (area remota — livre de infarto).

Como pode ser observado na figura 16.A e B, 0os animais ndo apresentaram
diferenca significativa na expressao proteica de ALDH2 independentemente da
condicdo ou tratamento. Com relacdo a atividade da enzima, como descrito
anteriormente, ela foi avaliada por ensaio de cinética via espectrofotometria no lisado
de tecido cardiaco de duas formas distintas, com (Figura 16.D) ou sem (Figura 16.C)
adicao de Alda-1/DMSO. Inicialmente, a atividade de ALDH2 foi avaliada sem adigéo
do tratamento, contudo, como Alda-1 € uma molécula pequena e instavel no lisado,
nao detectamos sua acdo sobre a proteina no momento do ensaio, como pode ser
observado na Figura 16.C, onde ndo h& diferencas na atividade da enzima entre

nenhum dos grupos analisados.

Para confirmar a agao de Alda-1 sobre a enzima ALDH2 nos animais tratados
e estimar o seu efeito no tecido, seu lisado foi tratado com 20uM de Alda-1 ou DMSO
(veiculo) in vitro (incubacado por 10 minutos em gelo), e um novo ensaio foi realizado
(8). O resultado do ultimo teste esta representado graficamente na Figura 16.D, onde
€ possivel verificar que os animais DC tratados com Alda-1 apresentaram maior
atividade da ALDH2 quando comparados com o grupo DC veiculo, porém nenhum

dos grupos diferiu significativamente dos animais dos grupos Sham.
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Figura 16. Expresséo e atividade de ALDH2 em tecido cardiaco de animais Sham (S) e
Disfuncéo Cardiaca (DC) tratados com Alda-1 (A) e veiculo (V); (A) Blot representativo da
proteina ALDH2 em lisado total de tecido cardiaco; o carregamento no gel foi normalizado por
GAPDH, e a normalizacdo entre os diferentes géis foi realizada via amostra 20, presente nos
dois géis; Sendo V, veiculo; A, Alda; (B) Quantificacdo dos niveis proteicos de ALDH2; Os
dados estdo representados como médiat Erro Padréo da Média; eles foram analisados pelo
teste ANOVA uma via, seguido de post hoc de Dunnett; (C) Atividade de ALDH2 em lisado
total de tecido cardiaco; Os dados estdo representados como mediana e intervalos
interquartis; eles foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de
post hoc de Dunn; (D) Atividade de ALDH2 em lisado total de tecido cardiaco ap6s 10 minutos
de incubacdo com Alda-1 (20uM) ou veiculo (DMSO); Os dados estédo representados como
médiax Erro Padrdo da Média; eles foram analisados pelo teste ANOVA uma via, seguido de
teste t entre grupos D. Cardiaca V x A, *p<0,05.

A ALDH2 é uma das principais enzimas envolvidas na metabolizacdo do
aldeido 4-HNE, produto do processo de peroxidagéo lipidica e amplamente produzido
em condic¢des de estresse oxidativo (15). Nesse contexto, com o objetivo de verificar
se o tratamento com Alda-1 foi eficiente na remocéao do aldeido, ao aumentar a
atividade de ALDH2, foram avaliados os niveis de adutos de Michael de 4-HNE com
proteinas através da técnica de western blot no lisado de tecido cardiaco dos animais.

Os resultados estéo resumidos na Figura 17.
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Figura 17. Adutos de 4-HNE com proteinas em tecido cardiaco de animais Sham (S) e
Disfuncéo Cardiaca (DC) tratados com Alda-1 (A) e veiculo (V); (A) Blot representativo
dos adutos de Michael entre 4-HNE e proteinas, o carregamento no gel foi normalizado por
GAPDH, e a normalizacéo entre os diferentes géis foi realizada pela amostra 21, presente nos
dois géis; Sendo V, veiculo; A, Alda; (B) Quantificacdo dos adutos de 4-HNE com proteinas;
Os dados estao representados como médiat Erro Padrao da Média; eles foram analisados
pelo teste ANOVA uma via, seguido de post hoc de Dunnett, sendo *p<0.05 vs Sham V; (C)
Andlise de correlacdo de Pearson entre expressao proteica de ALDH2 e adutos de 4-HNE-
proteinas; (D) Andlise de correlagdo de Pearson entre atividade de ALDH2 (+ Alda-1) e adutos
de 4-HNE-proteinas; r, coeficiente de correlagdo de Pearson; p, valor de alfa (significativo
guando p <0.05).

Ao final de 8 semanas apods a cirurgia de IM, sendo 4 delas de tratamento, 0s
animais com disfuncéo cardiaca tratados apenas com veiculo apresentaram aumento
significativo nos niveis de adutos de 4-HNE-proteina quando comparados com
aqueles do grupo Sham (Figura 17.A-B). Por sua vez, os animais com DC tratados
com Alda-1 ndo apresentaram alteracdo nos niveis de 4-HNE. Com a finalidade de
avaliar se os niveis de adutos de 4-HNE estariam relacionados a expressédo ou a

atividade da enzima ALDH2, foi feita uma andlise de correlacdo entre essas variaveis.
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Como pode ser observado nos gréficos da Figura 17. C e D, os niveis de 4-HNE néo
apresentaram correlacdo com a expressao proteica da enzima, porém, exibiram uma
correlacdo negativa significativa com a atividade de ALDH2, ou seja, 0s maiores niveis
de 4-HNE foram encontrados, principalmente, nos animais cuja atividade de ALDH2

era menaor.

Esses resultados sugerem que ha aumento na producéo de 4-HNE no coracéo dos
animais com disfuncao cardiaca e que a atividade da enzima foi, possivelmente, um
dos fatores determinantes nos niveis de aldeido no tecido, ndo a sua expressao
proteica, visto que essa nao variou entre 0s grupos. Dessa forma, o tratamento com
Alda-1 demonstrou ser eficiente tanto na ativacdo da proteina como na remoc¢éo do
aldeido alvo nesses animais. A resposta encontrada corrobora com aquela observada

por Gomes e colaboradores (2014) (8).

A formacdo de adutos de Michael entre 4-HNE e alvos bioldgicos, como DNA,
lipidios e proteinas, é capaz de inativar, modificar a atividade e funcdo dos mesmos,
ou até leva-los a degradacdo. Em estudo anterior do laboratorio, a proteina Dicer foi
identificada como um dos alvos do aldeido em animais com disfuncdo cardiaca de
etiologia isquémica, e tal interacdo foi minimizada nos animais tratados com Alda-1
(dados néo publicados). Contudo, ndo ha registros na literatura sobre tal interacéo e
sobre o efeito da mesma na proteina. Nos proximos itens, irei discorrer sobre o0s

resultados obtidos nas andlises da Dicer e da biogénese de miRNAs.

5.1.3. Perfil de expresséao e atividade de DICER

Apés a caracterizacdo do fendtipo dos animais e avaliacdo da eficiéncia do
tratamento com Alda-1 com relacdo a remocdo do 4-HNE no coracdo dos animais
tratados, o proximo passo consistiu na analise da expresséao e atividade da Dicer no
tecido cardiaco. Como pode ser observado na Figura 18. A-C, ndo foram encontradas
alteraces significativas nos niveis de mRNA (Figura 18.C) e proteina (Figuras 18.A-
B) de Dicer entre os grupos. Contudo, ao avaliar-se o processamento de pre-miRNAs
pela enzima (in vitro), foi possivel verificar uma reducao significativa de 47% + 8,7%
(p=0,017) na atividade de Dicer no grupo Disfuncao Cardiaca tratado com veiculo (DC

V), quando comparado aos animais Sham veiculo (Sham V) (Figura 18.D). Os animais
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DC tratados com Alda-1 (DC A) apresentaram uma tendéncia a diminuicdo da

atividade, porém, nao foi estatisticamente significante (p=0.19).
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Figura 18. Expressdo génica e proteica e atividade de DICER em tecido cardiaco de
animais Sham (S) e Disfunc¢ao Cardiaca (DC) tratados com Alda-1 (A) e veiculo (V); (A)
Blot representativo da proteina Dicer, o carregamento no gel foi normalizado por GAPDH, e a
normalizacdo entre os diferentes géis foi realizada pela amostra 20, presente nos dois géis;
Sendo V, veiculo; A, Alda; (B) Quantificacdo dos niveis proteicos de Dicer; (C) Expresséo
relativa de mRNA de Dicerl, os valores estdo expressos em 224t (fold change) e foram
normalizados pelo gene ACTB (actina beta); Os dados estdo representados como média +
Erro Padrdo da Média; eles foram analisados pelo teste ANOVA uma via, seguido de post hoc
de Dunnett; (D) Atividade de Dicer; Os dados estao representados como mediana e intervalos
interquartis; eles foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de
post hoc de Dunn, sendo *p<0,05 vs Sham V; (E) Andlise de correlacdo de Pearson entre
atividade de Dicer e a fragdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (FE); (F) Andlise de
correlacdo de Pearson entre a atividade de Dicer e o didametro do ventriculo esquerdo em
diastole (DVEd); r, coeficiente de correlacdo de Pearson; p, valor de alfa (significativo quando
p <0,05).

Na mesma direcdo, as andlises de correlagdo entre a atividade de Dicer e os

parametros uma associacdo entre o

ecocardiograficos apontaram para
remodelamento ventricular (DVEd) e a reducdo da atividade da enzima. Como
observado na Figura 18.E, a atividade de Dicer apresentou uma correlagao negativa
significativa com o diametro da cavidade do ventriculo esquerdo em sistole (r= 0.52;
p=0.0019). Contudo, ndo observamos correlacdo entre a atividade da enzima e a

fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo (r= 0.35; p=0.12) (Figura 18.F).
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5.1.4. Biogénese de miRNAs

5.1.4.1. Expressao relativa de pri-microRNAs e microRNAs maduros

Apos identificar uma reducdo na atividade de Dicer nos animais com disfungéo
cardiaca tratados com veiculo, nos questionamos se a mesma poderia se refletir nos
niveis de miRNAs no coracao, visto que a Dicer é uma proteina essencial em sua
biogénese. O primeiro passo consistiu na analise da expressao do miRNA primario
(pri-miR) com o intuito de avaliar se os mMiRNAs estariam sendo regulados
transcricionalmente. Na figura 19.A, é possivel visualizar a posi¢éo do pri-miR na via
de biogénese do miRNA (destaque em laranja). Como visto, o pri-miR consiste no
transcrito primario do miRNA e é clivado ainda no nucleo pelo complexo Drosha-
DGCRS8 (microprocessador) dando origem ao miRNA precursor (pre-microRNA),

substrato da Dicer.

Foram avaliados os niveis de seis diferentes pri-miRs especificos de musculo
(miomiRs): pri-miR-1, pri-miR-133a, pri-miR-133b, pri-miR 208a, pri-miR-208b e pri-
miR-499. Como pode ser observado na figura 19.B-G, nenhum dos pri-miRs
apresentou niveis alterados entre o0os grupos avaliados, ou seja, 0s MIRNAS
analisados ndo demonstraram estar sob regulacdo ao nivel transcricional nas

condic¢des avaliadas no estudo.

Contudo, vale apontar que trés animais do grupo DC Alda apresentaram uma
tendéncia a diminui¢éo dos pri-miRs 208a, 208b e 499 (Figura 19. E-G). Esses animais
sd0 0S mesmos que apresentaram menor atividade da Dicer dentro do grupo DC A,
como pode ser visto na figura 18.D. Interessantemente, 0S mesmos animais também
apresentaram niveis elevados dos respectivos miRNAs 208b (3p e 5p) e 499 no grupo
DC A (Figura 20. H-J).
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Figura 19. Representacdo grafica da expressdo relativa de microRNAs primérios
especificos do coracéao (pri-miRs). (A) Esquema ilustrativo da via de biogénese do miRNA,
com destaque para a posicao do pri-miR (laranja); (B) pri-miR-1; (C) pri-miR-133a; (D) pri-
miR-133b, (E) pri-miR 208a, (F) pri-miR-208b, (G) pri-miR-499; Os valores estdo expressos
em 2%4%e foram normalizados pelo gene ACTB (actina beta); Os dados estéo representados
como média + Erro Padrdo da Média; eles foram analisados pelo teste ANOVA uma via,
seguido de post hoc de Dunnett.

Na etapa seguinte, foi analisado o nivel via PCR real time das fitas 3p e 5p dos
MiRNAs maduros (Figura 20.A) correspondentes aos pri-miRs avaliados, com o
objetivo de verificar se os seus niveis foram alterados em fung¢do do desenvolvimento
da disfuncdo cardiaca e do tratamento. Alteracdes nesse nivel sugerem regulagéo
pos-transcricional na expressao dos miRNAs, visto que néo identificamos modificagédo
na expressao dos transcritos primarios (pri-miRs). As representacdes graficas dos

resultados referentes as fitas 3p e 5p podem ser observadas na Figura 20.B-J



69

Nucleo

o X DROSHA TRBP
miR-1 miR-133a 3p
2.0 1.5+
Teste t, p=0,02 p=0.037 p=0.26
. .
16 p—m——o—y I o °
0 L 107 %
104 —= I ° 2 o L
= o &2 <
o~ ]
08 —'g 0.54 o °
.01 ° [«)
n=3 n=4 n=6 n=6 n=3 n=4 n=6 n=6
0.0 . T , T 0.0 T T . .
Y A v A " A \ A
Sham D. Cardiaca Sham D. Cardiaca
miR-133b 3p miR-208a 3p
2.09 p=0.22 3 Testet, p=0,03 p=0.05
15 l
51 ° —
° I 2
°
1.04 ; (S) o :I:
(o]
1 %0
0.51 ° r% B*t
)
n=3 n=4 n=6 n=3 n=4 n=6 n=6
0.0 r T T 0 T T T T
\% A vV \ A vV A
Sham D. Cardiaca Sham D. Cardiaca
miR-499 5p [ miR-208b 3p
- = 154
3 p=0.26 0=0.11
o
] Teste t, p=0,03
24 5 10 P* °
o T = | —
o~
1 < - 51 2 %
3 |—ir| 1
° ° ° o 000
#-' ==
0 n=3 n=4 n=6 n=6 0 T T T
v ~ v x % A \ A
Sham D. Cardiaca Sham D. Cardiaca

miRNA maduro

3p ouSp
@ miR-133a 5p
2.01 p=0.35
°
1.51
— o -]
PIENE S
o (]
0.5 o )
n=3 n=4 n=6 n=6
0.0 , T , .
] A " A
Sham D. Cardiaca
miR-208a Sp
2.5 _
Teste t, p=0.055 p=0.02
20 FH———————
§ 151 o I
- T [+]
o 1.04 o
® °
J 00
0-5 ﬁ
0.0 n.=3 n.=4 nTS nTG
v A v A
Sham D. Cardiaca
miR-208b 5p
5 p=0.07
101 Testet, p=0,04 °
-
E —
o 54 00 QP
L
a S8 o Cco0
0 r T T T
v A v A
Sham D. Cardiaca

Figura 20. Representacdo grafica da expressao relativa de microRNAs maduros (miRs)

especificos do coragdo - fitas 3p e 5p. (A) Esquema ilustrativo da via de biogénese do
mMiRNA, com destaque para a posicdo do miRNA maduro fitas 3p e 5p (laranja); (B) miR-1-3p;

(C) miR-133a-3p; (D) miR-133a-5p, (E) miR 133b-3p, (F) miR-208a-3p; (G) miR-208a-5p; (H)
miR-499-5p; (1) miR-208b-3p; (J) miR-208b-5p. Os valores estdo expressos em 244t e foram

normalizados pela média de Cts dos miRNAs miR-150 e miR-331; Os dados estdo
representados como média * Erro Padréo da Média; eles foram analisados pelo teste ANOVA
uma via (ver valor de p no canto superior direito dos graficos); para os miRNAs miR-208a,
miR-208b e miR-1, foi realizado teste t de Student bicaudal, sendo *p<0.05 vs Sham V.
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Com relacéo a fita 3p, foram identificados trés padrdes de resposta: (I) reducéo
do miR-1 (p=0.02) e miR-208a (p=0.03) no grupo DC veiculo, com recuperacdo no
grupo tratado com Alda-1 (Figura 20.B e F), (Il) tendéncia a reducdo do miR-133a e
miR-133b no grupo DC V (Figura 20.C e E), e (lll) aumento do miR-208b no grupo DC
(p=0.03) (Figura 20.l). Nao foi possivel analisar o0 miR-499-3p, visto que sua
guantidade na amostra estava, possivelmente, muito reduzida, amplificando apenas
apos o 36° ciclo no gPCR. Os resultados obtidos para a fita 5p foram semelhantes
aqgueles vistos para a fita 3p. Observamos uma reducédo do miR-208a-5p no grupo DC
veiculo (p=0.055), acompanhada de aumento do miR-208b-5p nos grupos DC, sendo
estatisticamente significativo apenas no grupo tratado com veiculo (p=0.04) (Figura
20.G e J).

Possivelmente, devido a dispersdo dos dados e ao reduzido numero amostral
do grupo Sham (n=3), ndo foi possivel identificar diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos a partir da analise ANOVA duas vias (seguida do post
hoc de Dunnett). Contudo, um teste t de Student apontou altera¢des significativas dos
MiRNAs miR-1, miR-208a (3p e 5p) e miR-208b (3p e 5p) no grupo DC veiculo, quando
comparado ao grupo Sham veiculo, as quais foram prevenidas nos animais DC

tratados com Alda-1.

