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Resumo

Albuquerque RP. Desenvolvimento de novas estratégias para a minimiza¢éo do
dano de isquemia-reperfusdo. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Morfofuncionais). S&o Paulo: Universidade de Sao Paulo, Instituto de Ciéncias
Biomédicas, 2018.

O processo de isquemia-reperfusdo é responsavel pela geracdo de um dano
agudo em uma série de 6rgaos do corpo humano, e, no coracédo, € o principal
causador da doenca crbnica conhecida por insuficiéncias cardiaca. Atualmente
ndo existe nenhuma opc¢dao terapéutica disponivel na pratica clinica contra esta
injuria. Com o objetivo de desenvolver uma nova estratégia de combate a este
dano, no presente trabalho investigamos a promessa da aplicacdo da recém-
descoberta via UPRam num modelo de hipoxia reoxigenagdo in-vitro, sem
obter sucesso. Contudo, os resultados gerados nestes experimentos
forneceram pistas de que o uso do desacoplador CCCP é capaz de reduzir o
dano deste insulto, porém o mecanismo celular responsavel por esta protecdo
permanece desconhecido. Tentativas de desvendar este mecanismo utilizando
a via lisossomal-autofagica ou a clivagem de OPA-1 falharam, mas produziram
importantes insights a respeito do papel da protease mitocondrial OMA-1 no
processo de hipdxia-reoxigenacdo, abrindo caminho para novos estudos

subsequentes.

Palavras-chave: Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona (CCCP). Isquemia-

reperfusdo. Cardioprotecdo. H9c2. UPRam. Autofagia. Clivagem de OPA-1.






Abstract

Albuquerque RP. Development of novel strategies for mitigating ischemia-
reperfusion damage. Sao Paulo: Universidade de Sao Paulo, Instituto de
Ciéncias Biomédicas, 2018.

Ischemia-reperfusion injury is a process that occurs in many human organs
including the heart, where it is the main trigger to heart failure, a chronic
disease that kills over 40% patients only five years following the first diagnosis.
Despite the bulky research on the subject, there is no available therapy on
clinical practice against this insult. Attempting to develop a novel strategy to
mitigate this damage, we investigated if the pro-survival effect of the recently
discovered UPRam pathway could be protective in an in-vitro model of ischemia
reperfusion. Despite the negative results regarding its conservation on
mammalian cells, treatment with the mitochondrial uncoupler CCCP was proven
to reduce cell death under this process, but the cellular mechanism responsible
for this protection remained elusive. Aspiring to unravel this cellular response,
we tested whether autophagy or OPA-1 cleavage was capable of abrogating the
verified protection, but the results came back negative. Regardless of that, the
behavior of OMA™ cells over H/R stress has given new insights on novel

strategies comprising I/R injury abrogation.

Key words: Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazine (CCCP). Ischemia-
reperfusion. Cardioprotection. H9c2. UPRam. Autophagy. Opa-1 cleavage.
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1 INTRODUCAO

A isquemia é uma condicdo patoldgica caracterizada pela obstrucédo do
fluxo sanguineo em determinado tecido. De acordo com a organizacao mundial
da saude, apenas no ano de 2015, uma em cada quatro mortes no mundo foi
atribuida ao acidente vascular cerebral ou ao infarto do miocardio (IM), sendo
esta ultima responsavel pelo 6bito de 8,8 milhdes, segundo dados da OMS
(http://www.who.int/healthinfo/global burden_disease/GHE2015 Deaths Globa

| 2000 2015.xIs?ua=1). Além das mortes diretamente atribuidas, o infarto do

miocardio ainda é a principal causa da insuficiéncia cardiaca (1), doenca
cronica que mata 40% dos pacientes em até 5 anos apos o diagnéstico (2). O
Brasil ocupa a quinta colocacdo no ranking de O6bitos causados por M,
contabilizando 100 mil mortes no ano de 2010 (ultimo ano em que este dado foi
divulgado) (3).

Apesar dos numeros alarmantes, o infarto do miocardio ja fora mais
mortal. O avanco nas intervenc¢des contra IM chegou ao seu procedimento
mais eficaz em 1983, quando, associada a terapia trombolitica se obteve
sucesso ao implementar a intervencdo de angioplastia (4), um importante
marco na luta contra o infarto do miocéardio. Apenas nos Estados Unidos da
América, meio milhdo de procedimentos séo realizados anualmente (2). Neste
novo paradigma, 0s trombos responsaveis pela obstru¢cdo da vasculatura
coronariana sao fisicamente desfeitos, culminando com o reestabelecimento da
circulacao no local, fato que diminuiu significativamente a mortalidade histérica
do IM (5). Contudo, apesar de indiscutivelmente benéfica, a recuperacdo da
circulacao é responsavel pela geracdo de um novo tipo de dano, chamado de

dano por isquemia-reperfusao (I/R).