Esses dados também estéo representados na forma de heatmap na Figura 21,
a qual favorece a visualizacdo simultanea dos niveis de todos os miRNAs nas
condi¢des analisadas. Sumarizando, os miRNAs miR-1 e miR208-a encontraram-se
reduzidos nos animais com disfuncao cardiaca tratados com veiculo (DC V), sendo
gue os mMiRNAs miR-133a e miR-133b apresentaram tendéncia de reducdo no mesmo
grupo. O tratamento com Alda-1 demonstrou minimizar essa tendéncia, visto que 0s
animais do grupo DC A apresentaram valores intermediarios, proximos aqueles
obtidos no grupo Sham V (Figura 21). De forma contraria, 0 miR-208b (3p e 5p)

apresentou um aumento nos animais com disfuncéo cardiaca.
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ShamV  ShamA  DCV DC A
miR-1[ 100.0 104.1 64.9 76.8
miR-133a3p| 100.0 108.3 78.0 84.3
miR-133a5p| 100.0 116.3 74.2 98.4
miR-133b3p|  100.0 1211 75.8 89.5
miR-208a3p|  100.0 122.8 55.8 75.1
miR-208a 5p|  100.0 129.3 60.0 80.3
miR-499 5p|  100.0 144.9 81.4 124.1
miR-208b 3p|  100.0 105.9 312.1 347.0
miR-208b 5p|  100.0 129.9 ser8 | 4138 |
[ : : : i
100 200 300 400

Figura 21. Heatmap dos miRNAs analisados. Os valores representam a porcentagem de
cada grupo com relagéo ao grupo Sham V (100%); Sendo: V, veiculo; A, Alda; DC, Disfuncéo
Cardiaca. Escala de cor: verde representa aumento da expressao e, vermelho representa
reducdo na expressao com relagdo ao grupo Sham V.

Além da edicao pela Dicer, a biogénese do miRNA envolve outras etapas desde
a transcricdo até a sua incorporacdo no complexo RISC (Figura 22.A), cujo
comprometimento também poderia levar a alteragdes nos niveis de miRNAs. Nesse
contexto, para compreender melhor a relevancia das alteragbes observadas na
atividade de Dicer, é importante avaliar o funcionamento do restante da “maquinaria”

de biossintese.

5.1.4.2. Niveis de mRNA das proteinas da biogénese do miRNA

Foi analisado o nivel de mRNA de outros integrantes da via biogénese do miRNA
por qPCR, sendo eles: Drosha, DGCRS8, XPO5, TRBP e AGO2. A posi¢cédo de cada
proteina na via, assim como a representacdo gréfica dos seus niveis cardiacos estao

apresentados na Figura 22.

No nucleo, apods sua transcri¢cdo, o pri-miRNA sofre sua primeira clivagem pela
RNAse Drosha (Figura 22.B), que atua em conjunto com a proteina DGCR8 (Figura
22.C) (complexo microprocessador), dando origem ao pre-miRNA (perde sua cauda
poli-A e o cap 5’). Depois de formado, o pre-miRNA é transportado ativamente pera o

citoplasma pela exportina 5 (XPO5, figura 22.D). N&o foi encontrada diferenca nos
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niveis cardiacos dessas trés proteinas entre os grupos estudados, contudo, tanto a
Drosha como a XPO5 apresentaram tendéncia de reduc&o nos animais com disfungéo
cardiaca (DC).

Uma vez no citoplasma, o pre-miRNA passa por uma segunda clivagem pela
Dicer (Figura 18. A-C), a qual atua em associacdo com a TRBP (Figura 22.E), gerando
um duplex de miRNA. Posteriormente, esse duplex tem uma das fitas (3p ou 5p)
incorporada no complexo RISC, cuja proteina efetora em mamiferos € a argonauta 2
(AGO2) (Figura 22.F). Do mesmo modo, os niveis das proteinas Dicer e AGO2 nao
exibiram diferencas entre os grupos estudados. Contudo, houve uma reducédo
significativa na expressdo génica de TRBP nos animais com disfun¢do cardiaca
(Figura 22.E). Tal diferenca néo foi encontrada no nivel proteico, o qual foi analisado
via a técnica de western blot. Como pode ser observado na Figura 23. A-B, 0s niveis
proteicos de TRBP nédo variaram entre os grupos analisados. O mesmo resultado foi
obtido para a proteina AGO2 (Figura 23. C-D).
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Figura 22. Representacdo grafica da expresséo relativa das proteinas da biogénese do
mMiRNA. (A) Esquema ilustrativo da via de biogénese do miRNA, com destaque para a posicao
das proteinas da biogénese (coloridas); (B) DGCRS8 (nucleo); (C) Drosha (nucleo); (D) XPO5
(membrana nuclear); (E) TRBP (citoplasma); (F) AGO2 (citoplasma); Sendo_V, veiculo; A,
Alda; Os valores estdo expressos em 2“4 e foram normalizados pelo gene ACTB (actina
beta); Os dados estdo representados como meédia + Erro Padrdo da Média; eles foram
analisados pelo teste ANOVA uma via, seguido de post hoc de Dunnett, sendo *p<0.05 vs
Sham V.

@ TRBP
31
©
Sham Disfungao Cardiaca £ o
2 o
O 2-
yA_Vv A 22 o
@ T
R et S 8 e B | TRBP (~30kDa ks T T
| reeesen S ]
b G b G b S | GAPDH (~36KkDa) 21° o | |o®
Z o n=4 n=4 n=6 n=6
v A v A
Sham D. Cardiaca
CJ—
3-
2 °
Sham Disfunc&o Cardiaca o
o 2
vV A v A 5 ° - °
— [
| | AGO2 (~105kDa) 3 | >
@2 1110 00 ©
|~ S — — —‘ GAPDH (~36kDa) .az’
=z o n=4 n=4 n=6 n=6
% A % A
Sham D. Cardiaca

Figura 23. Expresséao proteica de Argonauta 2 (AGO2) e TRBP em tecido cardiaco de
animais Sham e Disfuncdo Cardiaca tratados com Alda-1 (A) e veiculo (V); (A) Blot
representativo da proteina TRBP, o carregamento no gel foi normalizado por GAPDH, e a
normalizacdo entre os diferentes géis foi realizada pela amostra 21, presente nos dois géis;
Sendo V, veiculo; A, Alda; (B) Quantificacdo dos niveis proteicos de TRBP; (C) Blot
representativo da proteina AGO2, o carregamento no gel foi normalizado por GAPDH, e a
normalizacdo entre os diferentes géis foi realizada pela amostra 21, presente nos dois géis;
Sendo V, veiculo; A, Alda; (D) Quantificagcdo dos niveis proteicos de TRBP; Os dados estédo
representados como média * Erro Padréo da Média; eles foram analisados pelo teste ANOVA
uma via, seguido de post hoc de Dunnett, sendo *p<0.05 vs Sham V.

Até o momento, observamos que os animais com disfuncdo cardiaca tratados
com veiculo detiveram os maiores niveis de adutos de 4-HNE-proteina e
apresentaram reduc¢do na atividade de Dicer e expressdo dos miRNAs cardiacos miR-
208a e miR-1. Contudo, ndo podemos afirmar que as respostas encontradas
apresentam relacdo causal com os niveis de 4-HNE ou com a interacéo do aldeido
com a Dicer. Apesar disso, a recuperacdo dos parametros analisados nos animais

tratados com Alda-1 (grupo DC Alda), molécula ativadora de ALDH2 (responsavel pela
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remocdo do 4-HNE), fornece um indicio importante de que o 4-HNE (ou sua remocao)
pode estar envolvido na resposta.

Uma limitacdo do modelo animal utilizado € que o mesmo s6 nos permite
identificar a interacao e inferir o seu papel no fenotipo observado. Nessa direcdo, com
o0 intuito de estudar a relacédo causa e efeito da interacdo de 4-HNE e Dicer sobre a
atividade e expresséo da proteina, as proximas fases do projeto foram realizadas em
modelos celulares e ensaios in vitro com a proteina purificada. Os resultados serédo

apresentados nos préoximos itens.

5.2. Ensaios celulares

A partir dos resultados obtidos no modelo animal, onde verificamos uma reducao
da atividade da Dicer e alteraces nos niveis de miRNAs cardiacos em animais com
disfungéo ventricular, nos questionamos se tais respostas poderiam ser parcialmente
explicadas pela interacdo de 4-HNE-Dicer. Para estudar essa interacdo e responder
a esse questionamento, escolhemos trés linhagens celulares permanentes: (I) a
linhagem imortalizada de mioblastos de rato, H9C2 (ver item 4.2); (ll) a linhagem
imortalizada de fibroblastos embrionérios de camundongo knockout para a proteina
Dicer (MEF Dcr -/-); e (lll) a HEK293 (Human embryonic Kidney) modificada (RNAI-
293-EGFP/RFP) (53,54). Apesar do valor do modelo in vivo, onde a complexidade do
sistema é muito superior ao encontrado em cultura celular, o ultimo permite maior
controle das condi¢gbes experimentais, assim como a sua manipulacdo, de modo a

fornecer uma importante ferramenta de estudos de causa e resposta.

5.2.1. H9C2 - 4-HNE reduz atividade de Dicer

No laboratério, o primeiro passo consistiu na realizacdo do ensaio de morte celular,
com a finalidade de verificar se o tratamento com 4-HNE (50uM, 2 horas; Item 4.2.1)
estaria induzindo morte e identificar seu mecanismo principal, necrose e/ou apoptose,
no periodo de anélise. Essa etapa teve como objetivo encontrar uma condicdo de

estresse de aldeido moderado, onde fosse possivel observar a modificacdo de
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proteinas por 4-HNE e estudar o efeito da mesma sobre a atividade de Dicer. Desse
modo, utilizamos o ensaio de atividade de LDH para avaliar necrose nos periodos de
2 horas e 24 horas, e western blot para marcadores de apoptose (caspase 3 clivada
e ERK fosforilada) (Figura 24.A).

Como pode ser observado na Figura 24.B, apos 2 horas de tratamento, nao foi
detectada morte por necrose, visto que a liberacdo da enzima LDH no meio de cultura
do grupo tratado ndo diferiu do controle. Contudo, a analise de marcadores de
apoptose, indicou que a sinalizacdo de morte havia sido ativada nesse intervalo, com
clivagem de caspase 3 e fosforilacdo da ERK1/2 no mesmo periodo (Figura 24.C). Em
contrapartida, 24 horas apés dose Unica do aldeido, as células apresentaram um
aumento significativo na morte por necrose (+185,5%), se comparadas ao grupo
controle (Figura 24.B). O tratamento com Alda (40uM) néo foi capaz de proteger as

células (Figura 24.B).
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Figura 24. Caracterizacdo das células H9C2 tratadas com 4-HNE 50uM por 2h e 24h. (A)
Desenho experimental; (B) Ensaio de morte celular (LDH) em células H9C2 tratadas com 4-
HNE 50uM por 2h e 24h (com veiculo e Alda 40uM); Dados estdo apresentados como média
+ erro padrao da média, analisados por ANOVA de uma via, seguido de post hoc de Dunn,
onde *p<0,05 vs Controle 24h; &, p<0,05 vs 4-HNE 24h; (C) Blot representativo dos
marcadores de apoptose, Caspase 3 clivada (CAS3) e ERK1/2 fosforilada de células H9C2
tratadas com 4-HNE 50uM por 2h.

A segquir, avaliamos se o tratamento (4-HNE 50uM, 2 horas) era capaz de alterar
os niveis de adutos de aldeido-proteina. Como pode ser observado na Figura 25, 2
horas de exposicdo ao aldeido foram capazes de induzir um aumento de 55,1% nos
niveis de adutos entre 4-HNE-proteinas, quando comparado ao grupo controle.

Infelizmente, devido a limitacbes técnicas, ndo foi possivel a realizacdo de
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imunoprecipitagdo de Dicer para validar a interagdo da proteina com 4-HNE nesse

modelo.
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Figura 25. Niveis de adutos de 4-HNE em células H9C2 tratadas com 4-HNE 50uM por
2h. (A) Blot representativo de adutos de 4-HNE-proteinas, normalizado por alfa-actina; (B)
Quantificacao dos adutos de 4-HNE-proteinas; os dados estao apresentados como média +
erro padrao da média, analisados por teste t de Student bicaudal, onde *p<0,05 vs Controle.

Por dltimo, foram analisados o nivel proteico e a atividade de Dicer no lisado
celular ap6s o tratamento com 4-HNE (50uM, 2 horas) (Figura 26). Como pode ser
observado na Figura 26.A, foram detectadas duas bandas referentes a Dicer em
ambos 0s grupos, sendo que as células tratadas com 4-HNE exibiram um acumulo da
banda mais pesada. A quantificacdo de ambas as bandas apontou um aumento
significativo nos niveis de Dicer (+100%) nas células apds exposicdo ao aldeido
(Figura 26.B). Apesar do aumento aparente nos niveis de Dicer, contudo, as células
tratadas com 4-HNE apresentaram uma reducdao significativa na atividade da enzima

(-32,6%) quando comparadas ao grupo controle (Figura 26. C-D).
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Figura 26. Atividade e niveis proteicos de Dicer em células H9C2 tratadas com 4-HNE
50uM por 2h. (A) Blot representativo de Dicer, normalizado por alfa-actina; destaque (seta
vermelha) para banda acima de 217kDa também marcado pelo anticorpo anti-Dicer; (B)
Quantificacdo dos niveis proteicos de Dicer; os dados estdo apresentados como média + erro
padrdo da média, analisados por teste t de Student bicaudal, onde *p<0,05 vs Controle; (C)
Representacdo gréfica da curva de fluorescéncia do ensaio de atividade de Dicer; (D)
Quantificacao da atividade de Dicer, avaliada através do calculo da inclinagdo das curvas em
Figura 26.C; os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média, analisados
por teste t de Student bicaudal, onde *p<0,05 vs Controle.

5.2.2. MEF - 4-HNE reduz nivel proteico e atividade de Dicer

A seguir, repetimos os ensaios em fibroblastos embrionarios de camundongo (MEF),
devido a disponibilidade da linhagem knockout para a proteina Dicer (MEF Dcr -/-), a qual
poderia ser utilizada como controle negativo do ensaio. Adicionalmente, a superexpressao de
Dicer foi usada como um controle positivo. Como pode ser observado na Figura 27.A-B, as
células com delecéo de Dicer (ver confirmag¢do em Figura S6, Anexo 8) apresentaram uma
reducdo de 41% na atividade da enzima se comparada as células wild-type. Notavelmente,
as células que superexpressavam Dicer (MEF +Dcr) apresentaram um aumento significativo
de 732% na atividade de Dicer se comparada as células wt. A partir desses dados, concluimos
gue a resposta observada nas células MEF +Dcr (superexpressao) eram geradas
especificamente por Dicer, em excesso nessa condi¢cdo. Desse modo, as células +Dcr foram
utilizadas nos proximos passos para a avaliagdo do efeito do 4-HNE sobre a atividade de
Dicer.
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Figura 27. Atividade de Dicer em lisado de células MEF tratadas com 4-HNE 50uM por 2
horas. (A) Representagdo grafica da curva de fluorescéncia do ensaio de atividade de Dicer
em células MEF wt, MEF Dcr -/- e MEF +Dcr; (B) Quantificacdo da atividade de Dicer, avaliada
através do célculo da inclinacdo das curvas em Figura 27.A; os dados estdo apresentados
como média * erro padrdo da média; (C) Representagdo gréfica da curva de fluorescéncia do
ensaio de atividade de Dicer em células MEF wt e MEF +Dcr tratadas com 4-HNE 50uM por
2 horas; (D) Quantificacdo da atividade de Dicer, avaliada através do calculo da inclinacéo
das curvas em Figura 27.C; os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da
média; analisados por teste t de Student bicaudal, onde *p<0,05 vs Controle; (E) Blot
representativo de FLAG-Dicer, normalizado por actina; (F) Quantificacdo de FLAG-Dicer; os
dados estdo apresentados como meédia + erro padrdo da média, analisados por teste t de
Student bicaudal, onde *p<0,05 vs Controle.

No passo seguinte, da mesma forma que em H9C2, as células MEF +Dcr foram tratadas
com 4-HNE 50uM por 2 horas. Apoés esse periodo, o lisado celular foi utilizado para a avaliagdo
do nivel proteico e atividade de Dicer. Como pode ser observado na Figura 27.C-D, as células

tratadas com 4-HNE exibiram reducéo de 18,3% na atividade de Dicer (p=0,051). Consistente
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com esse resultado, a analise de western blot detectou uma diminuicéo de 44% nos niveis de
FLAG-Dicer nas células tratadas com o aldeido (Figura 27. E-F), o que poderia explicar a
reducdo na atividade enzimatica observada no grupo. Nesse ensaio, o 4-HNE parece ter
induzido degradacgé&o de Dicer nas mesmas condi¢des de tratamento anteriores (4-HNE 50uM,
2 horas).

Nos testes seguintes, avaliamos se o0 mesmo tratamento era capaz de afetar a via de

biogénese de miRNAs.

5.2.3. HEK (RNAIi-293-EGFP/RFP) - 4-HNE causa prejuizo na via de biogénese do
microRNA

Como visto anteriormente, a linhagem HEK (RNAI-293-EGFP/RFP) funciona
como um sistema repdérter para monitorar em tempo real a via de biogénese do miRNA
(ver item 4.2). O modelo prevé que alteragcbes nas proteinas envolvidas no
processamento do shRNA (expresso constitutivamente nessa linhagem) em siRNA
anti-EGFP alteram os niveis finais de proteina EGFP e, consequentemente, a
fluorescéncia observada (Figura 9 e Figura 28.A). Desse modo, ele foi selecionado
como ferramenta para avaliarmos se o estresse induzido por 4-HNE seria capaz de
levar a alteracdes na via de biogénese. Nossa hipotese previa que a via seria
prejudicada pelo quadro de estresse, de modo que apds o tratamento com 4-HNE,
esperavamos observar um aumento na fluorescéncia em decorréncia de uma menor
sintese de siRNA anti-EGFP, e consequente aumento nos niveis de EGFP (Figura
28.B).