A isquemia-reperfusdo € uma condicdo patoléogica em que uma
interrupcdo do fluxo sanguineo (isquemia) € subsequentemente revertida
(reperfusé@o), imprimindo assim uma interrupcdo momentanea no aporte de
oxigénio e nutrientes para as areas acometidas. Este processo nao ocorre
exclusivamente no momento da angioplastia cardiaca, mas também nos rins,

cérebro, figado ou até no corpo inteiro quando ha uma parada cardiaca


http://www.who.int/healthinfo/global_burden_disease/GHE2015_Deaths_Global_2000_2015.xls?ua=1
http://www.who.int/healthinfo/global_burden_disease/GHE2015_Deaths_Global_2000_2015.xls?ua=1
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seguida de reanimacado (6). Para entender como este processo é capaz de
gerar um dano ao organismo é importante compreender os eventos celulares
envolvidos em cada uma das etapas separadamente. Desta forma, uma breve
revisdo da literatura acerca dos principais fenébmenos conhecidos na leséo de

Isquemia/Reperfusdo sera relatada a seguir.

Alteracdes celulares durante a isquemia

As constantes contra¢cGes cardiacas fazem com que o coracdo seja um
dos 6rgaos de maior consumo energético de todo o corpo. De fato, o consumo
de ATP nos cardiomidcitos € dividido, quase que meio a meio, entre recaptacao
de célcio e deslizamento de miofilamentos contrateis (Fig. 1A), e para manter
esta alta taxa metabdlica, os cardiomidcitos utilizam a fosforilacdo oxidativa
para produzir 95% de seu ATP, utilizando como combustivel preferencial os
acidos graxos (7) (Fig. 1A).

No quadro do infarto agudo do miocardio, em que observa-se a oclusédo
de uma artéria coronéria, o tecido irrigado por este vaso sofre de uma
diminuicdo no aporte de nutrientes e oxigénio, e estas células agora imersas
num ambiente isquémico passam por uma mudanca metabdlica, favorecendo o
metabolismo anaerdbico em detrimento do oxidativo. Desta forma o destino do
piruvato gerado na via glicolitica ndo mais sera a conversdo em acetyl coA (e
subsequente incorporacdo ao ciclo de Krebs), mas sim a transformacdo em
lactato, o que acaba provocando a acidificacdo do pH citoplasméatico e
extracelular (Qque chega a valores menores que 7,0) (7, 8). O aumento na
concentracéo de ions H* caracteristico do metabolismo anaerdbico provoca um
desequilibrio na homeostase i6nica entre 0 meio extracelular e o citosol, que,
apos uma sequencia de eventos compreendendo mudangas nos sentidos da
atividade de diversos canais iGnicos presentes na membrana plasmatica,

culmina no alto influxo de Ca?* para o citoplasma (9, 10).

A alta concentracdo citosdlica de Ca?* durante a isquemia traz
importantes alteracdbes homeostaticas para o funcionamento da célula.

7z

Primeiramente, o calcio é responsavel por ativar calpainas (proteases
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citosolicas cuja atividade é dependente de célcio), que clivam componentes
contrateis e estruturais, gerando déficits funcionais e alteragcdes morfolégicas
nas células imersas no ambiente isquémico. A contribuicdo de calpainas para a
morte celular necrética ja € um fator amplamente reconhecido durante o
processo de I/R do miocérdio (11). Além disso, a associacdo da falta de ATP
com a sobrecarga de calcio ainda impede que a interacdo entre actina e
miosina seja revertida, criando-se portanto uma série de pontes entre estas
proteinas contrateis. ISso provoca uma severa contratura no coracao, quadro

chamado por cirurgides de stone heart (coracdo de pedra) (12) (Fig.1B).

Além disso, com a menor eficiéncia energética caracteristica da via
glicolitica, associada a mobilizacdo celular das reservas energéticas,
estabelece-se um cendrio em que a oferta energética celular € incompativel

com a demanda, o que

Normoxia provoca a diminuicdo na
* Equilibrio entre
oferta e demanda concentracao
energetica. citoplasmética de ATP,
* Equilibrio
morfofuncional. caracterizando 0
* Homeostase ionica. ~
fendbmeno da
hibernacdo metabdlica
Hipdxia
* Baixa oferta de (10).
energia. o
» Profundo déficit A diminuicao dos
omeamel. niveis de ATP
* Acidificagdo.
* Prejuizo estrutural. compromete o
funcionamento global de
Reoxigenagdo proteinas ATPases,

* Recuperagao da

fosforilacdo tendo consequencias

PH 7,

Figura 1: esquema ilustrativo da fisiologia celular do cardio

oxidativa. determinantes em todos
* Produgdo de

moléculas toxicas. 0s processos celulares,
* Exacerbacgdo do como a manutencéo

dano celular.

dos gradientes i6nicos

miocito em condigbes normais (A), sob condigbes hipoxicas (B) celulares, ou a
ou no momento agudo da reperfusdo (C). MF miofibrilas, N 5
nicleo, Ci Calpaina inativa, Ca calpaina ativa, RE reticulo contracao das

endoplasmatico, circulos roxos simbolizam fons Ca*".
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miofibrilas (7). O déficit energético compromete o funcionamento da proteina
SERCA (sarco/endoplasmic reticulum Ca** ATPase), que realiza a recaptacao
dos fons Ca®" do citosol para o interior do reticulo sarcoplasmatico. Desta
forma, o calcio extra que invadiu o citoplasma ndo € realocado no
compartimento celular adequado, gerando o quadro de sobrecarga de calcio

(do inglés calcium overload) (9, 10).

Para resolver este desbalanco energético, a primeira resposta celular se
da no sentido de mobilizar as reservas metabdlicas da célula, que, no caso dos
cardiomidcitos, sdo compostas por uma quantia limitada de glicogénio (13). Na
medida em que estes estoques passam a se esgotar, os cardiomidcitos lancam
mao de uma segunda linha de defesa contra o déficit metabdlico, a ativagéo da
via autofagica (Alimentar-se de si mesmo -traducdo livre). Esta via €
responsavel por reciclar componentes celulares que, ou estdo danificados, ou
passam a ser desnecessarios neste cenario de depressdo metabdlica,
atingindo uma diminuicdo no consumo de energia, bem como o fornecimento

de novos substratos energéticos a serem usados pela célula.

A autofagia € crucial para a sobrevivéncia dos cardiomidcitos durante a
isquemia (14), porem, ao passo que 0S componentes reciclaveis vao se
esgotando, a via passa a se tornar deletéria, levando a um tipo de morte celular
programada chamado Autophagy-related cell death (ARCD) (15). Desta forma,
€ amplamente aceito que a isquemia do miocéardio é apenas temporariamente
toleravel, dadas as limitacbes das defesas celulares contra estas injurias
listadas acima, e por este motivo a reperfusdo do tecido é o primeiro ato
terapéutico na tentativa de salvar o paciente do 6bito (8). Contudo, o
reestabelecimento da circulagéo no tecido isquémico nao é capaz de remediar
contra todas as alteragcbes celulares ocorridas, e paradoxalmente, &
responsavel pela geracdo de novos eventos deletérios as células, que seréo

discutidos a seguir.
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Alteracdes celulares durante a reperfuséo

A reperfusdo do tecido é vista como um mal necesséario. O
reestabelecimento da circulacdo no tecido cardiaco isquémico tem de ser
realizado o mais rapido possivel, com o objetivo de garantir a limitacdo da area
infartada, preservar a funcdo ventricular e prevenir o desenvolvimento do
quadro de insuficiéncia cardiaca (8). O fluxo sanguineo é capaz de remover o
excesso de H' e os intermediarios metabdlicos produzidos durante a isquemia,
permitindo a rapida recuperacdo do pH de 7,4. Apesar destes beneficios,
alteracdes fisioldgicas celulares ocorridas em resposta as novas condi¢cdes
ambientais provocadas pela reperfusdo, sdo responsaveis pela geracdo e
propagacgéo de um novo tipo de dano celular. A sequéncia temporal de eventos
desencadeados por esta intervencdo € o que caracteriza a lesao de isquemia-
reperfusdo, e suas implicacbes sdo manifestadas desde segundos apds a
cirurgia (com a geracao de moléculas toxicas), até dias (com a contribuicdo da
resposta imune), ou anos (caso o quadro se desenvolva para a insuficiéncia

cardiaca).

A mais amplamente estudada das causas do dano da I/R talvez seja o
estresse oxidativo. A variacdo na tensdo de oxigénio observada durante a
reperfusdo é responsavel pela exacerbada producdo de espécies reativas de
oxigénio, que acabam por vencer a defesa redox celular, gerando o quadro
conhecido por burst oxidativo. Estas moléculas (que neste trabalho serdo
chamadas em conjunto de ROS -reactive oxygen species) sdo geradas em
diversos compartimentos celulares, como peroxissomos, citosol e
principalmente na mitocondria, e contribuem veementemente para a

propagacédo do dano da reperfusao (13).

Dada a elevada reatividade, estas moléculas sédo capazes de reagir com
qualquer componente celular, gerando prejuizos estruturais, funcionais e
bioguimicos, através da producéo de outras classes de moléculas reativas (10).
Desta forma, as ROS causam um dano celular generalizado, podendo
finalmente levar & morte celular via necrose ou apoptose, pela abertura do poro
de transicdo mitocondrial (mPTP) (8, 10, 15).
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Apesar da exacerbada producdo de ROS, o reestabelecimento da
tensdo de oxigénio € capaz de reativar a fosforilagdo oxidativa (mesmo que
com a reducéo da atividade dos complexos | e Il da cadeia de transporte de
elétrons) (16), e a producdo de ATP é retomada as custas da oxidacdo de
acidos graxos. Neste novo cenario de oferta de ATP associada a alta
concentracdo de Ca®*, o musculo recém reperfundido se contrai de maneira
desordenada, causando o quadro de arritmia (9). Esta contracado desordenada
ocorrendo proxima a células com contraturas severas impulsiona a ruptura das
membranas, provocando a morte celular necrética (contraction band necrosis).
(12). A recuperacéo do pH fisiologico também tem o efeito de permitir a plena
ativacdo das proteases calpainas, que estavam parcialmente inativas devida a
condicdo acidica, e portanto, agora contribuem ainda mais para a morte celular

(17).