Inicialmente, as células foram tratadas com Enoxacino (50uM), controle positivo
do constructo celular (Figura 28.C), uma vez que possui a capacidade de aumentar a
producédo de siRNA, reduzindo EGFP. Como pode ser observado na Figura 28.C, as
células tratadas com Enoxacino apresentaram uma tendéncia de reducéo da razéo
EGFP/RFP apoés 2 horas de tratamento (p=0,055), sendo estatisticamente significativa
apenas no periodo de 1 hora pés-tratamento. De forma contraria, o tratamento com 4-
HNE (50uM, 2 horas) levou a um aumento na razdo EGFP/RFP, quando comparado
ao grupo controle (tratado com etanol, solvente de 4-HNE) no mesmo periodo, o qual
foi significativo em todos os tempos de analise (30min — 2 horas) (Figura 28. D-E).
Vale mencionar, que o experimento foi realizado duas vezes e ambos os resultados

estao apresentados na Figura 28.
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Figura 28. Efeito do 4-HNE sobre a biogénese de micro-RNAs em células HEK RNAI-
293-EGFP/RFP. (A) Foto de células HEK RNAI-293-EGFP/RFP em aumento de 20x (Fonte
prépria; obtidas em InCell — GE); nos painéis da esquerda para a direita: filtro para FITC
(deteccéo de GFP) e filtro para Texas Red (deteccdo de RFP); (B) Esquema ilustrativo da
hipétese; (C) Analise da razdo GFP/RFP das células tratadas com Enoxacino 50uM por 2
horas, controle positivo de ensaio; (D) Experimento 1, Analise da razdo GFP/RFP das células
tratadas com 4-HNE 50uM por 2 horas; (E) Experimento 2, Andlise da razdo GFP/RFP das
células tratadas com 4-HNE 50uM por 2 horas; os dados estdo apresentados como média +
erro padrdo da média; analisados por teste t de Student bicaudal, onde *p<0,05 vs Controle
no mesmo tempo de analise.

Em ambos os experimentos, os resultados se mostraram reprodutiveis e
indicaram um aumento na fluorescéncia induzido pelo tratamento com 4-HNE (50uM,
2 horas). Baseando-se no constructo celular, uma possivel justificativa para tal
resposta seria 0 prejuizo na via de biogénese do siRNA, reducdo em sua sintese e,

consequente aumento na expressdo de seu alvo, a proteina fluorescente EGFP.
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Nesse contexto, o tratamento demonstrou ser capaz de atuar sobre a via de
biossintese, sendo um indicio de que o quadro de estresse de aldeidos é capaz de

modular a sintese de miRNAs.

Em paralelo com os ensaios em cultura celular, onde buscamos um tratamento
onde pudéssemos observar a inducao de estresse de aldeidos e a formacao de adutos
entre 4-HNE-proteinas, também conduzimos ensaios in vitro, com o objetivo de avaliar

de forma mais direta a acdo do 4-HNE sobre a atividade e a estabilidade de Dicer.

5.3. Ensaios in vitro com Dicer recombinante

5.3.1. 4-HNE reduz a atividade de DICER de modo concentracdo- e tempo-dependente

Para avaliar o efeito de 4-HNE sobre Dicer in vitro, a proteina recombinante
wild-type (1ug, 230nM) foi pré-incubada com uma concentracéo crescente do aldeido
(10puM-1mM) por uma hora a 37°C. Apos esse periodo, 10mM DTT foi adicionado a
reacao para remover o 4-HNE remanescente, antes da adicdo do substrato de dsRNA
(100nM) (Figura.29.A). Inicialmente, com o objetivo de confirmar a interagdao 4-HNE-
Dicer, as amostras foram analisadas em gel SDS-PAGE (gradiente 4-20%) e 0s
adutos de 4-HNE-Dicer foram detectados via imunoblotting com o auxilio de um
anticorpo anti-4-HNE. Como pode ser observado na Figura. 29.B, Dicer foi
diretamente modificada pelo aldeido de forma dose-dependente.

A seguir, os efeitos funcionais de tal interacdo foram avaliados através de um
ensaio de atividade enzimatica baseado na clivagem de um substrato de RNA
marcado com o radioisétopo de fésforo 3°P (61) (Item 4.8.3). Consistente com as
analises de western blot, o tratamento com 4-HNE reduziu a atividade de Dicer de
forma dose-dependente. Enquanto 1 hora de exposi¢do a 10uM 4-HNE néo afetou a
atividade da enzima, 1mM 4-HNE causou ~90% de inibicdo (Figura 29.C-D).
Notavelmente, apesar do efeito inibitorio na atividade catalitica de Dicer, o tratamento
com 4-HNE né&o alterou o comprimento do produto de clivagem (22nt/12nt) (Figura
29.C). Ambos os dominios cataliticos RNAselllA e RNAselllB apresentaram uma
resposta similar, uma reducdo dose-dependente da atividade apos 1 hora de

exposicdo ao aldeido (Figura 29.D). Desse modo, a interacdo Dicer-4-HNE foi
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diretamente proporcional & concentracdo de aldeido e inversamente proporcional a

atividade da endonuclease.
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Figura 29. Efeito de 4-HNE sobre a atividade de Dicer. (A) Desenho experimental; (B) Blot
representativo dos adutos de 4-HNE-Dicer apos tratamento da proteina recombinante wt com
uma concentracao crescente de 4-HNE (10uM-1mM) por 1 hora; (C) Gel representativo do
ensaio de atividade de Dicer wt (230nM, 100nM substrato RNA, 1 hora) exposta a
concentracdo crescente de 4-HNE (10uM-1mM) por 1 hora; Em destaque, os produtos de
clivagem dos dominios RNAselll A (vermelho, 12nt) e RNAselllB (azul, 22nt); (D)
Quantificacdo da atividade de clivagem de Dicer wt exposta a concentragdo crescente de 4-
HNE (10puM-1mM) por 1 hora (géis analisados ndo estdo presentes nessa imagem); A
atividade dos dominios RNAselllA e RNAsellIB estdo expostos em graficos separados; o
grupo controle (EtOH) foi tratado com 3,6% de etanol (solvente de 4-HNE) pelo mesmo
periodo; os dados estdo exibidos como porcentagem do grupo controle (100%) e
apresentados como média + erro padréo da média, sendo *p<0,05 vs grupo controle (EtOH).

O proximo passo teve como objetivo avaliar o papel do tempo de exposi¢do ao 4-
HNE na interagdo aldeido-proteina e atividade de Dicer. Inicialmente, avaliamos se a
interacdo 4-HNE-Dicer ocorria de modo tempo-dependente. Para tanto, Dicer wt
recombinante (1ug) foi incubada com 100puM e 300uM 4-HNE por um periodo

crescente de tempo (5-60min), sendo DTT (10mM) utilizado para parar a reacdo de
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modificacdo pelo aldeido em cada ponto de andlise (Figura 30). Ap6s 0 ensaio, as
amostras foram analisadas por western blot. Como pode ser observado na Figura
30.A, ainteracdo 4-HNE-Dicer aumentou em funcéo do tempo e a taxa de modificacao
pelo aldeido variou de acordo com a concentracdo do mesmo. Enquanto 5 minutos de
exposicao a 300uM 4-HNE levou a um aumento de ~40% na interacao 4-HNE-Dicer,
guando comparado ao grupo controle (tratado com 3,6% etanol), 1 hora de exposi¢ao
a mesma concentracao causou um aumento de ~2.400% na modificacao de Dicer pelo
aldeido. Por sua vez, 1 hora de exposicdo a 100uM 4-HNE induziu apenas um
aumento de 68% (Figura 30.A). Desse modo, a interagdo 4-HNE-Dicer demonstrou
ser dependente de ambos, tempo e concentragdo do aldeido.

A segquir, caracterizamos a atividade de Dicer wt exposta a concentracdes
crescentes de 4-HNE (50, 100 e 300uM) por diferentes periodos de tempo de
exposicao (5min, 15min, 30min, 45min, 60min) (Figura 30.C). Para estudar o efeito de
4-HNE sobre a atividade de Dicer, foi utilizado um modelo de decaimento exponencial,
onde o tempo de meia-vida da atividade de Dicer foi considerado o tempo (em
minutos) necessario para que sua atividade atingisse metade do valor original, aqui
considerado 100% (grupo controle). Consistente com as andlises de western blot, o
pré-tratamento de Dicer com concentracdes crescentes de 4-HNE promoveu uma
reducdo concentragcao- e tempo-dependente na atividade de Dicer (Figura 30.C).

Apbs incubacdo com 300 uM 4-HNE, a atividade de Dicer apresentou um tempo
de meia-vida de 9,4 e 10,7 minutos (RNAselllB e RNAselllA, respectivamente),
enquanto que 100uM e 50uM 4-HNE levaram a 31,3min e 56,4 min, respectivamente,
para o dominio RNAsellIB (Figura 30.C). Apesar de os valores obtidos para o0 dominio
RNAselllA nas concentracdes de 100uM e 50uM 4-HNE néo se ajustarem na andlise
de decaimento exponencial de uma fase (one phase decay analysis), ambos os
dominios (A e B) apresentaram resposta similar apos 1 hora de exposi¢cdo as mesmas
concentragfes de aldeido (endpoint), uma reducdo de ~50% e 71% de atividade,
respectivamente (os valores sdo uma meédia de ambos os dominios para as
concentracOes de 100uM e 50uM 4-HNE, respectivamente). Todas as replicatas de
cada tratamento e dominio RNAselll podem ser vistas em detalhe na Figura S6 (Anexo
9).
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Notavelmente, o pré-tratamento de Dicer com DTT (10mM), anterior a adi¢cdo de
4-HNE (300uM) na reacao, foi capaz de prevenir tanto a interagdo Dicer-4-HNE
(Figura 30.A — grupo 60*) quanto a perda de atividade de Dicer induzida pela mesma
(Figura 30.B). De forma contréaria, a adicdo de DTT ap0s exposicdo ao 4-HNE (em
cada ponto de analise) ndo foi capaz de resgatar a atividade de Dicer nem de reverter
a interacdo 4-HNE-Dicer. Uma possivel explicacao para o observado seria que o DTT,
em alta concentracdo, poderia reagir com o 4-HNE livre impedindo que o mesmo
modificasse Dicer. Desse modo, DTT seria capaz de remover 4-HNE livre do meio
reacional, mas ndo de reverter as interagbes Dicer-4-HNE j& estabelecidas.
Alternativamente, DTT poderia reduzir os grupos sulfidrila (-SH) de Dicer e protegé-

los contra o ataque do aldeido.

Independentemente do mecanismo, esses resultados sugerem fortemente que a
reducdo na atividade de Dicer € causada pela interacdo direta entre Dicer-4-HNE,
visto que a perda de atividade so foi observada quando a proteina foi modificada pelo
aldeido. Na mesma dire¢do, como 4-HNE e DTT foram adicionados em todas as
reacdes antes da adicdo do substrato de RNA (e inicio do ensaio de atividade), uma
potencial modificacdo do substrato de RNA pelo aldeido ndo demonstrou ser

responsavel pelas alterac6es observadas na atividade de clivagem de Dicer.
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Figura 30. Efeito do 4-HNE sobre a atividade de Dicer —experimentos de curso temporal.
(A) Blot representativo dos adutos de 4-HNE-Dicer apés tratamento da proteina recombinante
wt com 300uM 4-HNE (5- 60 minutos) e 100uM 4-HNE (5 e 60 minutos); o grupo controle foi
tratado com 3,6% etanol (solvente de 4-HNE); 60*, amostra pré-tratada com 10mM DTT antes
da adicdo de 4-HNE; (B) Gel representativo do ensaio de atividade de Dicer wt (230nM, 100nM
substrato RNA, 1 hora), onde as amostras foram pré-incubadas com 5mM e 10mM DTT ou
H.O (controle, solvente de DTT) antes da incubacdo com 300uM 4-HNE por 60 minutos a
37°C; amostras pré-tratadas com DTT apresentaram prote¢do contra efeito inibitério de 4-
HNE; (C) Andlise de decaimento exponencial da atividade de Dicer apds tratamento com 4-
HNE 50uM (n=3), 100uM (n=5) e 300uM (n=5) por 5-60 minutos; os dados estéo apresentados
como porcentagem do controle (100%); A atividade dos dominios RNAselllA e RNAselllB
foram analisados separadamente.

Até esse ponto, nossos dados demonstraram um impacto negativo da interacao 4-
HNE-Dicer sobre a atividade de Dicer, o qual se mostrou dependente da concentracao
de 4-HNE e tempo. Nesse contexto, o préximo passo teve como objetivo melhor
investigar a relacdo entre as duas variaveis na atividade de Dicer. Nés questionamos
se uma menor concentracdo de 4-HNE, mais proximo aos valores descritos in vivo,

poderia afetar a atividade de Dicer se a proteina fosse exposta ao aldeido por um
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maior periodo de tempo. Como ja apresentado na Figura 29.C-D, 1 hora de tratamento
com 10pM 4-HNE néo alterou a atividade de Dicer. Entdo, testamos a mesma
condicéo (1ug Dicer wt, 10uM 4-HNE) por periodos de incubagéao mais longos (1h, 2h
e 4h) e avaliamos a atividade de clivagem apo0s o tratamento. Como pode ser
observado na Figura 31, em acordancia com o primeiro ensaio, 1h e 2h de exposicao
ao aldeido néo afetou a atividade de Dicer, contudo, 4h de tratamento apresentou uma
tendéncia de inibicdo da enzima (32-34% de reducado da atividade). Possivelmente,
nao encontramos significancia estatistica (p=0,07) devido ao reduzido namero de

replicatas por condi¢cdo experimental (n=2).
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Figura 31. Curso temporal da atividade de Dicer - 10uM 4-HNE. (A) Gel representativo do
ensaio de atividade de Dicer wt (230nM, 100nM substrato RNA, 1 hora), onde as amostras
foram incubadas com 10uM 4-HNE por 1-4 horas; (B) Quantificacdo da atividade de clivagem
de Dicer wt; o grupo controle foi tratado com 3,6% etanol (solvente de 4-HNE) por 4 horas; a
atividade dos dominios RNAselllA e RNAselllB estdo expostos em graficos separados; 0s
dados estédo exibidos como porcentagem do grupo controle (100%) e apresentados como
média * erro padrao da média, sendo *p<0,05 vs grupo controle (EtOH).

Em contraste, apenas 5 minutos de exposi¢céo a uma alta concentracéo de 4-HNE
(300uM) levou a um aumento de 45% na interacdo Dicer-4-HNE (Figura 32.A-B) e
~38% de reducdo na atividade de clivagem de Dicer (Figura 32. C-D).
Interessantemente, como observado previamente (Figura 32.A-B), 1 hora de
tratamento com 300uM 4-HNE levou a um aumento exponencial na modificacdo de
Dicer por 4-HNE ap6s 30 minutos de incubacéo, alcangcando até 2.400% de aumento
apos 60 minutos, quando comparado ao grupo controle (EtOH 3,6%). Tal modificacéo
de Dicer foi acompanhada de inibicdo substancial em sua atividade de clivagem no
mesmo periodo (Figura 32.C, destacado em vermelho). Uma possivel explicacédo para
a subita mudanca na taxa de modificacdo pelo aldeido nessa condicdo seria a
desestabilizacéo e desnaturacdo de Dicer induzida por 4-HNE em algum ponto entre

30-60 minutos. A exposicdo e rapido ataque de novos sitios hidrofobicos antes
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internalizados poderia justificar o aumento exponencial observado na interagéo Dicer-
4HNE. Nesse contexto, a etapa seguinte teve como objetivo verificar se o tratamento
com 4-HNE era capaz de causar agregacao de Dicer, uma indicacdo de desnaturacéo

proteica.
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Figura 32. Andlise temporal da modificacédo e atividade de Dicer exposta a 300uM 4-
HNE. (A) Blot representativo dos adutos de 4-HNE-Dicer apds tratamento da proteina
recombinante wt com 300uM 4-HNE (5- 60 minutos); (B) Quantificacéo da interacéo Dicer-4-
HNE; os dados estéo exibidos como porcentagem do grupo controle (100%) e apresentados
como média + erro padrdo da média, sendo *p<0,05 vs grupo controle (EtOH); (C)
Quantificacdo da atividade de clivagem de Dicer wt apos exposi¢cdo a 300uM 4-HNE (5-60
minutos); a atividade dos dominios RNAselllA e RNAselllIB estdo expostos em graficos
separados; os dados estdo apresentados como porcentagem do grupo controle (100%),
sendo cada amostra exibida individualmente sobre a curva de decaimento exponencial; Em
destaque (vermelho), periodo entre 30-60min onde ocorre um “shift” na taxa de modificagcao
de Dicer por 4-HNE.

5.3.2. 4-HNE induz agregacéo de Dicer

Para testar a hipotese de que 4-HNE induz a desnaturagdo e agregacéao de Dicer,

a proteina recombinante wt foi incubada com concentracdes crescentes de 4-HNE
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(10uM-1mM) por 1 hora a 37°C. Apos o tratamento, as amostras foram analisadas em
SDS-PAGE (gradiente 4-20%). Visto que grandes agregados proteicos ndo sao
capazes de adentrar o gel analitico, se o tratamento com 4-HNE estivesse induzindo
a agregacao de Dicer, o agregado ficaria retido no topo do gel e seria visivel apos
coloracdo do mesmo (com Denville Blue™). Como observado na Figura 33.A, altas
concentragdes de 4-HNE (100puM-1mM) levaram ao acumulo de Dicer no topo do gel,
o qual foi mais pronunciado nas concentracfes de 300uM e 1mM 4-HNE. Esse
resultado corroborou a hipotese de que 4-HNE induz a desnaturacdo e agregacao de
Dicer, o que poderia estar relacionado com a inibigdo da proteina observada em altas
concentracfes do aldeido. Nesse contexto, para melhor caracterizar o processo de
agregacao induzido por 4-HNE, nds selecionamos a concentracdo de 300uM 4-HNE,
visto que a mesma apresentou um fendtipo mais claro, e analisamos 0os mesmos

pontos avaliados no ensaio de atividade (5min, 15min, 30min e 60min).