A morte celular necrotica € responsavel pelo envolvimento de um
componente extra tecidual durante a lesdo de I/R do miocardio. Com o
rompimento da membrana citoplasmatica, e subsequente extravasamento do
citoplasma no meio extracelular, moléculas imunorreativas chamadas DAMPs
(damage-associated molecular patterns), como ATP e a proteina HMGBLI,
sinalizam o dano tecidual para o sistema imune (15). Uma vez sensibilizadas,
células do sistema imune migram da corrente sanguinea para o intersticio,
caracterizando o processo de inflamacéao estéril (6), responsavel por exacerbar

ainda mais o dano tecidual.

O vasto investimento financeiro e intelectual empregado no estudo dos
eventos celulares e moleculares envolvidos durante a reperfusdo do miocardio
foi justificado, na imensa maioria das vezes, pela demanda social de novas
terapias que mitigassem a morbidade e a mortalidade decorrente desse insulto.
De fato, muitos avangcos foram alcancados nesta luta, e alguns exemplos

destes seré&o discutidos a seguir.
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Opcdes terapéuticas contra o dano de I/R

Como mencionado acima, a magnitude do dano decorrente da
reperfusdo do tecido isquémico € diretamente proporcional ao tempo e a area
da isquemia apresentada no episédio. Desta forma, a prontiddo do diagnéstico,
e a minimizacao do tempo transcorrido entre a aparicdo dos primeiros sintomas
da isquemia e a intervencédo cirdrgica ainda sdo os fatores mais criticos no
sentido de limitar a area de infarto e o desenvolvimento dos efeitos deletérios
decorrentes da I/R. O vasto e crescente conhecimento acerca dos eventos
contribuintes para o estabelecimento desta lesdo permitiu o desenvolvimento
de uma série de estratégias experimentais farmacolégicas com o objetivo de

mitigar seu dano, e algumas delas serdo discutidas a seguir.

Talvez a mais ilustrativa das estratégias em descompasso entre
aplicacdo e ciéncia de base seja o pré-condicionamento isquémico. Um estudo
seminal datado de 1986 de Murry et al. (18) foi responséavel pela descoberta de
que curtos eventos de isquemia/reperfusdo, quando realizados antes de uma
isquemia sustentada, tem o efeito de reduzir drasticamente a area de infarto
num modelo canino. Desde entdo, uma seérie de estudos tentando desvendar
0s mecanismos celulares e moleculares desta protecao foram realizados, tendo
validado estes achados em diversos outros modelos experimentais, e até a
data de hoje este estudo conta com 9656 citagdes. Embora seus mecanismos
ainda ndo estejam completamente elucidados (13), o pré-condicionamento
isquémico abriu campo para o desenvolvimento de novas estratégias, como o
pos condicionamento isquémico (em que a reperfusdo € realizada de maneira
intermitente, com curtos eventos de isquemia/reperfusdo apés a isquemia
sustentada) ou o condicionamento isquémico remoto (em que curtos episoédios
de I/R realizados no braco do paciente demonstraram efeito protetor contra a
reperfusdo em outros 6rgados, incluindo o coracdo). Contudo, estas estratégias
ainda ndo se demonstraram robustas o suficiente para transpor a barreira dos

ensaios clinicos para a aplicagdo (13, 19).

As estratégias de utlizagdo do burst oxidativo como alvo de
desenvolvimento de terapias contra o dano de I/R ndo obtiveram maiores

sucessos. O emprego de antioxidantes como N-acetilcisteina, a-tocopherol
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(vitamina E) ou propofol na reperfusdo também foi capaz de apresentar
resultados promissores em estudos pré-clinicos, embora quando desafiados
em ensaios clinicos, seus efeitos sobre a mortalidade e morbidade dos
pacientes tratados foram, sendo otimista, limitados (13). Estas moléculas
demonstram capacidades diferentes de reacdo com as diferentes moléculas
que compde o estresse oxidativo, assim, o uso de um Unico antioxidante nédo é
capaz de prevenir o dano referente ao burst oxidativo como um todo. Além
disso, a efetividade de um antioxidante € uma funcdo de sua concentracdo
(disponibilidade), e talvez a demanda biolégica para que estas moléculas
surtam algum efeito protetor exceda a capacidade de entrega durante a

reperfusao.

Outra abordagem para a questdo no ambito da geracdo de moléculas
toxicas durante o processo de I/R, é a de ativacdo das defesas enddgenas da
célula, como por exemplo a enzima aldeido desidrogenase-2 (ALDH2). Esta
enzima localizada na matriz mitocondrial é responsavel por metabolizar
aldeidos de cadeia curta produzidos no quadro da reperfusdo, como o 4-
hidroxido-2-nonenal (4HNE) ou malonaldeido, e o0 aumento da sua atividade
mediado pela molécula ativadora Alda-1 é capaz de provocar diminuicdes na
area de infarto em modelos animais ex-vivo e in-vivo de I/R (20). Devido a sua
alta aplicabilidade em diversas etiologias, ensaios clinicos estdo sendo
realizados em diferentes doencas, mas 0s nenhum resultado de nenhum

destes testes ainda fora publicado.