Surpreendentemente, como observado na Figura 33.C, as proteinas nado ficaram
retidas no topo do gel, como previamente observado. Contudo, diferentemente do
primeiro experimento (Figura.33.A), as amostras nesse ensaio foram tratadas com
DTT, o agente redutor selecionado para parar a reacdo de modificacdo por 4-HNE em
cada periodo de andlise (curso temporal). No mesmo experimento, uma amostra
controle (C" PTT) e uma amostra tratada com 4-HNE (60"° PTT) ndo receberam DTT
(Figura 33.B). Notavelmente, apenas a amostra tratada com 4-HNE mas ndo DTT
(60" PTT) ficou parcialmente retida no topo do gel, demonstrando que 4-HNE estava
causando agregacdo de Dicer e que DTT era capaz de dissociar o agregado.
Possivelmente, as interacdes entre as proteinas no agregado eram baseadas,
principalmente, entre residuos de cisteinas e pontes dissulfeto, de modo que a adi¢éo
de DTT foi capaz de romper essas interagces. Na mesma direcdo, a andlise de
western blot demonstrou que tanto as proteinas sollveis no interior do gel como

aguelas agregadas no topo do gel foram modificadas por 4-HNE (Figura 33.D).
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Figura 33. 4-HNE induz agregacéo de Dicer. (A) Gel representativo (SDS PAGE gradiente
4-20%) corado com Denville Blue™, Dicer wt recombinante (1upg) foi incubada com
concentracoes crescentes de 4-HNE (10uM-1mM) por 60 minutos; (B) Esquema ilustrativo do
protocolo experimental para a andlise da agregacgéo de Dicer (referente a Figura 33.C); (C)
Gel representativo (SDS PAGE gradiente 4-20%) corado com Denville Blue™, experimento
de curso temporal onde Dicer wt recombinante foi incubada com 300uM 4-HNE por 5-60
minutos; 60*%, amostra pré-tratada com DTT (10mM) antes de exposicdo ao 4-HNE; C™PTT e
60" PTTamostra controle e tratada com 4-HNE (60min), respectivamente, SEM adicédo de
DTT; (D) Blot representativo de adutos de 4-HNE-Dicer ap6s incubacdo da proteina com
concentracoes crescentes de 4-HNE (50, 100 e 300puM) com e sem a adicdo de DTT (10mM)
por 60 minutos; (+) 60* amostra pré-tratada com DTT (10mM) antes da incubacdo com 4-
HNE 300 uM (60 minutos).

5.3.3. Mutacao dos residuos pré-identificados como alvos de 4-HNE néo protege
Dicer contra o efeito inibitorio do aldeido

Finalmente, apos caracterizar o efeito de 4-HNE sobre Dicer wt recombinante, nés
avaliamos o efeito do aldeido sobre as proteinas mutantes (Figura 13 — Iltem 4.12).
Como mencionado anteriormente, um dos objetivos desse estudo era de avaliar o
papel dos aminoacidos pré-identificados como alvos de 4-HNE na atividade de Dicer
frente ao estresse de aldeidos in vitro. Nossa hipotese era de que a mutacdo dos
residuos alvos iriam prevenir a interacdo proteina-aldeido e proteger Dicer contra os
efeitos inibitérios de 4-HNE observados na proteina wild-type. Para testar essa
hipétese, ndés produzimos trés mutantes de Dicer distintas: mutante (1) K1324A e
H1325A (substituicao de 2/3 residuos alvos); mutante (2) K1324A, H1325A e H1339A
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(substituicdo de 3/3 residuos alvos); e mutante (3) L1323F e V1351F (baseado no

modelo in-silico), como previamente descrito (Item 4.12).

Primeiramente, nos testamos se as proteinas mutantes eram ativas em condi¢des
basais e comparamos sua atividade de clivagem a enzima wild-type. Como pode ser
observado na Figura 34, todas as proteinas apresentaram atividade, contudo, elas
exibiram algumas diferencas quando comparadas ao controle wt. Apesar das
mutantes (1) e (2) ndo apresentarem alteragfes significativas na atividade catalitica
guando comparadas a proteina wild-type, ambas as variantes produziram um produto
de clivagem adicional em torno de 11nt, resultante da clivagem pelo dominio mutado
RNAselllA (Figura 34.A). Em contraste, a mutante (3) apresentou ~68% de reducéo
na atividade do dominio RNAselllA quando comparada a proteina wt, sem alteracfes
significativas da atividade do dominio RNAselllB e no tamanho dos produtos de

clivagem (Figura 34.B).
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Figura 34. Atividade das proteinas Dicer mutantes. (A) Gel representativo do ensaio de
atividade de Dicer wt, mutantes (1), (2) e (3) (230nM, 100nM substrato RNA, 1 hora); em
destaque, os produtos de clivagem dos dominios RNAselll A (vermelho, 11-12nt) e RNAsellIB
(azul, 22nt); (B) Quantificagéo da atividade de clivagem de Dicer wt e mutantes; a atividade
dos dominios RNAselllA e RNAsellIB estdo expostos em graficos separados; os dados estédo
apresentados como média + erro padrdo da média; os valores de porcentagem sobre as
barras representam a diferenca do grupo em relacéo ao grupo controle (100%).

A seguir, as proteinas wild-type e mutantes foram expostas a 50 uM e 100uM 4-
HNE (menores concentragdes onde foi observado um efeito do aldeido na atividade
de Dicer ap6s 1h de incubacao) por 1 hora a 37°C (Figura 35). O experimento teve
como objetivo verificar se alguma das mutacdes iriam proteger Dicer contra os efeitos
inibitérios de 4-HNE. Contudo, como pode ser observado na Figura 35.A-D, todas as

proteinas mutantes apresentaram reducao na atividade de clivagem, similar aquela
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observada na proteina wt. Em outras palavras, em discordancia com nossa hipétese
inicial, nenhuma mutagéo foi capaz de proteger Dicer contra os efeitos inibitorios de
4-HNE nas condi¢cdes testadas. Como previamente descrito para a proteina wt, as

proteinas mutantes foram inibidas por 4-HNE de forma concentracédo-dependente.

5.3.4. Efeito de 4-HNE sobre a atividade de Argonauta 2 (AGO2)

Visto que 4-HNE é um aldeido altamente reativo, ndés questionamos se 4-HNE
poderia causar um efeito inibitério similar em outras proteinas envolvidas na
biogénese de microRNAs, as quais também séo potencialmente expostas ao aldeido
em quadro de estresse oxidativo. Considerando a experiéncia do Prof. MacRae com
a biologia da proteina Argonauta 2 (AGOZ2) (laboratério onde foram realizados todos
0S experimentos in vitro), componente efetor do complexo RISC (Complexo de
Silenciamento Induzido por RNA) (Figura 37.A), nos decidimos avaliar o efeito de 4-
HNE sobre a atividade de clivagem de AGO2.
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Figura 35. Efeito de 4-HNE sobre a atividade de Dicer — wild-type vs mutantes. (A) Gel
representativo do ensaio de atividade de Dicer wt e mutantes (1), (2) e (3) (100nM substrato
RNA, 1 hora) expostas a 50uM 4-HNE e (B) 100uM 4-HNE por 1 hora a 37°C; (C)
Quantificacdo da atividade de clivagem de Dicer wt e mutantes (referente a Figura 35.A); (D)
Quantificacao da atividade de clivagem de Dicer wt e mutantes (referente a Figura 35.B); a
atividade dos dominios RNAselllA e RNAselllB estao expostos em gréaficos separados; 0s
dados estédo apresentados como média * erro padrdo da média; os valores de porcentagem
sobre as barras cor de rosa representam a diferenca do grupo em relagdo ao grupo controle
(100%) de cada proteina (wt e mutante) em cinza.

Para avaliar o efeito de 4-HNE sobre a atividade de AGO2, a proteina

recombinante wt pré-carregada com a fita guia do miR-122 (26nM) foi incubada com
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concentragfes crescentes de 4-HNE (50uM- 1mM) por 1 hora a 37°C. ApOs esse
periodo, DTT (10mM) foi adicionado a reacdo para remover o remanescente de
aldeido, seguido pelo substrato de RNA (100nM). Como pode ser observado na Figura
36.A-B, nossos resultados preliminares foram muito heterogéneos com 4-HNE nas
concentragbes entre 50uM-300puM. Enquanto que no primeiro experimento nao foi
possivel identificar um efeito claro de 4-HNE sobre a atividade de AGO2 nessas
concentracfes, 0 segundo teste apontou uma reducdo de ~50% na atividade (Figura
36.A-B). Por outro lado, 1mM 4-HNE causou ~67% de reducéo na atividade de AGO2
em ambos os experimentos (Figura 36.A-B). Notavelmente, mesmo n&o conclusivos,
os resultados obtidos sugerem que AGO2 é menos sensivel ao estresse por 4-HNE
gue Dicer, visto que as mesmas concentracdes de 4-HNE (300uM e 1mM) que
causaram ~90% de inibicdo na atividade de Dicer, ndo afetaram AGO2 na mesma

proporcao (ver Figuras 30 e 32).

Interessantemente, nds observamos que a adicdo de DTT na reacdo modulou
fortemente a atividade de clivagem de AGO2 nos ensaios. Como pode ser observado
na Figura 36.C, AGO2 wt (26nM) tratada com DTT (10mM) exibiu um aumento de 20
vezes na atividade de clivagem quando comparado ao grupo controle (tratado com
H20, solvente de DTT). Em face desse resultado, n6s consideramos que DTT néo era
um agente adequado para parar a reagao nesse caso, visto que afetou a atividade
basal de AGO2.
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Figura 36. Efeito de 4-HNE na atividade de AGO2. (A) Géis representativos dos ensaios (1)
e (2) de atividade de AGO2 (26nM proteina, 100nM substrato RNA, 30min) exposta a
concentracoes crescentes de 4-HNE (50uM-1mM e 100uM-1mM) por 1 hora a 37°C; (B)
Quantificacdo da atividade de clivagem de AGO2 apés 1 hora de tratamento com 4-HNE
(50uM-1mM); o grafico contém os dados conjuntos dos dois experimentos mostrados na
Figura 36.A; os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média; os valores
de porcentagem sobre as barras representam a diferenca do grupo em relagdo ao grupo
controle (100%); (C) Gel representativo do ensaio de atividade de AGO2 (26nM proteina,
100nM substrato RNA, 30min) apdés tratamento com DTT (10mM) e H,O (controle, solvente
de DTT).

Com o objetivo de melhor compreender o que poderia determinar os diferentes
graus de interacdo 4-HNE-proteina, com foco na via da biogénese de micro-RNAs,
nos analisamos o conteudo de cisteinas, lisinas e histidinas (aminoacidos alvos do 4-
HNE) das quatro principais proteinas envolvidas na via: Dicer, Drosha, Argonauta 2 e
TRBP (Figura 37.A). Como esperado, a abundancia de cada aminoacido foi
diretamente proporcional ao tamanho da proteina (Figura 37.B). Contudo, a
guantidade relativa dos trés residuos (calculada pela seguinte equacdo: n°Cys + His
+ Lys/ n° total de aminoacidos x 100) foi similar entre todas as proteinas analisadas,
variando entre 10,1% - 12,4% do total de aminoacidos (Figura 37.C). Notavelmente, a

lisina (em azul) foi o aminoacido mais abundante entre as proteinas analisadas.
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Contudo, a partir da analise da sequéncia priméria nao foi possivel encontrar pistas
na composicdo das proteinas que responderiam por diferencas na interagdo 4-HNE-
proteina. Outros fatores, como a acessibilidade dos aminoacidos alvos (localizacéo e
distribuicdo) na conformacao nativa (estrutura terciaria ou quaternaria da proteina)
isolada ou em complexo (ex.: Dicer-TRBP) poderiam melhor responder pelos distintos
graus de “susceptibilidade” de cada proteina ao ataque por 4-HNE.
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Figura 37. Distribuicdo dos aminoacidos cisteina, histidina e lisina nas principais
proteinas envolvidas na biogénese de microRNAs. (A) Esquema ilustrativo da via de
biogénese de microRNAs, em destaque (azul), as proteinas analisadas; (B) Numero total de
residuos de cisteina (C, verde), histidina (H, vermelho) e lisina (K, azul) das proteinas Dicer
(1.922 aa), Drosha (1.374 aa), AGO2 (859 aa) e TRBP (366 aa); (C) Distribuicdo relativa dos
residuos de cisteina, histidina e lisina; porcentagem de cada aminoécido foi calculada pelo n°
aminoacidos especificos/ n° total de aminoacidos x 100; em detalhe, a porcentagem dos
residuos somados de Cys/His/Lys (alvos de 4-HNE) de cada proteina; (D) Estrutura
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tridimensional de hDicer-TRBP (PDB — 5ZAK) (26), destacando a localizacao das cisteinas
(verde), histidinas (vermelho) e lisinas (azul); (E) Estrutura tridimensional de hAGO2 (PDB —
40LA) (66), destacando a localizacdo das cisteinas (verde), histidinas (vermelho) e lisinas
(azul).

Finalmente, analisamos a estrutura tridimensional das proteinas hDicer (PDB
5ZAK) (26) e hAAGO2 (PDB 40LA) (66) com o auxilio do software PyMol (Figura 37.D-
E). Essa andlise teve como objetivo a localizacao dos residuos alvos (Cys, His, Lys)
na estrutura terciaria da proteina. Em ambas as proteinas, os residuos de cisteina
(verde) mostraram-se mais internalizados, enquanto que um nuamero substancial de
lisinas (azul) e histidinas (vermelho) podem ser facilmente identificados na superficie
das proteinas. Proporcionalmente, AGO2 aparenta apresentar um maior niumero de
residuos de histidina (vermelho) em sua superficie, enquanto que Dicer expde um
maior numero de lisinas (azul). Essa informacéo pode ser particularmente relevante
ao estudar-se o efeito de 4-HNE, visto que o aldeido é capaz de promover crosslinks
intermoleculares, os quais séo primariamente baseados em lisina (Lys-HNE-Lys, Lys-
HNE-Cys, Lys-HNE-His) (13,67).
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6. DISCUSSAO

A partir da identificacdo de Dicer como alvo do aldeido 4-HNE no coracéo de
animais com disfuncdo cardiaca em estudo anterior do laboratorio (dados néo
publicados), este projeto teve como objetivo avaliar o efeito de tal interagcdo na
atividade da endonuclease. Para tanto, foram utilizados diferentes modelos
experimentais. Com a finalidade de analisar de forma direta o efeito da interagéo 4-
HNE-Dicer na atividade e estabilidade da proteina, assim como avaliar o papel dos
residuos pré-identificados como alvos do aldeido, foram realizados ensaios com a
proteina recombinante wild-type e mutante in vitro. Paralelamente, utilizamos modelos
celulares distintos (H9C2, MEF, HEK) para melhor compreender o efeito agudo do
estresse de aldeidos sobre Dicer e a biogénese de miRNAs em sistemas mais
complexos. E por ultimo, a fim de melhor caracterizar o primeiro achado, utilizamos o
modelo de disfuncao cardiaca induzida por infarto do miocérdio in vivo, condi¢éo onde
0 coracdo dos animais encontra-se sob estresse cronico de aldeidos. Esse modelo
nos permitiu avaliar a atividade e expressao de Dicer, assim como a expressao de
microRNAs cardiacos, frente ao estresse de aldeidos no coracdo disfuncional.
Adicionalmente, analisamos o efeito do tratamento com Alda-1, molécula ativadora da
enzima mitocondrial ALDHZ2, sobre o quadro de estresse e da via de biogénese de

miRNASs frente a0 mesmo.

6.1 Experimentos in vivo: Disfuncéo Cardiaca e Estresse Cronico de Aldeidos

Diversas doencas sao caracterizadas pela exposicao crénica dos tecidos afetados
a condi¢Oes de estresse oxidativo e de aldeidos (17,20,68,69). Entre elas, as doencas
cardiovasculares sdo as que apresentam maior letalidade (1), como previamente
exposto. Apesar de multifatoriais, as doengas cardiovasculares tem sido fortemente
associadas ao quadro de disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo (70,71). Além da
geracdo descompensada de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN,
respectivamente), o quadro também é caracterizado pelo aumento na producédo e
circulacado de aldeidos reativos (17,20), os quais sédo produtos, principalmente, de
peroxidacao lipidica. Entre os principais subprodutos desse processo esta o aldeido
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4-HNE, cujo acumulo tem sido descrito no tecido e sangue de pacientes e em modelos
animais de IC de etiologia isquémica (17,20). Visto que o aldeido tem sido relacionado
ao desenvolvimento e progressao da doenca, tanto a identificacdo e o estudo de seus
alvos celulares, assim como a busca por terapias que visam minimizar ou prevenir
suas ag0es deletérias, sdo muito importantes.

Nesse sentido, a escolha da disfuncdo cardiaca pés-IM como um modelo crdnico
de estresse de aldeidos mostrou-se interessante para compreensao dos processos
envolvidos no estabelecimento e progressdo da IC, com foco na interacédo entre 4-
HNE e Dicer, proteina chave na biogénese de microRNAs e pré-identificada como alvo

do aldeido nessas condi¢des (dados nao publicados).

6.1.1. Quatro semanas de tratamento com Alda-1 n&do protege o coracédo de
animais com disfuncao cardiaca p6s IM

O primeiro passo do estudo consistiu na caracterizacdao do fenotipo dos animais.
Como visto, a cirurgia de infarto do miocardio foi capaz de induzir a disfuncéo cardiaca
Nnos animais, 0s quais apresentaram prejuizo na funcéo cardiaca (reducdo da FE) e
dilatacdo da camara ventricular (Figura 15, Tabela S3 — Anexo 6). Adicionalmente,
descrevemos um aumento nos niveis de adutos de 4-HNE-proteinas no coracéo dos
animais com DC (Figura 17). Contudo, ndo observamos nenhuma melhora nos
parametros ecocardiograficos daqueles tratados com Alda-1 (Figura 15, Pés-

Tratamento), contrario ao que havia sido reportado em trabalho prévio de nosso grupo

(8).