O combate a inflamacéo estéril decorrente da I/R também se tem obtido
sucesso em testes pré-clinicos. A molécula TAK-242 (antagonista do receptor
TLR4 de células do sistema imune) e anticorpos contra a proteina do sistema
complemento C5 também se demonstraram capazes de mitigar a
agressividade da reperfusao em modelos experimentais de
isquemia/reperfusdo cardiaca, mas, assim como as outras estratégias listadas

acima, ainda nao estéao disponiveis para o tratamento na clinica.

Os efeitos deletérios da sobrecarga de calcio também foram alvo do
desenvolvimento de compostos bioativos. A inibicdo de calpainas ja fora

empregada experimentalmente, e o inibidores ClI-1, CI-3 (calpain inhibitor 1 e 3
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respectivamente) e MDL-28170 também foram capazes de provocar uma
diminuicdo na é&rea de infarto (11, 21). O mesmo efeito foi verificado com o

inibidor de contratura 2,3 Butanodione monoxime (22).

Além dos exemplos citados aqui, outras moléculas ja foram reportadas
como capazes de diminuir a area de infarto nos mais diversos modelos
experimentais de I/R, das quais, um numero menor ja fora testado em ensaios
clinicos e o resultado néo fora diferente: Até o dia de hoje, ndo existe nenhuma
alternativa disponivel na prética clinica para a lesdo de reperfusdo. Desta
forma, fica claro que estamos vivendo em um momento de grande
descompasso entre a ciéncia de base e a aplicacdo, em que a urgente
demanda por novas terapias permanece desguarnecida, fato que justifica os

assustadores numeros epidemioldgicos associados a essa injuria.

Uma especulacdo plausivel do porque isso acontece talvez seja a
prépria natureza multifatorial do dano de isquemia reperfusdo. As moléculas
até entdo testadas procuram amenizar especificamente apenas um dos efeitos
deletérios da doenca, e portanto, apesar de melhorar os marcadores
bioguimicos desta resposta alvo, os demais fatores deletérios ainda persistem
gerando um dano de grande magnitude, assim limitando a robustez da terapia

candidata, fazendo com que ela falhe no teste clinico.

E verdade que, teoricamente, quanto mais downstream for o alvo de
uma droga, menores serdo os riscos de desenvolvimento de efeitos adversos
contra uma determinada terapia. Contudo no caso de doencas multifatoriais, 0s
beneficios multiplos atingidos pelo estimulo em alvos mais upstream possam
oferecer retornos maiores, ja que tem a possibilidade de atuar em mais de um

componente deletério de uma soé vez.

Desta forma, no presente trabalho estabelecemos como objetivo

principal o desenvolvimento de uma nova estratégia para limitar o dano de

isquemia/reperfusdo no miocardio, com o diferencial de ndo focar em um Unico

aspecto da génese do dano, buscando entdo maximizar sua robustez frente a

esta injuria multifatorial.
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Antes de entrar nos méritos da historia investigativa propriamente dita
deste documento, € importante fazer uma ressalva quanto a disposicdo das
informacdes contidas no mesmo. Para cumprir com o objetivo acima proposto,
diferentes estratégias foram empregadas ao longo destes dois anos e meio de
pesquisa, sendo que muitas vezes estas abordagens possuiam pouca relacédo
entre si. A transi¢cao entre uma ou outra abordagem foi realizada seguindo as
evidéncias naturais observadas em cada experimento, € ndo apenas em
minhas hipoteses iniciais, 0 que implicou na imediata tomada de decisdo a

respeito dos rumos do trabalho apds cada nova evidencia encontrada.

Dada a particularidade deste modo de trabalho, a forma tradicional de
apresentacao da tese ndo me pareceu adequada. A apresentacdo de todo
suporte tedrico dos temas que abordei, em uma Unica secdo anterior aos
resultados tornaria este documento confuso, ja que a ligagcdo entre uma
estratégia e outra se deu por meio dos proprios resultados. Por este motivo
aproveitei a liberdade das regras do programa de pdés-graduacdo que me
permitem unir resultados e discussdao em uma mesma sec¢do. Desta forma
encontrei o formato 6timo para transitar entre os diferentes ambitos do trabalho,
fornecendo de forma clara e objetiva as justificativas experimentais para cada
transicdo. Assim, o suporte tedrico de cada secdo sera disposto sob demanda,
isto é, aparecera no texto no momento em que for relevante ao entdo presente

estado da investigacéo.

Esta disposicdo incomum foi propositalmente executada com o intuito de
aumentar a clareza e objetividade do texto, e espero que ao final da leitura, o
leitor possa concordar comigo em que esta decisdo foi adequada as

particularidades do curso investigativo em questao.

Resultados prévios do laboratorio

A historia desta investigacdo teve inicio em resultados preliminares
inesperados envolvendo o papel de uma proteina mitocondrial no insulto de I/R.
A proteina em questao, chamada Peptideo Deformilase (PDF), tem uma funcéo

determinante para a correta producdo de proteinas mitocondriais. Para melhor
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descrever os resultados e hipoteses referentes a este experimento,
primeiramente é importante compreender quem é a PDF e como ela vai parar

em seu local de atuacao.

A mitocdndria, organela atualmente presente na imensa maioria dos
Eucariontes, era, num passado remoto, um ancestral bacteriano. Em
determinado momento na escala evolutiva este ancestral passou a manter
relagbes estritas com uma célula nucleada, até que em determinado momento
passou a viver no interior desta, trocando funcdes e material genético com a
célula hospedeira. Com o passar dos anos, este meta organismo se
diversificou, e deu origem ao grupo hoje entendido como Eucarionte. Durante
este processo estabeleceu-se uma completa dependéncia do ex-organismo
(atual mitocdndria) e a célula hospedeira, e uma das mais proeminentes

evidencias deste fato se insere na composicdo de seu genoma (23).

A mitocbndria possui um genoma préprio, circular, composto por
centenas de cdpias numa mesma organela, responsavel pela codificacdo de
apenas 13 das mais de 1500 proteinas que a compde (24). A grande maioria
de suas proteinas €, portanto, codificada no genoma nuclear, traduzida no
citosol, e entdo direcionada para a organela, onde poderdo ocupar qualquer um
dos seus quatro (matriz, membrana interna, espaco inter-membranas ou

membrana externa) espacos estruturais (23, 24).

A correta localizacdo de cada proteina mitocondrial (codificada no
nucleo) depende, dentre outras coisas, de uma sequéncia de aminoacidos
presente no préprio transcrito, responsavel pela interacdo com a maquinaria de
importacdo adequada condizente com sua localizacdo final. Proteinas
residentes da matriz mitocondrial possuem uma sequencia localizada na
porcao n-terminal do transcrito chamada de MTS (matrix targeting sequence),
composta por uma alta prevaléncia de aminoacidos positivos (25) que, apos
interacdo com o complexo TOM/TIM de importacdo (24), é clivada no interior
da organela pela protease MPP (matrix processing peptidase). Esta sequéncia
€ pouco conservada entre as proteinas, mas acredita-se que todas formem
uma estrutura de a-hélice anfipatica reconhecida pela maquinaria de

importacdo (26). Desta forma, proteinas mitocondriais residentes da matriz
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possuem duas massas moleculares distintas, uma quando o transcrito est4 fora
da mitocondria, e outra menor quando este adentra a organela e tem sua MTS

clivada.

Ao contrario das proteinas transcritas do genoma nuclear, as codificadas
do genoma mitocondrial ndo possuem nenhuma sequencia sinal para seu
enderecamento, ja que sado todas traduzidas e residentes da matriz. Contudo,
um importante detalhe diferencia sua producdo da producdo de todas as

demais proteinas na célula: a iniciagdo da traducdo com a metionina formilada.

A traducdo de transcritos de todos 0s seres vivos se inicia com o
aminoacido metionina, mesmo que na imensa maioria dos casos, este seja
removido pela proteina metionina aminopeptidase (27). Contudo, em bactérias
e derivados, esta metionina sofre uma modificacao (formilacédo) e sua exciséo
ndo pode ser concluida a menos que esta modificacdo seja revertida. Este é o
papel atribuido a proteina PDF (28), proteina entdo determinante no correto
enovelamento e funcdo das 13 proteinas mitocondriais codificadas no proprio
genoma. A PDF € uma proteina cujo gene esta inserido no genoma nuclear, e
que exerce sua fungao na matriz mitocondrial, portanto seu transcrito “imaturo”

possui uma MTS que o direciona para este compartimento da organela.

Por motivos particulares ao projeto anterior, meus colegas estavam
preocupados em compreender qual o papel desta proteina na injaria de
isquemia-reperfusdo em células MEF (mouse embrionic fibroblasts). Para isso,
realizou-se a transfeccdo destas células (por 24 horas) com dois plasmideos
distintos: o primeiro codificando a proteina fusdo de PDF com Citrine (proteina
fluorescente semelhante a GFP) e o segundo com a mesma proteina fusao,
porém sem a MTS (PDF truncada, ou trPDF) conforme Fig. 2 A. Desta forma, o
produto do primeiro plasmideo seria enderecado a matriz mitocondrial, ao
passo que o do segundo ficaria no citosol, e ndo apresentaria funcao alguma,
ja que os substratos para PDF se encontram na matriz da mitocéndria. Em
seguida as células foram submetidas & um protocolo de hipdxia-reoxigenacao
(H/R -um modelo in-vitro que mimetiza o processo de I/R que ocorre in-vivo),

conforme esquematizado na figura 2B.
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Figura 2. A) llustragdo do produto de cada um dos
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enzima lactato desidrogenase apds protocolo descrito na
linha temporal. *p<0,05 em teste t vs control.
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Ao final do protocolo a
atividade da enzima lactato
desidrogenase (LDH- marcador
de morte necrotica) foi
mensurada e os resultados estao
expressos na figura 2B.