Vale mencionar que o projeto diferiu do trabalho de Gomes (2014) em alguns
aspectos relevantes: (I) tempo de tratamento, visto que os animais foram tratados por
2 semanas a menos, 0 que também significa dizer que o0s animais foram
acompanhados por 2 semanas a menos no periodo pos IM; e (Il) severidade dos
danos desencadeados pelo IM, uma vez que os valores pré-tratamento da Fracdo de
Encurtamento (FE) (Tabela S3, Anexo 6) foram um pouco inferiores aqueles
encontrados nos animais do primeiro estudo (FE de grupos DC + V= 24.6% +1.5; DC
+ A = 20.3%=+1.1) (8). Tal divergéncia entre protocolos se deu por motivos técnicos,
no caso, a indisponibilidade de bombas osmoticas para o tratamento das 2 semanas

adicionais.
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Por sua vez, ao analisarmos a efetividade de Alda-1 na remog&o de 4-HNE,
observamos que o tratamento foi capaz de prevenir o aumento nos niveis de adutos
aldeido-proteina, encontrado no coracao dos animais com disfuncéo cardiaca tratados
apenas com o veiculo da droga (Figura 17). Visto que os niveis proteicos de ALDH2
ndo variaram entre 0s grupos, atribuimos a resposta encontrada a atividade da
enzima, a qual foi aumentada apds adicdo de Alda-1, seu agonista alostérico (Figura
16). Esses resultados corroboraram aqueles encontrados nos trabalhos prévios de
Gomes e colaboradores (8,20). Em estudos separados, 0s pesquisadores
caracterizaram o acumulo de 4-HNE no coracao de ratos por um periodo de até 10
semanas pos-IM, o qual foi acompanhado pela reducdo do controle respiratério
mitocondrial e aumento na geracdo de EROs. Em ambos os estudos, o tratamento
com Alda-1 foi capaz de restaurar os niveis de adutos de 4-HNE-proteinas proximos
aos valores controle e, minimizar os efeitos deletérios do aldeido sobre a funcéo

mitocondrial e cardiaca dos animais tratados (8,20).

No entanto, no presente trabalho, ndo observamos uma melhora na fungéo
cardiaca dos animais tratados com Alda-1, apesar do controle dos niveis de adutos 4-
HNE-proteinas. Possivelmente, a severidade do dano isquémico (marcada por
acentuada reducao na fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo) e 0 momento
de inicio do tratamento representem fatores determinantes para o (in)sucesso do
mesmo. Um maior comprometimento do coracdo deve ser acompanhado de prejuizos
proporcionais a funcao cardiaca, os quais somados ao remodelamento patolégico,
nao sdo capazes de serem revertidos apenas pela remocédo dos aldeidos em um
estagio mais avancado do estabelecimento da doenca. Contudo, tal remocédo pode
ainda ser importante na manutencéo e protecado do coracdo contra danos adicionais

a longo prazo (8).

Nessa direcdo, nosso grupo reportou uma aparente estabilizagcdo da funcéo
cardiaca dos animais com disfun¢do apds 6 semanas de tratamento com Alda-1 (8).
Enguanto que os animais néo tratados apresentaram uma piora progressiva na funcao
cardiaca (reducéo de FE) no decorrer do tempo de analise (entre 4 e 10 semanas pos-
cirurgia), os animais tratados com Alda-1 mantiveram-se estaveis no mesmo periodo,
apresentando uma pequena melhora no quadro quando comparados agueles sem

tratamento. Contudo, o tratamento com Alda-1, também iniciado 4 semanas apos a
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cirurgia, ndo restabeleceu a funcao cardiaca dos animais proxima aos valores controle

(8).

Adicionalmente, o momento de inicio do tratamento com Alda-1 deve apresentar
um papel relevante na efetividade do mesmo, principalmente, no que diz respeito a
protecdo contra a morte celular direta (area isquémica) e indireta (area de borda) e,
estabelecimento da &rea de infarto. No trabalho em que descreveu a molécula Alda-1
como agonista de ALDH2, Chen e colaboradores (2008) reportaram o efeito
cardioprotetor de Alda-1 quando o tratamento era fornecido imediatamente antes ao
dano isquémico em modelos de isquemia e reperfusdo ex vivo (método de
Langendorff) e in vivo (19). Em ambos os modelos, os autores observaram redugéo
significativa na area de infarto, resposta que associaram a remocao do aldeido 4-HNE

pela enzima ALDH2.

Em 2015, Gomes e colaboradores, utilizando o mesmo protocolo cirargico e
tempo de tratamento (4 semanas) que o presente estudo, reportaram uma melhora na
funcdo cardiaca dos ratos tratados com Alda-1. Porém, diferentemente do presente
estudo, os pesquisadores iniciaram o tratamento dos animais 24 horas ap0s a cirurgia
de infarto do miocéardio (20), antes do estabelecimento do quadro de disfuncao
cardiaca, descrito no mesmo trabalho a partir da primeira semana pos-cirurgia. Ambos
os trabalhos fornecem evidéncias de que o tratamento com Alda-1 seja mais eficiente
na cardioprote¢do quando iniciado imediatamente antes ou apés o insulto isquémico
(19,20), o que poderia justificar parcialmente a auséncia da melhora no quadro dos

animais no presente trabalho.

Apesar disso, todos 0s desenhos experimentais nos quais o tratamento com Alda-
1 tem sido testado possuem grande relevancia clinica, pois se baseiam no fato de que
0s pacientes que sdo hospitalizados e medicados apresentam condicbes médicas
diversas. Os mesmos podem ser atendidos imediatamente apos um infarto agudo do
miocardio, serem submetidos ou ndo a angioplastia (procedimento de reperfuséo), ou
iniciarem o tratamento meses apds a ocorréncia do insulto isquémico, onde ja
apresentam sintomas de disfung&o ou mesmo insuficiéncia cardiaca. Adicionalmente,
a severidade/extensdo do dano isquémico e a gravidade do quadro variam

amplamente entre 0os pacientes, 0s quais podem ainda apresentar outras doencas
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(ex.: diabetes, hipertensdo, cancer, etc) e fatores de risco (ex.: consumo de alcool,
tabagismo, obesidade, fatores genéticos, etc).

6.1.2. Reducao na Atividade de Dicer e expressédo de miomiRs

Apos a confirmacéo do estabelecimento do quadro de disfuncéo cardiaca e dos
niveis aumentados de 4-HNE, avaliamos a expressao e a atividade de Dicer no
coracdo desses animais, assim como a expressao de miRNAs cardiacos e seus
respectivos transcritos primarios (pri-miRs). Nossa hipétese era de que a interacéo 4-
HNE-Dicer reduziria a atividade da proteina, com consequente diminuicdo nos niveis
dos miRNAs.

Ao avaliarmos a expresséo de Dicer, ndo encontramos alteragdes significativas
nos niveis transcricional (MRNA) e proteico entre os grupos analisados (Figura 18.A-
C). Por sua vez, como esperado, observamos uma reducédo de aproximadamente 50%
na atividade de Dicer no coracao dos animais com disfuncao cardiaca (em lisado total
de tecido), quando comparados ao grupo controle (Figura 18.D). Notavelmente, o
tratamento com Alda-1 protegeu parcialmente os animais tratados, os quais também
apresentaram reducdo na atividade da enzima, porém ndo significativa. Contudo,
deve-se considerar que houve uma maior dispersédo de dados no ultimo grupo, o que
poderia justificar parcialmente a auséncia de significancia estatistica.

Nesse estudo, optamos pela analise de miRNAs especificos de musculo
(miomiRs), com o objetivo de restringir a andlise aqueles miRNAs expressos no
coracdo, onde os niveis e atividade de Dicer foram avaliados, minimizando a
contribuicdo de miRNAs produzidos em outros tipos celulares na andlise. Desse
modo, esperavamos relacionar a atividade de Dicer as possiveis alteracdes na
expressdo dos miomiRs. De forma condizente com a literatura, encontramos
respostas distintas nos miRNAs analisados: reducao na expressédo dos miR-1 e miR-
208a e aumento nos niveis do miR-208b no ventriculo esquerdo de animais com
disfuncdo cardiaca (Figuras 20 e 21) (72,73). Os demais miRNAs avaliados nao
apresentaram alteracdes significativas entres os grupos (miR-133a, miR-133b, miR-

499) (Figuras 20 e 21). Vale mencionar que o miR-1, um dos miRNAs reduzidos no
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coracéo dos animais com DC, € o miRNA mais abundante no coragéo, representando
~20-40% do total expresso nesse tecido.

Similarmente ao encontrado para a atividade de Dicer, a redugcéo observada nos
niveis dos miRNAs foi parcialmente prevenida nos animais tratados com Alda-1, os
guais apresentaram valores de expressao intermediarios entre aqueles do grupo
controle e DC veiculo (Figura 21). Como pode ser observado, contudo, apesar da
tendéncia de reducédo, os miRNAs analisados n&o apresentaram resposta homogénea
e proporcional ao observado para a atividade de Dicer (reducéo de ~50%). De modo
gue fatores adicionais devem estar por tras da resposta observada. Na mesma
direcéo, estudos que sequenciaram os miRNAs no ventriculo esquerdo de pacientes
com insuficiéncia cardiaca isquémica descompensada e em modelo animal da doenca

nao reportaram reducdes globais nos niveis de miRNAs (72,73).

De fato, a maioria dos estudos fornecem listas de miRNAs que sdo mais e menos
expressos nessa condicao (72,73). Interessantemente, alguns trabalhos identificaram
maiores niveis de miomiRs (miR-1 e miR-133) no sangue de pacientes com IC quando
comparados ao grupo controle (73). Contudo, a analise dos miRNAs expressos no
ventriculo esquerdo desses pacientes nao descreveu alteracdes em sua expressao
gue justificariam tal aumento na circulacdo. Uma avaliacdo da expressao de miomiRs
em outras areas do coracédo (ventriculo direito ou atrios) poderia dar pistas sobre a
origem e possivel papel (compensatério?) desses miRNAs. Nessa direcdo, Kakimoto
e colaboradores (2016) sequenciaram os miRNAs das camaras cardiacas de ratos em
condicdo basal e reportaram a expresséao diferencial de miRNAs em regides distintas
do coracdo. Como exemplo, os miomiRs miR-208a e miR-208b foram mais

abundantes no éatrio esquerdo e ventriculo esquerdo, respectivamente (74).

Com relacdo aos miRNAs analisados, sabe-se ainda que os miR-208a, miR-
208b e miR-499 sé&o codificados na regido intrénica dos genes da miosina 6 (Myh6,
isoforma aMHC), miosina 7 (Myh7, isoforma BMHC) e miosina 7b (Myh7b, homdloga
a isoforma BMHC) (75), respectivamente, e sofrem regulacdo em quadro de disfuncao
e hipertrofia cardiaca (76). A contratilidade cardiaca esta diretamente relacionada a
composicao de proteinas contrateis do coracdo. Entre elas, o balanco entre a miosinas
de cadeia pesada MHC a e B (Myosin Heavy Chain) desempenha um importante papel

na funcao cardiaca durante o desenvolvimento e no cora¢do adulto. Sabe-se que em



103

roedores, a isoforma aMHC (contragéo rapida) € a mais abundante no coracao adulto,
ja em humanos, a isoforma BMHC (contragéo lenta) € a predominante (75,77). A razéo
entre essas duas isoformas é finamente regulada, sendo que alteracdes na mesma
foram relacionadas ao estabelecimento de cardiomiopatias (75,77). Visto que a
expressdo dos miRNAs supracitados esta associada aos genes das miosinas, 0s
mesmos devem apresentar um importante papel na regulacdo dessa razdo e funcao
contratil cardiaca (75,77). O aumento na expressado de miR-208b, por exemplo, ja foi
reportado em quadros de hipertrofia cardiaca induzida cirurgicamente em animais
(76).

6.1.3. Niveis de miomiRs no coracao: sintese x decaimento

De modo geral, os niveis de miRNAs presentes em uma determinada célula
dependem de sua taxa de transcricdo, processamento e decaimento (78). Com
relacao ao Ultimo processo, fatores como estabilidade e taxa de turnover, especificos
de cada miRNA, devem ser considerados (79). Sabe-se que a disponibilidade da
proteina AGO2 (proteina efetora do complexo RISC) e dos alvos de RNA séo
determinantes na estabilidade dos miRNAs, visto que sua ligagdo aos mesmos
estabilizam e protegem o miRNA contra a sua degradacao (80). Para testar essa
hipotese, Pitchiaya e colaboradores (2017) avaliaram a estabilidade do miRNA let-7
marcado com fluoréforo apds sua microinjecdo em células U20S. O miRNA sonda
ficou estavel por ~16 horas, enquanto que seu correspondente com mutacgao inserida
na regiao seed (regiao complementar ao RNA alvo), incapacitado de interagir com
alvos de RNA e ser incorporado por AGO2, foi rapidamente removido (80).
Notavelmente, os pesquisadores identificaram a retencdo de uma parte dos miRNAs
injetados no nucleo das células, onde se mantiveram estaveis na presenca de seu
alvo (80). Desse modo, a relagdo entre miRNA e mRNA pode ser considerada
paradoxal, visto que o miRNA regula negativamente os niveis de seu alvo, contudo, a

estabilidade do miRNA depende da disponibilidade dos seus alvos.

Os processos que modulam a estabilidade do miRNA sao complexos e ainda
elusivos na literatura. Estudos in vitro demonstraram que o complexo miRNA e AGO2

€ estavel por dias quando isolado, contudo, a adicdo de RNA complementar no meio
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reacional altera a estabilidade do complexo de acordo com o seu grau de
complementariedade com o miRNA (81). Esse mecanismo deve ser importante para
o turnover de AGO2, componente efetor do complexo RISC. No ambiente celular,
onde o miRNA esta exposto a nucleases e a alvos com complementariedade e

disponibilidade distintas e variaveis, essa dindmica se torna muito mais complexa.

Além dos mRNAs (alguns miRNAs apresentam >300 alvos (80)), pseudogenes,
regides intrébnicas (agotrons, (82)) e IncRNAs (long non-coding RNA) j& foram
descritos como alvos de miRNAs (83), os quais acabam por regular sua
disponibilidade, visto que “sequestram” os miRNAs, impedindo que os mesmos atuem
sobre o seus alvos codificantes ou sejam degradados (84). Dessa forma, os miRNAs
podem ser encontrados ligados a mRNAs associados a polissomos e P-Bodies,
INcRNAs e mesmo no nucleo (Figura 38) (80). Adicionalmente, o transporte de
mMiRNAs entre diferentes células e tecidos via exossomos aumenta o nivel de

complexidade dessa analise.
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Figura 38. Turnover e transporte de miRNAs. Apds transcrigdo, 0 miRNA primario (pri-miR)
passa por duas clivagens, a primeira no interior do nucleo pelo complexo micro-processador
(Drosha e DGCRS8) e a segunda no citoplasma pela endonuclease Dicer (em destaque em
amarelo), dando origem a um duplex de RNA de ~21int (miRNA); o miRNA pode ser
transportado em exossomos para outras células/tecidos ou incorporado pelo complexo RISC,
o qual seleciona uma das fitas (fita guia); o complexo RISC entéo ir4 atuar sobre o mRNA alvo
por complementariedade de bases entre mMiRNA-mRNA, bloqueando a traduc¢éo (polissomos)
el/ou recrutando proteinas relacionadas a deadenilacao e degradacdo do mRNA, a qual ocorre
principalmente em regides denominadas de p-bodies. Sabe-se que os mMRNAs podem ser
armazenados no interior dos p-bodies e voltar a ser traduzidos (seta branca indica a possivel
movimentacdo dos mRNAs entre os diferentes estagios). Fonte prépria.
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Por este motivo, alguns autores defendem a analise da expresséo de miRNAs
e/ou mMRNAs em fracBes celulares especificas, como em polissomos, visando a
avaliacdo dos miRNAs associados aos mRNAs ativamente traduzidos (85,86).
Contudo, uma limitacédo dessa abordagem é a questéo temporal, visto que os miRNAs
atuam de duas formas distintas e, aparentemente, sequenciais sobre os seus alvos,
via inibicédo da traducéo, seguida da inducéo da deadenilacéo e degradacdo do mRNA
alvo, a qual pode ocorrer em outros compartimentos celulares, como p-bodies (87).
Desse modo, a analise de fracfes celulares distintas ou em periodos diferentes podem
gerar resultados contraditorios (85). A existéncia de “reservatérios enddégenos” de
miRNAs e mRNAs podem ser justificativas plausiveis para a fraca correlacédo
reportada em diversos estudos entre os niveis de mMRNAs e proteinas

correspondentes, ou mesmo entre miRNAS e seus alvos.

Recentemente, a técnica denominada de HITS-CLIP (crosslinking
immunoprecipitation coupled with highthroughput sequencing) foi proposta como
alternativa ao sequenciamento de RNA/miRNA (padrdo-ouro), e utlizada para
identificar os miRNAs e seus alvos associados a AGO2 em amostras de coragao
humano (83). O método se baseia na imunoprecipitacdo de AGO2, seguida do
sequenciamento do RNA ligado a proteina. Interessantemente, alguns dos alvos de
mMiRNAs identificados nesse estudo corresponderam a regides intronicas (agotrons,
(82)) e IncRNA (83).

No contexto desse estudo, é importante considerar que 0s miRNAS expressos
no coracdo estdo sujeitos aos trés processos e, portanto, ndo podemos relacionar a
expressdo dos mesmos somente a sua via de sintese. Do mesmo modo, alteracdes
na atividade de Dicer ndo devem causar sozinhas um efeito drastico e homogéneo na
expressao de todos os miRNAs presentes no tecido. Como visto, é preciso considerar
gue os MiRNAs estdo sujeitos a prépria regulacéo transcricional, além da expresséo
e disponibilidade dos seus alvos, entre outros fatores que determinam sua
estabilidade e taxa de turnover (78). No caso dos miRNAs analisados nesse trabalho,
nao observamos alteragcbes no nivel transcricional (expressdo dos microRNAS
primarios) (Figura 19). De modo que os niveis finais de miRNAs corresponderam,
possivelmente, ao balanco entre o processamento pos-transcricional (reduzido na
etapa executada por Dicer) e o decaimento desses miRNAs (via degradacéo e/ou

transporte). Diferentemente dos ensaios in vitro, onde é possivel avaliarmos de forma
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direta as alteracOes na atividade de Dicer e seu efeito no processamento do miRNA,
visto que o input e os produtos s&o conhecidos, assim como 0s componentes do meio
reacional, nas células e tecidos, os mecanismos sao mais complexos e menos

lineares.

Essa nocéo é corroborada por Rao P.K. e colaboradores (2009), em estudo
que avaliou os niveis de miRNAs expressos em coracdo de camundongos em
condicdo basal por meio de seu sequenciamento (88). Os pesquisadores
guestionaram a discrepancia nos niveis do miR-1 (~40% do total de miRNAs) e miR-
133 expressos no tecido, visto que ambos os miRNAs estdo presentes no mesmo
cluster (intron do gene C200rf166) (89), e apontaram para o possivel papel de
processos pos-transcricionais, como o0 processamento ou estabilidade, na abundancia
dos miRNAs.

Notavelmente, no presente trabalho, observamos uma reducéo significativa
nos niveis do miR-1 no coracdo dos animais com disfuncdo cardiaca (Figura 20.B),
sem alteracdo no transcrito primario (Figura 19.B). Essa resposta foi de encontro com
a reducdo na atividade de Dicer no mesmo grupo. De modo que um prejuizo na via
de processamento poderia responder parcialmente pelo resultado obtido,
considerando que fatores adicionais, como aqueles relacionados a estabilidade do
MiRNA, também apresentaram um papel. Ainda, como ambos os parametros foram
melhorados nos animais tratados com Alda-1, especulamos sobre a existéncia de
associacao entre os niveis de 4-HNE, atividade de Dicer e alteracdo na expresséao do
mMiRNA. Contudo, o modelo de estudo adotado (animal) ndo permitiu a avaliacdo de
uma relacdo causal entre as variaveis, visto que néo é possivel isolar o papel de cada
fator (ex.: interacéo Dicer-4-HNE, atividade de Dicer, etc.) na resposta. Apesar disso,
como observamos uma melhora nos parametros analisados nos animais tratados com
Alda-1, molécula ativadora de ALDH2 (responsavel pela remocao do 4-HNE), existe
um indicio importante de que o 4-HNE (ou sua remoc¢ao) pode estar envolvido na

resposta.

6.1.4. Analise das demais proteinas da biogénese de miRNAs



107

Por ultimo, analisamos a expressao génica relativa de outras proteinas da via
de biogénese do miRNA (Drosha, DGCR8, XPO5, TRBP e AGO2). Como visto, a via
de biossintese do miRNA envolve varias etapas desde a transcricdo até a sua
incorporacao no complexo RISC (23) (Figura 22.A), cujo comprometimento também

poderia levar a alteracdes nos niveis de miRNAs.

Com relacdo as proteinas Drosha e DGCRS8, componentes do complexo
microprocessador, ndo foram encontradas alteragbes em seu nivel transcricional
(Figura 22. B-C). No mesmo sentido, a analise do transcrito primario do miRNA (pri-
miR), substrato do complexo, também ndo apontou alteracdes significativas entre 0s
grupos. Um acumulo nuclear de pri-miR seria esperado caso o complexo estivesse
disfuncional ou ineficiente (90), o que néo ocorreu. Desse modo, podemos inferir que
ndo houve alteracBes biologicamente significativas na primeira etapa de
processamento do miRNA no nucleo: transcricdo e clivagem de pri-miRNA em pré-
mMiRNA.

Como pode ser observado na Figura 22, com excecdo de TRBP, a expressao
das demais proteinas ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos. Contudo,
a mesma diferenca ndo se refletiu no nivel proteico (Figura 23. A-B). A TRBP € uma
proteina muito importante na via, visto que atua em complexo com a Dicer (cofator)
no reconhecimento do substrato de RNA (pre-miR) e carregamento do mesmo na
Dicer (91-93). Notavelmente, a delecao tecido-especifica de TRBP no coracdo de
camundongos, assim como descrito para Dicer (47), demonstrou ser capaz de induzir
cardiomiopatia e insuficiéncia cardiaca nos animais (94). No estudo, os pesquisadores
relacionaram tal acéo a reducao nos niveis do miR-208a, ativacdo de Sox6 (alvo direto
do miR-208a) e alteracdo na razdo das proteinas contrateis de miosina. A interacéo
Dicer-TRBP tem sido alvo de muitos estudos nos ultimos anos (93,95), os quais
apresentam certa controvérsia quanto ao papel da proteina na sele¢éo da fita guia e
acuracia na clivagem de Dicer. De modo geral, alteracdes nos niveis de TRBP
poderiam afetar a funcdo de Dicer. No contexto desse estudo, contudo, nao
encontramos alteracfes nos niveis proteicos de TRBP, apesar da reducao encontrada

no nivel transcricional nos animais com disfun¢éo cardiaca.

Outra proteina analisada em detalhe foi a Argonauta 2 (AGO2), componente

efetor do complexo RISC. Como discutido anteriormente, a proteina apresenta um
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importante papel na estabilidade do miRNA e acdo do mesmo sobre o RNA alvo, via
inibicdo da tradugéo e recrutamento de efetores dos processos de deadenilagéo e
degradacdo do mRNA (27,80). Como pode ser observado nas Figuras 22.F e 23.C-D,
nao encontramos alteracées no nivel transcricional e proteico de AGO2 entre os

grupos analisados.

A partir dos dados coletados nesse estudo, nao temos evidéncias
experimentais de alteragfes nas demais proteinas envolvidas na via de biogénese de
MIiRNA, as quais poderiam responder pelas modificagcdes encontradas na expressao
dos miRNAs. Contudo, é importante ressaltar que nossas analises se restringiram a
expressao génica e proteica (apenas de Dicer, TRBP e AGO2). Nao foram avaliados
parametros funcionais, como atividade enzimatica (Drosha) ou estabilidade de
complexo (TRBP, DGCRS) e afinidade (AGO2), assim como possiveis modificacdes
pos-traducionais (ex.: fosforilagdo, SUMOilacao, interacdo com 4-HNE). Sabe-se que
as proteinas TRBP e DGCRS8 séo alvo de fosforilagdo pela MAPK/ERK (96,97), a qual
confere maior estabilidade as proteinas. Em 2017, alguns estudos descreveram
também a fosforilacdo de AGO2 e seu papel na modulagéo da interacdo da proteina
com o mRNA (binding) e, consequentemente, sobre o processo de silenciamento
(98,99).

Como previamente discutido, o0s sistemas bioldgicos apresentam alta
complexidade, o que significa dizer que muitos processos ocorrem simultaneamente
e contribuem na coordenacgéo da resposta observada. Visto que o foco do presente
trabalho era a avaliacdo da interacdo Dicer-4-HNE, nossos esforcos foram
concentrados na caracterizacdo de Dicer. Porém, é importante considerarmos que
muitos outros fendbmenos sao desencadeados como resposta ao estresse de aldeidos
e a condicado patoldgica de disfuncéo cardiaca e, apresentam um papel no fenatipo
observado. Nesse contexto, como estratégia, adotamos o uso de modelos mais
simples (cultura de células e ensaios in vitro), na tentativa de isolar o processo de
interesse e melhor compreender o papel da interacdo 4-HNE-Dicer na atividade da

enzima e biogénese dos miRNAs frente ao estresse de aldeidos.
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6.2. Modelos celulares - exposi¢cao aguda ao 4-HNE reduz a atividade de Dicer
e afeta biogénese de microRNAs

Nesse modelo, a primeira etapa teve como objetivo encontrar uma condi¢éo de
estresse de aldeidos moderado, onde fosse possivel observar a modificacdo de
proteinas por 4-HNE e estudar o efeito da mesma sobre a atividade de Dicer, assim
como avaliar o potencial efeito protetor de Alda. Para tanto, inicialmente, avaliamos a
morte celular por necrose a apoptose, visto que o 4-HNE € capaz de induzir morte

através de ambos os mecanismos (100,101) (Figura 24).

No final de 2016, Yun Ji e colaboradores estudaram a ativacdo da via de
apoptose induzida por 4-HNE em células epiteliais de intestino, e verificaram que a
mesma envolvia a ativacdo da quinase ERK1/2 (extracellular signal-regulated protein
kinases) (102). Interessantemente, em outro estudo, Drake e colaboradores (2014)
identificaram um sitio de fosforilacdo por ERK em Dicer (dominio RNAselllb), o qual
esta relacionado a sua translocacéo para o nucleo em C. elegans, camundongos e
humanos (42). Entretanto, a fosforilacdo e translocacdo para o nucleo da Dicer em

guadro de apoptose induzido por 4-HNE ainda néo foi descrito na literatura.

Adicionalmente, dois trabalhos reportaram a clivagem de Dicer no quadro de
apoptose em diversas linhagens de células humanas (103) e no nematéide C. Elegans
(104). Os autores verificaram que a proteina era clivada pela caspase 3 ativa (clivada),
e identificaram os seus sitios de clivagem, os quais encontram-se localizados no
dominio RNAsellla, resultando em dois fragmentos de ~180kDa e ~42kDa (103).
Notavelmente, a proteina Dicer clivada apresentou atividade DNAse, de modo que o
estudo sugeriu que a proteina poderia estar envolvida na quebra de DNA nuclear

durante a apoptose (104).

Por esse motivo, avaliamos os niveis de Caspase 3 clivada (Cas3) e de
fosforilacdo de ERK1/2 nas células apos o tratamento (4-HNE 50uM, 2h). Condizente
com a literatura, observamos intensa clivagem de Casp3 e fosforilacdo de ERK1/2 nas
células tratadas com 4-HNE (Figura 24.C), um indicativo de que a via de apoptose
encontrava-se ativada 2 horas apés a intervencao. No entanto, ndo observamos morte
por necrose no mesmo periodo (Figura 24.B). Por sua vez, 24 horas de exposicéo a

dose unica de 4-HNE causaram morte acentuada, avaliada pela liberacdo da enzima
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LDH no meio de cultura. Desse modo, a dose de 50uM 4-HNE se mostrou
interessante, visto que ndo causou morte nas primeiras horas de analise,
possibilitando a avaliacdo de Dicer, mas com efeito toxico a médio prazo, permitindo

o teste de Alda.

Como visto, nessa condicdo de estresse (4-HNE 50uM, 24h), ndo observamos
protecdo das células tratadas com Alda (Figura 24.B). Porém, o local de a¢do da droga
deve ser considerado, a qual atua sobre uma enzima mitocondrial (ALDH2) ativa
apenas nesse compartimento, de modo que a acéo do 4-HNE no citoplasma e nucleo
nao é prevenida pelo tratamento. Essa observacdo é importante, visto que o 4-HNE
foi adicionado diretamente no meio de cultura e deve atravessar a membrana
plasmatica e o citoplasma até atingir as mitocéndrias, onde a enzima ALDH2 esta

localizada.

Nesse contexto, seria interessante o uso de um modelo de estresse onde o 4-
HNE fosse gerado de forma enddgena. Dessa forma, como a mitocéndria € uma das
principais fontes de EROs e alvo de peroxidacéo lipidica (105), o tratamento com Alda
teria, potencialmente, uma maior eficiéncia. Contudo, poucos trabalhos na literatura
utilizam o modelo de estresse enddgeno de 4-HNE (55). No inicio desse estudo,
utilizamos o herbicida Paraquat (gerador de anion superoéxido) (9), na tentativa de
padronizar um modelo de estresse enddgeno de 4-HNE. Apesar dos esforcos
empregados, ndo obtivemos sucesso em encontrar uma janela de analise onde
pudéssemos observar um aumento nos niveis do aldeido (dados ndo apresentados).
De modo que optamos pela adi¢do direta do 4-HNE no meio de cultura em todas as

etapas.

Nesse modelo, observamos um aumento nos niveis dos adutos de 4-HNE-
proteinas apos duas horas de exposicdo ao aldeido (Figura 25), o qual foi
acompanhado pela reducdo na atividade catalitica de Dicer no grupo tratado com 4-
HNE (Figura 26.C-D). Curiosamente, as células expostas ao aldeido apresentaram
uma banda adicional mais pesada também identificada pelo anticorpo anti-Dicer na
analise de western blotting (Figura 26.A). Uma possivel explicacdo para a resposta
observada seria o acumulo da proteina modificada (ou agregada), o qual poderia ser
um estagio intermediario prévio a sua degradacdo. Ao considerarmos ambas as

bandas na andlise, encontramos um aparente acumulo de Dicer nas células tratadas
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com 4-HNE (Figura 26.B), contudo, o mesmo néo se refletiu sobre a atividade de Dicer
mensurada no lisado celular, a qual foi inferior quando comparada ao grupo controle.
Interessantemente, resposta similar foi descrita em estudo que avaliou a proteina
Dicer em macrofagos expostos ao extrato de fumaca de cigarro (106). Os
pesquisadores detectaram a presenca de bandas com maior peso molecular,
atribuidas & SUMOilacéo de Dicer induzida por acroleina, aldeido presente na fumaca
do cigarro. A modificacéo de Dicer foi acompanhada de prejuizo em sua funcéo e na

biossintese de miRNAs.

Resultado semelhante foi observado nos experimentos com as células da
linhagem MEF. As células tratadas com 4-HNE também apresentaram menor
atividade de Dicer quando comparadas ao grupo controle (Figura 27.C-D). Porém,
diferentemente do resultado obtido para as células H9C2, os niveis proteicos de Dicer
foram reduzidos no grupo tratado com o aldeido, o que poderia justificar a queda na
atividade (Figura 27.E-F). E importante mencionar que nesse modelo utilizamos a
superexpressao da proteina Dicer na linhagem knockout Dcr -/- como estratégia para
aumentar a especificidade do ensaio de atividade da enzima. Nesse contexto,
considerando que a expressao de Dicer foi dependente da transfeccao celular e
superestimulada em ambos 0s grupos, a queda nos niveis proteicos observada no
grupo exposto ao 4-HNE deve ter sido induzida por degradacao da proteina, ndo por
modulacdo da sintese. Contudo, ndo foram realizados testes especificos adicionais

para verificar essa hipétese (ex.: blogueio da degradacéo).

A reducao na expressdo de Dicer em células expostas ao estresse oxidativo
(H202, UV e Paraquat) ja foi descrita por Mori e colaboradores (2012) (49). No mesmo
trabalho, os autores verificaram que o tratamento prévio dos pré-adipécitos com
insulina os protegia contra apoptose induzida por H202, e prevenia a reducdo na
expressado génica de Dicer. Recentemente, Lai HH e colaboradores (2018) reportaram
que o fator de transcricdo HIF-1a (Hypoxia-inducible factor), importante oncogene
envolvido na resposta celular a hipoxia, interage diretamente com Dicer em diversas
linhagens celulares de cancer, facilitando sua ubiquitinacdo por Parkin E3 ligase e
degradacao autofagica (107). O ultimo estudo vem de encontro a trabalhos anteriores
da literatura cientifica que reportaram a reducéo nos niveis de Dicer em condi¢des de
hipoxia, principalmente, em cancer (50,51,108). Refor¢cando a ideia de que a proteina

seja modulada pos-traducionalmente em quadro de estresse e morte celular (109).
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Por altimo, utilizamos a linhagem HEK (RNAI-293-EGFP/RFP), a qual funciona
como um sistema reporter da via de biogénese do miRNA, para avaliar o efeito do 4-
HNE sobre a mesma. Em dois experimentos isolados, observamos alteracao na razéo
GFP/RFP nas células tratadas com 4-HNE (Figura 28.D-E). Baseando-se no
constructo celular, uma possivel justificativa para tal resposta seria o prejuizo na via
de biogénese do siRNA. Notavelmente, apesar de ndo ser possivel isolar e identificar
o papel de Dicer na resposta observada, o tratamento com 4-HNE demonstrou ser
capaz de atuar sobre a via de biogénese de miRNAs, sendo um indicio de que o

quadro de estresse de aldeidos € capaz de modular sua sintese.

Em 2009, Pizzimenti S. e colaboradores avaliaram o efeito do 4-HNE (1uM,
doses multiplas, 8 horas) sobre os niveis de miRNAs em células HL-60 (110). Nessas
condi¢Bes, os autores reportaram alteracao significativa em apenas 10 do total de 470
MiRNAs analisados, sendo 6 reduzidos e 4 aumentados. Contudo, é importante
considerarmos a concentracdo e o tempo de exposicdo ao 4-HNE utilizados no
estudo, visto que a resposta ao aldeido parece ser dose-dependente (111).
Adicionalmente, como discutido anteriormente, os niveis de miRNAs sdo dependentes
do balanco entre sua sintese e decaimento, especificos de cada miRNA (78). De modo
gue a deteccao de alteracbes nos niveis de miRNAs mais estaveis ndo deve ser
possivel em um curto periodo de andlise. Nesse contexto, a duracdo do estimulo
(exposicdo ao 4-HNE), o periodo de analise e a frac@o celular avaliada (ex.: lisado

total, polissomos, complexo Ago2) devem ser considerados durante a analise.

Dessa forma, o estresse agudo com 4-HNE (50uM) demonstrou ser capaz de
reduzir a atividade de Dicer e afetar a biossintese de miRNAs, contudo, 0 mecanismo
(modificacdo e/ou degradacédo da proteina) ndo ficou claro. A partir dos resultados
obtidos nessa etapa do estudo, ndo podemos inferir qual o papel da interacdo 4-HNE—
Dicer na resposta encontrada. Para tanto, seria necessaria a expressao da proteina
com a substituigdo dos residuos de aminoacidos identificados como sitio de interacao
com o aldeido (Figura 13), impedindo a ligacdo Dicer-4-HNE. Porém, como os testes
in vitro com a proteina Dicer recombinante mutante ndo detectaram protecdo da
mesma contra o efeito inibitério do 4-HNE (Figura 35), optamos por ndo seguir com
0s experimentos no modelo celular (transfeccdo e expressdo da proteina Dicer

mutante). Possivelmente, sitios adicionais de Dicer (ndo identificados) devem ser
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alvos de 4-HNE, de modo que as substituicOes realizadas nao foram capazes de
prevenir totalmente a interacdo aldeido-proteina.