Resultados curiosos e até
entdo inexplicaveis foram obtidos
deste experimento. Como
esperado pela hipotese dos meus
colegas, a superexpressao de
PDF completa foi capaz de
exercer um papel protetor contra
o insulto de H/R, porém, o

mesmo foi observado com a

versao truncada da proteina, que
nao deveria apresentar efeito nenhum, jA que néo possui funcdo quando fora
da matriz mitocondrial. Este resultado ainda foi reproduzido em outra linhagem

celular, demonstrando consisténcia na resposta.

Coincidentemente, no mesmo ano de 2015, um estudo publicado na
revista Nature relatou a descoberta de uma nova resposta celular em leveduras
(Saccharomyces cerevisiae) na qual estes resultados inesperados pareciam se

encaixar perfeitamente.

UPRam como alvo promissor

Com o titulo de “proteinas mitocondriais mal localizadas ativam uma
resposta proteostatica no citosol” (traducgao livre) o trabalho de Wrobel et al.
(29) descreve uma interessante sequencia de eventos ocorridos no citoplasma
em resposta ao acumulo de proteinas mitocondriais neste compartimento
celular. Iniciando sua investigagdo com um modelo de prejuizo na maquinaria

de localizac&o de proteinas residentes do espaco inter-membranas (IMS- inner
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membrane space), os autores identificaram uma série de elementos que depois

foram validados com um inibidor da importagéo de outras vias.

Proteinas residentes do IMS podem seguir duas vias diferentes para sua
importacdo. Caso estas proteinas possuam MTS, a interagdo com o
transportador da membrana interna tim23 provoca o0 ancoramento do precursor
na membrana, e uma clivagem subsequente faz com que a proteina se
disponibilize soltvel no IMS (30). Outras proteinas ndo possuem a MTS, mas
ao invés disso, possuem um motivo sinalizador para locagdo contido no meio
de sua sequencia primaria (e ndo na porcdo N-terminal, como é a MTS). Este
motivo € composto de duas unidades de uma sequencia contendo duas
cisteinas separadas por 3 ou 9 residuos de aminoacidos quaisquer (dai 0 nome
twin (CX3C), e twin (CXoC),), e devido a essa riqueza em cisteinas, utilizam
uma maquinaria mais especializada, chamada Mia40 (IMS import and
assembly) (24). Este motivo sinalizador ndo é clivavel como a MTS, e

permanece constitutivamente na proteina madura.

Cisteinas sdo os uUnicos residuos de aminoacidos capazes de formar
uma forte ligacdo covalente entre si, chamada ponte dissulfeto. Esse tipo de
ligacdo tem importancia fundamental no estabelecimento da conformacao
Otima de um numero de proteinas, e por esse motivo € indispensavel que esta
ligacdo seja formada na hora e lugar correto. Nesta maquinaria de importacao,
a proteina MIA40 (localizada no espaco inter-membranas) € responsavel pela
recepcado do polipeptideo a ser importado e pela total oxidacdo das cisteinas
gue o compdBe (31). O precursor proteico continua associado a MIA40 (em seu

sulco hidrofébico) até que se dobre corretamente e seja dissociado (24).

Essa associacdo envolvendo a oxidacdo de cisteinas € um processo
redox, e os elétrons captados do precursor precisam ser subtraidos de MIA40
para que esta possa interagir com um préoximo polipeptideo. Este é o trabalho
da proteina erv-1, que sequestra esses elétrons e 0s repassa para a cadeia de

transporte de elétrons, fechando assim o ciclo redox (24, 31).

Com um modelo mutante de perda de fungdo da proteina Mia40, os
autores do trabalho verificaram que os precursores de proteinas do IMS se

localizavam no citoplasma, ao invés do seu espaco residente. Apos realizarem
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ensaios de protedmica e transcriptomica, identificaram uma série de alteractes
na abundancia principalmente em vias envolvidas em dois importantes
processos celulares: sintese e degradacao proteica. Além da diminuicdo nas
proteinas e mMRNAs relacionados a componentes ribossémicos, uma
diminuicdo na taxa de sintese proteica fora observada, mensurada pela

incorporacdo de aminoécidos radioativos ao conteudo proteico.

Por outro lado, proteinas associadas a montagem do complexo
multicatalitico do proteassoma mostraram-se elevadas, bem como o estado
global de poliubiquitinacdo e a prépria atividade catalitica do mesmo (em
resposta ao acumulo de proteinas mitocondriais no citosol). Resultados
semelhantes foram obtidos quando a importacdo de proteinas mitocondriais
com MTS foi inibida, e ainda, ensaios com quatro proteinas individualmente
expressas com ou sem o peptideo sinal demonstraram que o efeito observado

nao € atribuido ao acumulo de uma Unica proteina especifica.

Resumidamente, os autores concluem que o acumulo de proteinas
mitocondriais no citosol € combatido de duas maneiras, o aumento da
degradacdo e o bloqueio da sintese proteica global. A esta resposta
proteostatica ativada pelo acumulo de proteinas mitocondriais no citosol foi
dado o nome de UPRam (unfolded protein response activated by mistargeted

protein).