Em contraste com o modelo animal, onde a resposta observada no tecido
cardiaco é resultante de um intrincado balanco de processos fisiologicos (e
patoldgicos) e fendbmenos celulares, o modelo celular nos permitiu isolar o sistema e
avaliar direta e especificamente a resposta das células frente & exposicéo ao 4-HNE.
Entretanto, € preciso considerar que esse modelo também apresenta alta
complexidade, e inimeros fatores devem estar atuando frente ao estimulo estressor,
como: ativacao de vias regulatérias e de sinalizacao celular (ex.: pré-apoptotica, pro-
sobrevivéncia, ativacdo da defesa antioxidante), modificacdes pds-traducionais de
proteinas (fosforilagdo, clivagem, etc) e do estado redox celular (presenca de
moléculas redutoras podem sequestrar o 4-HNE, como observado com DTT), o
turnover de proteinas (balanco entre sintese e degradacdo), entre outros. Nesse
contexto, a avaliacéo isolada dos efeitos da interacdo entre 4-HNE-Dicer na resposta
observada néo é algo trivial.

Sabe-se ainda que a concentracdo do 4-HNE € um fator determinante na
resposta celular ao estresse (111). Enquanto que baixas concentracfes do aldeido
podem desencadear respostas protetoras (hormese) (112) ou mesmo pré-condicionar
as células contra um insulto mais severo (113), altas concentracdes de 4-HNE foram
relacionadas com a inducdo de morte celular via necrose e apoptose (101). Por
exemplo, Yan Zhang et al (2010) verificaram a ocorréncia de pré-condicionamento dos
cardiomiécitos tratados por baixas concentracdes de 4-HNE contra seu efeito
citotoxico em maiores concentracdes. Os pesquisadores observaram que o efeito
cardioprotetor estava associado a ativacédo da via de Nrf2 (nuclear factor erythroid 2-
related factor 2) e aumento da biossintese de glutationa (GSH) (113).

Dessa forma, o efeito final desencadeado pela exposicdo ao aldeido parece
ser dependente da concentragcdo do mesmo, da duracdo do estresse e da capacidade
celular de produzir e remover o aldeido (ex.: expressdo de enzimas antioxidantes,
estado redox celular) (101). Os mesmos processos devem ser importantes na

interacao Dicer-aldeido, como discutido no préximo tépico.
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6.3. Ensaiosinvitro: 4-HNE causareducéo da atividade e estabilidade de Dicer
de forma tempo- e concentracao-dependentes

Como mencionado, o 4-Hidroxi-2-Nonenal (4-HNE) € um dos principais
produtos da peroxidacao lipidica, processo que encontra-se exacerbado em
condi¢cBes de estresse oxidativo (13). Devido a sua alta reatividade com biomoléculas,
muitos estudos tem reportado efeitos deletérios do 4-HNE na funcéo e estabilidade
das proteinas alvos (67,114-116). Contudo, tanto a interacéo 4-HNE-Dicer, como seu
efeito na atividade e estabilidade de Dicer ndo foram descritos na literatura até o
momento. Baseados em um estudo prévio do nosso grupo, nés hipotetizamos que a
interacdo 4-HNE-Dicer pode, potencialmente, modular negativamente a atividade da
enzima, e afetar a biogénese de microRNAs em células/tecidos sob condi¢es de
estresse oxidativo, nas quais altos niveis do aldeido tem sido reportados (ex.: doencas
cardiovasculares) (17,20).

Nessa etapa do estudo, nés demonstramos que o 4-HNE interage diretamente
com Dicer in vitro, e a formacéo de conjugados Dicer-4-HNE é responséavel pela perda
de atividade de Dicer de modo tempo- e concentracdo- dependentes (Figuras 29 e
30). Notavelmente, mesmo em altas concentracfes de 4-HNE (50-300uM), sua adicédo
no meio reacional in vitro ndo causou modificacdo e perda de atividade imediatas.
Alternativamente, a interacdo Dicer-4-HNE se mostrou dependente de ambos, da
concentracdo do aldeido e do tempo, com impacto sobre a atividade e a estabilidade
de Dicer. Vale mencionar, que a pré-incubacédo de Dicer com DTT (agente redutor)
anterior a exposicao ao 4-HNE foi capaz de prevenir a interacdo Dicer-aldeido e a
inibicdo da proteina (Figura 30.A-B), corroborando com a hipétese de que a interacéo
direta entre Dicer-4-HNE é responsavel pela inibicdo da proteina.

Resposta similar foi previamente descrita por nosso grupo na unidade 20S do
proteassomo (117). Nesse estudo, o tratamento com 4-HNE induziu a reducdo da
atividade do proteassomo isolado in vitro, a qual foi prevenida pela adicdo de DTT
(117). Em experimentos em lisado celular, Feng et al (2004) também demonstraram
gue o DTT protege as proteinas envolvidas no reparo do DNA contra os efeitos
inibitérios do 4-HNE (118). Sabe-se que DTT reage com compostos carbonilos a,B3-
insaturados, como o 4-HNE, de modo que sua adicdo no meio reacional deve ser
capaz de sequestrar o aldeido livre, protegendo as proteinas alvos da modificagdo

pelo aldeido assim como de seus efeitos inibitorios (118).
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Adicionalmente, observamos que o 4-HNE induziu a agregacao de Dicer
(Figura 33), a qual pode ter sido resultado de processos como cross-link
intermolecular e/ou desnaturacéo proteica induzida pelo aldeido. Independentemente
do mecanismo, a agregacdo observada também demonstrou ser dependente da
concentracdo de 4-HNE, visto que foi observada predominante em altas
concentracbes de 4-HNE (300puM-1mM) (Figura 33.A). Interessantemente, a adicao
de DTT na reacao foi capaz de dissociar o agregado (Figura 33.C), um forte indicativo
de que a aglomeracdo proteica deve ser baseada, principalmente, em pontes
dissulfeto entre residuos de cisteinas. Esses dados corroboram a ideia de que o
principal processo responsavel pela agregacao de Dicer é a desnaturacao, visto que
0 cross-link induzido por 4-HNE é primariamente baseado em residuos de lisina
(13,67).

Sabe-se que os residuos de lisina, histidina e cisteina sofrem adicao de Michael
por 4-HNE (13). Por sua vez, somente a lisina (amina primaria) pode formar base de
Schiff com o aldeido e dar origem aos cross-links (13,67). Porém, visto que o 4-HNE
€ capaz de formar cross-links entre proteinas (13,67,68,119,120), ndo podemos
excluir a possibilidade de que ambos os processos estejam ocorrendo, cross-link e
desnaturacao. Esse fenbmeno é importante, uma vez que a agregacao proteica tem
sido associada a diversas doencas neurodegenerativas e ao envelhecimento
(68,121). Interessantemente, em adicdo a modificacdo covalente de proteinas, a
agregacao proteica induzida por 4-HNE é capaz de inibir o proteassoma de forma néo-
competitiva, impactando dessa forma o turnover das proteinas modificadas (122).

Baseados nos dados obtidos nos testes in vitro, nés hipotetizamos que o
acumulo de modificacbes por 4-HNE é responsavel pela inibicdo e a perda de
estabilidade de Dicer de forma tempo- e concentracdo-dependentes. Em outras
palavras, o somatorio de modificacdes por 4-HNE com o passar do tempo causa,
potencialmente, mudancas conformacionais na proteina, as quais inicialmente
reduzem a atividade catalitica de Dicer, culminando na perda de sua estabilidade e
desnaturacdo. Ambos 0s processos (inibicdo e agregacao) devem acontecer de modo

simultaneo, mas em taxas distintas (Figura 39).
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Figura 39. Hip6tese. Acimulo de modificacdes por 4-HNE (adutos; representados como
circulos vermelhos) causa inibicdo de Dicer e perda de estabilidade de modo tempo- e
concentracdo- dependentes. Ambos 0s processos, inibicdo (linha vermelha) e agregacéo
(linha azul) devem ocorrer simultaneamente, mas em taxas distintas. Fonte propria.

De acordo com essa hipotese, a resposta de Dicer ao 4-HNE néo seria resultado
de apenas uma variavel, mas um produto da combinac¢éo de tempo e da concentracdo
do aldeido. Nesse contexto, esse modelo prevé que mesmo baixas concentracdes de
4-HNE seriam capazes de causar inibicdo de Dicer e perda de estabilidade, mas em
uma taxa menor. Corroborando essa ideia, em experimento preliminar (Figura 31),
observamos que uma menor concentracao de 4-HNE (10uM) modulou negativamente
a atividade de Dicer ap0s exposicao da proteina ao aldeido por um maior periodo de
tempo (4 horas). Contudo, mais testes s&8o necessarios para confirmar a

reprodutibilidade desses resultados.

Tal modelo é particularmente importante quando consideramos o contexto celular,
onde as células sdo constantemente expostas a condi¢cdes diversas e variaveis,
alternando entre baixas concentragfes de 4-HNE (fisiol6gica) e eventos agudos ou
sustentados de estresse. A habilidade de responder diferentemente a diversos graus
e intervalos de estresse é essencial para a resposta adaptativa celular ao insulto.
Diferentemente da modulagdo enzimética reversivel da atividade proteica (ex.: via

fosforilacdo, acetilagédo), ligacbes covalentes irreversiveis por aldeidos reativos devem
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regular a resposta celular através de mecanismos distintos (123), onde o tempo e a
concentracdo dos aldeidos devem possuir papéis centrais.

Estudos prévios ja reportaram efeitos inibitorios similares do 4-HNE (114,124,125)
em proteinas alvos. Em 2002, Musatov et al (2002) caracterizaram a inativagao tempo-
e concentracdo- dependente de CoC (Citocromo C Oxidase) por 4-HNE (124).
Utilizando técnicas combinadas de espectrometria de massas, ESI-MS e MALDI-TOF,
os autores demonstraram que a porcentagem de modificagéo de CoC por 4-HNE (300-
500uM) era diretamente proporcional a concentracdo do aldeido. Interessantemente,
o residuo alvo primario (His-36) do aldeido estava localizado na subunidade VIII, a
qual ndo possui papel direto no transporte de elétrons e translocacdo de prétons.
Desse modo, o estudo prop6s que a acéo inibitéria de 4-HNE ocorreu indiretamente,
via alteracdes conformacionais no complexo proteico. No ano seguinte, Takeshi et al
(2003) descreveram a inativacao tempo-dependente de GAPDH (Glyceraldehyde-3-
phosphate Dehydrogenase) por 4-HNE (1mM) in vitro (125). Conjuntamente com a
analise funcional, os autores identificaram as modificagcdes dos aminoacidos alvos de
4-HNE nos primeiros 15 e 30 minutos de exposi¢cdo. Similarmente, nenhum dos
residuos alvos estavam localizados no centro catalitico da enzima, mas em sua
superficie. Recentemente, Smathers et al (2012) caracterizaram a modificacdo dose-
dependente de L-FABP (Liver fatty acid-binding protein) por 4-HNE (5.85uM-117uM)
associada com a perda de funcao da proteina (114).

Na mesma direcdo, mas em discordancia com nossa primeira hipétese de que a
interacdo entre 4-HNE e os aminoacidos pré-identificados como seus alvos (dominio
RNAselllA) poderiam modular sozinhos a atividade de Dicer, a mutacdo dos residuos
alvos ndo protegeu Dicer contra o efeito inibitorio de 4-HNE (Figura 35). Em contraste,
esse resultado corroborou com a ideia de que modificagdes cumulativas por 4-HNE
modulam a resposta de Dicer ao estresse por aldeido. Nesse modelo, ndo existe um
unico “centro regulatério” responsavel pelo efeito inibitorio de Dicer. Ao invés disso, 0
somatorio de modificagdes pelo aldeido deve promover sucessivas alteracdes
conformacionais na proteina, as quais levam a reducdo da atividade catalitica de
Dicer, culminando em sua perda de estabilidade e desnaturagéo (Figura 39). Nossos
resultados in vitro assemelham-se agueles observados nos estudos de Musatov et al
(2002) e Takeshi et al (2003), onde o 4-HNE reduziu a atividade de seus alvos de
forma tempo- e concentracdo-dependentes (124,125).
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Juntamente com a concentracdo de 4-HNE e o tempo de exposi¢ao, outros fatores
devem influenciar na resposta da proteina ao aldeido. Por exemplo, a susceptibilidade
da proteina ao ataque pelo 4-HNE deve variar de acordo com sua composicao de
aminoacidos e a distribuicio dos mesmos. Nessa direcdo, a disponibilidade de
residuos expostos de cisteina, histidina e lisina devem afetar o quéo “susceptivel” a
proteina deve ser pelo ataque do 4-HNE, assim como o tipo de modificacdo (adi¢éo
de Michael ou formacdo de base de Schiff). Tais caracteristicas podem,
potencialmente, afetar a taxa e a extensao da interacéo proteina-aldeido. Com relacao
as proteinas envolvidas na biogénese de microRNAs, a composi¢cao de aminoacidos
nado demonstrou ser determinante (Figura 37.B-C), contudo, a distribuicdo dos
mesmos na superficie das proteinas parece diferir entre aquelas analisadas (Figura
37.D-E). Como descrito por Takeshi et al (2003), modificaces cumulativas em
aminoacidos localizados na superficie da proteina, ndo necessariamente em seu sitio
catalitico, podem levar a perda de funcao (125). Além disso, sua localizagcéo espacial
pode ter papel crucial. Proteinas que séo espacialmente localizadas préximas a
membrana alvo de peroxidacao lipidica apresentam maior probabilidade de exposi¢céo
a maiores concentracdes de 4-HNE do que aquelas distantes dos sitios de geracao
do aldeido.

Com relacdo as concentracdes de 4-HNE adotadas nos ensaios in vitro, é
importante mencionar que uma das dificuldades encontradas para simular o estresse
por 4-HNE in vitro foi a fonte limitada de dados da literatura sobre as faixas de
concentracdo do mesmo in vivo em condicdes fisiolégicas e patoldgicas. A maioria
dos estudos utilizam os niveis relativos de adutos de 4-HNE como um marcador de
estresse, ao invés da concentracdo do aldeido livre (55), provavelmente devido as
limitacdes metodoldgicas. Assume-se que a concentracdo de 4-HNE seja maior
préximo as membranas onde € gerado, e menor em locais distantes dos sitios de
producdo. Contudo, muitos fatores precisam ser considerados ao estimar-se a sua
concentracdo, como a capacidade especifica de cada tecido/tipo celular de
metabolizar o aldeido e a taxa de producéo e difusdo do mesmo. Adicionalmente, a
subestimacdo pode ocorrer devido a fragcdo de 4-HNE que reage prontamente com
biomoléculas, reduzindo a quantidade disponivel e mensuravel de aldeido. Desse
modo, a quantificacdo de 4-HNE nao é tdo simples, visto que mesmo uma unica célula

deve exibir um gradiente interno de aldeido.
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Em condicbes de estresse oxidativo, valores entre 10uM- >100uM tem sido
propostos (101,126), alcancando até 5mM préximo as membranas peroxidadas (101).
Enquanto que niveis basais de 4-HNE foram estimados em sangue e soro humano
em torno de 0.05-0.15uM (101,127). Nesse contexto, ndés decidimos utilizar
concentracgdes entre 10-300uM, visto que o objetivo do estudo era caracterizar o efeito
da interacao 4-HNE-Dicer em condi¢des de estresse oxidativo.

A partir de nossos dados, nés s6 podemos especular 0s processos que estado por
tras das respostas observadas in vitro. Para elucidar os eventos que estao envolvidos
na resposta de Dicer ao 4-HNE, e melhor compreender a dindmica desse processo,
seria necesséaria a realizacdo de analises complementares de espectrometria de
massas para identificar os sitios de Dicer modificados por 4-HNE em diferentes
periodos de exposicdo e em concentracdes crescentes do aldeido. Dessa forma, seria
possivel a caracterizacdo cronolégica das modificacbes de Dicer por 4-HNE, assim

como correlaciona-las com os dados de atividade.

Independentemente do mecanismo, contudo, demonstramos que o 4-HNE inibe a
atividade e afeta a estabilidade de Dicer in vitro. No contexto celular, a perda de
atividade de Dicer altera a biogénese de microRNAs e impacta processos downstream
por eles regulados. Ainda, de acordo com 0s nossos dados, o tempo de exposicéo e
a concentracdo de 4-HNE sao fatores determinantes na acdo do aldeido sobre Dicer.
Enquanto que uma curta, mas intensa exposicdo ao 4-HNE, pode reduzir
significativamente ou abolir a atividade de Dicer, longos periodos de exposicédo a
baixas concentracfes de 4-HNE podem ter pequeno ou nenhum efeito significativo na
atividade da proteina. Notavelmente, diferentes modificacbes poés-traducionais de
Dicer ja foram descritas na literatura em modelos biolégicos distintos, como
sumoilacdo (106), fosforilacdo (42), agregacdo (128) e clivagem (103,129). A
regulacdo pés-traducional de proteinas e processos biolégicos representa uma
importante estratégia de percepcdo e coordenacdo de respostas aos estimulos

ambientais.

No contexto do estudo, sugerimos que a modificacdo de Dicer pelo 4-HNE pode,
potencialmente, modular a atividade e estabilidade de Dicer em quadro de estresse
de aldeidos. Porém, fatores adicionais devem ser levados em consideragédo quando

estudamos modelos bioldgicos complexos, como as demais proteinas que atuam em
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complexo com Dicer (TRBP, PACT) (95) e as enzimas que poderiam modular seu
status redox (ex.: redutases) (130), a dindmica de proteinas (turnover) e a
concentracdo e distribuicdo de aldeidos (influenciada por ALDH2, GST-4, por
exemplo). Apesar do imenso valor dos resultados obtidos nos ensaios in vitro, é dificil
de prever a relevancia biolégica dos adutos de 4-HNE-Dicer in vivo. Por essa razéo,
0s experimentos realizados em modelos celulares e in vivo foram muito importantes,
pois nos permitiram contextualizar os processos onde o fendmeno encontra-se

inserido.

6.4. Limitacdes do estudo

Finalmente, € importante identificar e discutir as limitacdes presentes no
estudo. Entre elas, a principal correspondeu a auséncia da validacdo da interacéo
entre 4-HNE-Dicer nos modelos celular e animal utilizados. Infelizmente, até o
momento do depdsito da dissertacdo, ndo conseguimos padronizar um protocolo de
imunoprecipitacdo (IP) para Dicer proveniente de tecido cardiaco de rato. O protocolo
se mostrou funcional apenas em lisado de células (H9C2, HEK). Possivelmente, dois
fatores devem ter interferido no sucesso do método, como a afinidade do anticorpo e
a quantidade de Dicer no material. Vale mencionar, contudo, que em testes realizados
em células da linhagem H9C2 tratadas com Paraquat (dados né&o incluidos no
trabalho), molécula indutora de estresse oxidativo (9), a IP de Dicer mostrou interacéo
entre a proteina e o aldeido 4-HNE (Figura S8, Anexo 9). Porém, ainda encontram-se
pendentes os experimentos de validacdo dessa interacdo nos modelos utilizados no

estudo.

Outra importante limitacdo diz respeito ao ensaio de atividade de Dicer em
lisado celular e tecidual. Apesar de utilizar como substrato um miRNA precursor (pre-
miR), substrato preferencial de Dicer, o ensaio pode, potencialmente, detectar
resposta inespecifica advinda de outras RNAses presentes no material. De modo que
0 método fornece uma estimativa da atividade de Dicer. Contudo, devemos assumir
gue a mesma possui interferéncia de outras enzimas que podem clivar o substrato.
Com relacdo a esse ultimo ponto, durante o periodo de estagio no exterior, foi
desenvolvido um novo substrato de RNA (Item 4.8.2; Figura 11.B), o qual se mostrou



121

mais especifico para a clivagem de Dicer em testes preliminares com as células MEF.
O método foi utilizado nos ensaios com essa linhagem, descritos no Item 5.2.2 (Figura
27.C-D). Contudo, seu emprego no modelo animal n&o foi testado. Planejamos utilizar

esse método em experimentos futuros com novo lote de animais.

Com relacdo aos modelos celulares, especificamente, aos experimentos
realizados nas células HEK, ficou pendente a medicé&o inicial da fluorescéncia das
células (EGFP/RFP), anterior ao tratamento, com o objetivo de verificar se todas
partem de um mesmo valor basal. Nessa direcao, seria interessante ainda a avaliagao
dos niveis proteicos de EGFP e RFP via western blotting, a fim de confirmar as

alteracOes observadas na andlise de fluorescéncia.

Outro questionamento relevante diz respeito ao periodo de analise, no caso, 2
horas ap0s exposicao ao 4-HNE. Apesar de curto, esse intervalo de tempo é suficiente
para detectar modulacédo traducional pelos miRNAs (85). Utilizando o zebrafish,
Bazzini A.A. e colaboradores (2012) observaram que o miR-430 é capaz de reduzir a
traducdo do mRNA alvo em apenas 2 horas, alterando sua ocupacdo na fracao
ribossomal, sem alterar os niveis globais do mRNA (85). Contudo, a analise dos niveis
proteicos de EGFP (fluorescéncia) também deve considerar a taxa de turnover da

proteina, a qual inclui sua sintese e degradacao.

Dessa forma, propomos alternativas e experimentos adicionais, 0s quais serao
empregados nas préximas etapas desse trabalho durante sua finalizacdo para
publicacdo. Infelizmente, os mesmos nao foram inclusos na presente dissertacao até

o0 momento de seu depdsito.
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7. CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que o 4-HNE interage diretamente com a RNAse
Dicer in vitro, e a formacéao de conjugados Dicer-4-HNE é responsavel pela inibicdo e
perda de estabilidade de Dicer de forma tempo- e concentracdo-dependentes. Visto
que a substituicdo dos residuos pré-identificados como alvos de 4-HNE né&o protege
Dicer contra os efeitos inibitérios do aldeido, propomos que o acumulo de
modificacdes por 4-HNE, ndo a ligacgdo do mesmo a um sitio especifico, seja
responsavel pela sua ac¢do. Contudo, o papel biolégico da interacéo Dicer-4-HNE em
modelos mais complexos, como o celular e o animal, ainda néo esta claro, em funcéo
da dificuldade de validar e isolar esse fator (alteracdo pos-traducional) na anélise da

resposta observada.

No modelo animal, demonstramos um prejuizo na funcéo de Dicer no coracao de
animais com disfuncéo cardiaca induzida por infarto do miocardio, acompanhado de
diminuicdo dos niveis da maioria dos miomiRs analisados. Como ambos os
parametros foram melhorados no grupo tratado com Alda-1, agonista alostérico da
enzima ALDH2, sugerimos a existéncia de associacdo entre os niveis de 4-HNE,
atividade de Dicer e alteracdo na expressdo de miRNAs no quadro de disfuncdo
cardiaca. Consistente com os dados observados in vivo, em modelos celulares, a
exposicdo aguda ao 4-HNE demonstrou reduzir a atividade de Dicer e afetar a via de
biossintese de miRNAs. Porém, como mencionado, ndo é possivel relacionar a

resposta observada diretamente com a interacao Dicer-4-HNE em ambos os modelos.

Conjuntamente, os nossos dados sugerem que o 4-HNE modula a atividade de
Dicer em quadros de estresse agudo e cronico de aldeidos. Onde a concentracdo de
4-HNE, a duracao da exposicao e o estado redox celular devem ser determinantes na
resposta desencadeada pelo aldeido. Contudo, mais estudos séo necessarios para

melhor compreender seu mecanismo de acao e papel biolégico.
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Tabela S1. Concentracdo, razdo 260/280, razdo 260/230 e RIN das amostras analisadas no
presente trabalho.

Amostra  Grupo Concentracao (ng/ul)  260/280 260/230 RIN*
1 DCA 945.7 2.04 2.06 8.40

3 DCV 926.2 2.05 1.97 9.00

4 DCA 1018.1 2.04 2.09 8.60
71 DCA 831.2 2.06 2.03 8.40

9 DCA 939.6 2.05 2.17 8.70

10 DCV 765.8 2.05 2.11 7.90
11 DCA 821.5 2.05 1.76 7.80
12 DCV 1088.3 2.05 2.14 7.90
13 DCV 674.9 2.03 2.15 9.30
14 DCV 857.3 2.05 2.15 8.20
15 DCV 1102.7 2.07 1.57 8.20
18 DCA 1124.1 2.08 2.03 8.60
20 Sham A 268.6 2.04 2.13 8.40
21 Sham V 1156.5 2.07 2.17 8.10
22 Sham A 1401.3 2.08 2.21 8.60
23 Sham V 1204.8 2.05 2.14 8.70
24 Sham A 1187.5 2.07 2.13 8.90
26 Sham V 1118.8 2.06 2.18 8.10
27 Sham V 1209.6 2.07 1.88 8.30
28 Sham A 1018.8 2.05 1.69 8.60
Média 983.1 2.03 1.69 7.80
Minimo 268.6 2.08 2.18 9.30
Maximo 1401.3 2.03 1.69 7.80

RIN (RNA Integrity Number)
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ANEXO 2. Representacao grafica dos géis de eletroforese capilar das amostras

utilizadas no estudo
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Figura S1. Representacdes gréficas das corridas eletroforéticas capilares realizadas pelo
aparelho 2100 Bioanalyzer. As amostras marcadas em vermelho tiveram o RIN (RNA Integrity
Number) ndo determinado. Dessa forma, estas tiveram suas leituras repetidas (em verde).

Fonte: Propria.
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ANEXO 3. Valores de Ct do gene enddégeno ACTB e miRNAs miR-150 e miR-331
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Figura S2. Valores de Ct (Treshold Cycle) do gene endégeno ACTB (B Actina) e miR-150
e miR-331, utilizados na andlise de expressao relativa dos mRNAs (e pri-miRs) e miRNAs do
estudo, respectivamente. (A) ACTB; (B) miR-150; (C) miR-331; (D) Média de miR-150 e miR-
331. Onde: V, Veiculo (DMSO/PEG); A, Alda-1. Os dados estdo representados como média
+ erro padrao da média.
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ANEXO 4. Validagéo da sonda molecular (molecular beacon) — duplex RNA/DNA
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Figura S3. Ensaio de atividade de Dicer baseado em fluorescéncia — proteina
recombinante. (A) Representacao grafica da curva de fluorescéncia do ensaio de atividade
de Dicer, grupos: 16ug (preto) e 32ug (verde) de proteina Dicer wt recombinante; (B)
Quantificacao da atividade de Dicer, avaliada através do calculo da inclinagao das curvas em
Figura S3A; os dados estdo apresentados como média * erro padrdo da média; (C) Apés o
ensaio de atividade, as amostras foram analisadas em gel ndo desnaturante (nativo) 15%
corado com Sybr® Gold (4cidos nucléicos); na imagem, as bandas representam os produtos
de RNA, da esquerda para a direita: SSRNA (+Cy3) néo clivado (27nt), dsRNA (Cy3 + FQ) ndo
clivado (52nt), dsRNA clivado por Dicer 16ug (42/44nt), dsRNA clivado por Dicer 32ug
(42/44nt).
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ANEXO 5. Primers utilizados na introducdo de mutacgdes sitio-especificas em
Dicer e imagem ilustrativa da estratégia de sua insercao no vetor pFastBac

Tabela S2. Sequéncias dos primers utilizados para introducédo de mutacdes sitio-especificas
no gene de DICER no vetor pFastBac

Primer Dicer Sequence
Assembly Muta (5'=>3)
ID nt
ID
pFB+hDcr N- 12,3 GACCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCGCCATGAAAAGCCCTGCTTTG
Terminal (Fwd)
hDcr Mutl N- 1 GGTGATGGCAGCCGCTAAAAAGGAGTCGCCAAG
Terminal (Rev)
hDcr Mutl C- 1 CGACTCCTTTTTAGCGGCTGCCATCACCACATATCTATTTTG
Terminal (Fwd)
pFB+hDcr C- 12,3 CTCGACAAGCTTGGTACCGCATGCCTCGAGTCAGCTATTGGGAACCTG
Terminal (Rev)
hDcr Mut2 N- 2 AGGCGGCCCTCAGCCGCATCAGGGTAAGTGCAAAATAG
Terminal (Rev)
hDcr Mut2 C- 2 TTACCCTGATGCGGCTGAGGGCCGCCTTTCATATATG
Terminal (Fwd)
hDcr Mut3 N- 3 TGATGGCATGCTTAAAAAAGGAGTCGCCAAGCATTTC
Terminal (Rev)
hDcr Mut3 3 CTTGGCGACTCCTTTTTTAAGCATGCCATCACCACATATC
Frag.2 (Fwd)
hDcr Mut3 3 CAGATTACAGTTGCTGAACTTTTTGCTTCTCATATATGAAAGGC
Frag.2 (Rev)
hDcr Mut3 C- 3 GAGAAGCAAAAAGTTCAGCAACTGTAATCTGTATCG

Terminal (Fwd)

Em negrito, sequéncia com inser¢do da mutacao.

Primer

DICER N-Term e QCFC-Term(Fwd)

Primer \

hDcr N-Term (Rev)

DICER C-Term

Primer pFB-hDcr
Primer pFB-hDcr C-Term (Rev)

N-Term (Fwd)

pFastBac (pFB)

Figura S4. Imagem ilustrativa da localizagc&o dos primers no vetor pFastBac + DICER.
No exemplo, o conjunto de primers da origem a trés fragmentos de DNA (incluindo o vetor),
0s quais sdo unidos pelo kit NEBuilder® HiFi DNA Assembly.
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Tabela S3. Dados ecocardiogréficos referentes aos periodos pré e pds-tratamento dos grupos Sham Veiculo, Sham Alda-1, Disfuncéo Cardiaca
(DC) veiculo e Disfuncao Cardiaca (DC) Alda-1

Grupos Sham veiculo Sham Alda-1  DC veiculo DC Alda-1 Sham veiculo Sham Alda-1 DC veiculo DC Alda-1
(n=4) (n=4) (n=6) (n=6) (n=4) (n=4) (n=6) (n=6)
) Pré Pré Pre Pre POs POs POs POs
Periodo trat t trat t trat t trat t trat t trat t
ratamento ratamento tratamento tratamento ratamento ratamento ratamento ratamento
FE, % 40+ 2 42 + 3 17 + 2* 18 + 3* 38+4 35+5 17 + 1* 19 + 2*
DdVE, cm 0.7043+0.028 0.709+0.057 0.990+0.055* 0.971+0.038* 0.769+0.024 0.839+0.046 1.114+0.035*# 1.049+0.031*
DsVE, cm 0.424+0.023 0.413+0.052 0.829+0.063* 0.801+0.042* 0.480+0.049 0.550+0.070 0.931+0.036* 0.854+0.039*
SIvd, cm 0.099+0.006 0.108+0.006 0.089+0.006 0.123+0.006*& 0.092+0.006 0.089+0.005 0.100+0.006 0.102+0.003#
SIVs, cm 0.150+0.016 0.159+0.015 0.095+0.009* 0.127+0.011 0.153+0.009 0.134+0.018 0.110+0.010* 0.110+0.005*
PPEVd,
cm 0.150+0.015 0.119+0.013 0.140+0.011 0.129+0.012 0.131+0.014 0.130+0.006 0.125+0.009 0.137+£0.007
PPEVs, cm 0.235+0.013 0.251+0.011 0.229+0.019 0.241+0.016 0.232+0.018 0.217+0.013 0.195+0.014 0.237+0.014

Fracdo de Encurtamento (FE), Diametro diastolico final do ventriculo esquerdo (DdVE), Diametro sistélico final do ventriculo esquerdo (DsVE),
Septo intraventricular na didstole (SIVd), Septo intraventricular na sistole (SIVs), Parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole (PPVEd),
Parede posterior do ventriculo esquerdo na sistole (PPVESs). Dados apresentados como média + erro padrdo da média. Os dados foram
analisados por ANOVA duas vias, seguida de post hoc de Bonferroni. Destacados em negrito, os valores com significancia estatistica, sendo *

p<0.05 vs Sham veiculo; # p<0.05 vs Pré-tratamento; & p<0.05 vs DC veiculo
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ANEXO 7. Imagens dos géis de Western Blotting
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Figura S5. Blots das proteinas analisadas no tecido cardiaco dos animais Sham e Disfuncéo
Cardiaca tratados com alda-1 ou veiculo; (A) ALDH; (B) Adutos de 4-HNE-proteina; (C) DICER,;
(D) AGO2; (E) TRBP; Todos os blots foram normalizados por GAPDH; Grupos: SV, Sham Veiculo,
SA, Sham alda-1; DC V, Disfuncéo Cardiaca Veiculo, DC A, Disfungéo Cardiaca alda-1.




ANEXO 8. Confirmacao da delecéo de Dicer na linhagem MEF Dcr -/-

| Dicer (217kDa)

wt wi Dcr-/- Dcr-/-
30ug  60pg  30pg  60pg
- -
- -

a Actin (42kDa)

140

Figura S6. MEF Dcr-/-: Confirmacédo da delegcédo de Dicer. Blot representativo de Dicer nas
linhagens MEF wt (30ug/60ug proteina) e MEF Dcr -/- (30ug/60ug proteina); os dados foram

normalizados por alfa actina.
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ANEXO 9. Andalise da Atividade de Dicer in vitro

RNAse B RMNAse A
Dcr (RNAse B): 4-HNE 300uM Dcr (RNAse A): 4-HNE 300uM
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Figura S7. Efeito de 4-HNE sobre a atividade de Dicer . Quantificacdo da atividade de
clivagem de Dicer wt apds exposicao a 50, 100 e 300uM 4-HNE (5-60 minutos); a atividade
dos dominios RNAselllA (direita) e RNAselllB (esquerda) estdo expostos em graficos
separados; os dados estdo apresentados como porcentagem do grupo controle (100%),
sendo cada amostra exibida individualmente sobre a curva de decaimento exponencial.
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ANEXO 10. Imunoprecipitagéo de Dicer em células H9C2

Lisado
Total C1 PQ1PQAl1 C2 PQ2PQA2 C3 PQ3PQA3 C4 PQ4 PQA4PQ5

260kDa smmp
Dicer (~217kDa) s

140kDa e
260kDa e
Dicer (*217kDa) s p C: Controle
PQ: Paraquat
140kDa s PQA: Paraquat + Alda
Cl1 PQl PQA1 C2 PQ2 PQA2 C3 PQ3PQA3 C4 PQ4 PQA4PQS PQAS C
i —————— S ——————— Adutos 4-HNE-Dicer
260kDa == L Y
L
Dicer (~217kDa) ==t z il _o]‘i T
I 1.04 _*_ I
140kDa === v . o0
Q
Sos{| © °
260kDa = 2
Dicer + HNE e 0.0 n'=4 n|:4 nl=4
(~217kDa) . Controle PQ 500uM PQ + Alda

Figura S8. Imunoprecipitagcdo de Dicer de células da linhagem H9C2. Células foram
tratadas com PQ 500uM (PQ), PQ 500uM + Alda 40uM (PQA) e DMSO 0.25% (controle) (C)
por 24h; (A) Western blot das amostras apds imunoprecipitagéo de Dicer e lisado total (como
controle), membrana corada com ponceau (quadro superior) e blot de Dicer (quadro inferior);
(B) Western blot de amostras apés imunoprecipitacdo de Dicer, membrana corada com
ponceau (quadro superior) e blot de adutos de 4-HNE-Dicer (quadro inferior); (C)
Representacgéo grafica da quantificacdo de adutos de 4-HNE-Dicer, normalizado pelo ponceau
em (B); Os dados estdo representados como média + erro padrdo da média; eles foram
analisados pelo teste ANOVA de uma via, seguido de post hoc de Dunnett, sendo *p<0.05 vs

Controle; Sendo, PQ, tratamento com Paraquat 500uM:;: PQA, tratamento com Paraguat
500uM + Alda 40uM.