Em ultimo, porém ndo menos importante, os autores mostraram que a
UPRam é capaz de conferir resisténcia as leveduras quando estas eram
desafiadas com choque térmico (condicdo ndo permissiva a estes organismos),
diminuindo a morte celular em até 60% frente a este estresse. Além disso, para
que esta resisténcia fosse adquirida, a ativacdo do proteassoma demonstrou-

se indispensavel.

Por outro lado, um segundo estudo publicado no mesmo numero desta
revista, também em leveduras, encontrou resultados muito semelhantes, mas
focando em outra parte do fendbmeno. Wang & Chen chegaram as mesmas
conclusbes de Chasinka et al. a respeito da resposta proteostatica
desencadeada pelo acumulo de proteinas mitocondriais no citosol, porém

investigaram mais a fundo os efeitos que este defeito sustentado € capaz de
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produzir. Se a UPRam é capaz de gerar uma resposta protetora contra o
choque térmico quando ativada transientemente, o acumulo sustentado é
capaz de provocar uma recém descoberta forma de morte celular, batizada de
mPOS (32).

Se nao fosse pelo detalhe de ter sido descoberta em Saccharomyces

. cerevisiae e ter protegido
— ot essas células ao estresse
de choque térmico, a
UPRam poderia

perfeitamente explicar o

N

porque de nos
experimentos preliminares
dos meus colegas, a
versao truncada da PDF ter

sido capaz de conferir

protegdo as MEF contra o

Figura 3: ilustracdo esquematica da hipdtese do estudo.  protocolo de hipdxia-
Peptideos liberados pela degradacdo proteassomal de )
proteinas mitocondriais seriam capazes de ativas a UPRam  reoxigenacao. Desta forma,
em célilas de mamiferns. L o
verificar a existéncia desta
via em células de mamiferos pode representar um importante passo para o
desenvolvimento de uma nova opcao terapéutica contra o dano de
isquemial/reperfusdo, e por este motivo foi tracado como o primeiro objetivo

deste trabalho.

Além disso, dado o papel indispensavel do proteassoma na conferéncia
de tal resisténcia, hipotetizamos ainda que a molécula natural ativadora da
UPRam seria um peptideo oriundo da degradacdo de proteinas mitocondriais
via proteassoma (conforme esquematizado na Fig.3). Um segundo objetivo, a
ser concluido no decorrer ou em trabalhos posteriores seria o de identificar esta
molécula e testar sua capacidade de desencadear o efeito citoprotetor da
UPRam. O dominio desta molécula seria de grande valor na aplicacdo desta
estratégia na clinica, podendo ser desenvolvida futuramente em uma droga
comercial responsavel por mitigar os severos danos oriundos da hipéxia-

reoxigenacao.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Cultura de células e extracdo de proteinas

Células da linhagem H9c2(2-1) foram cultivadas em incubadora CO,
automatica (a 37°C e 5%CO,) em meio de cultura Dulbecco’s Minimal Eagle’s
medium (DMEM) 4,5g/L glicose suplementado com 10% Fetal Bovine Serum
(FBS), 100 unidades/ml penicillin, 100ug/ml streptomycin. Para 0s
experimentos em que as ceélulas foram diferenciadas, apdés plagueamento na
proporcdo 19,5x10° cels/cm?® (o equivalente & 7.500 células por poco de
P96wells), ao dia seguinte fora substituido o0 meio de cultura citado a cima por
DMEM sem fenol, 4,59/l glicose, suplementado com 1%FBS e 10nM all-trans
retinoic acid (RA- sigma). O cultivo subsequente se deu por sete dias, com a
troca peridédica do meio de cultura a cada dois dias. Para os experimentos que
envolviam andlise proteica ou ensaio da enzima lactato desidrogenase, apds
remocdo do meio de cultura, as células aderidas foram lisadas em tampao
RIPA (50mM Tris, 150mM NacCl, 0,5% sodium deoxycholate, 1% triton-X).

2.2 Ensaio de atividade catalitica proteassomal in-vitro

A atividade proteassomal do sitio catalitico chymotrypsin-like fora
avaliada utilizando o substrato fluorescente Suc-LLVY-AMC. Para isso, o lisado
celular (40ug de proteina total) foi ensaiado em tampao 25mM Tris-HCI, 5mM
MgCl,, pH 7,5. A atividade catalitica fora calculada a partir da taxa de emissao
de fluorescéncia do fluor6foro AMC (Aex 380nm, Aem 460 nm) ao longo de 60

minutos, adquirida no spectrofluorimetro Biotek.

2.3 Ensaio de sintese proteica

A puromicina € um antibidtico produzido pela bactéria Streptomyces
alboniger e sua estrutura molecular possui grandes similaridades com a
molécula de Acyl-tRNA. Por este motivo, a molécula é capaz de se infiltrar no
ribossomo e se ligar covalentemente ao polipeptideo nascente, provocando a

interrupcdo prematura deste. Sob condi¢bes controladas, a incorporagdo de
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puromicina as proteinas celulares pode ser usada como indicio da velocidade
da sintese proteica. Utlizando um anticorpo anti adutos de puromicina
(Millipore-MABE343) é possivel quantificar as diferencas entre os tratamentos
via SDS-PAGE (REF). Desta forma, apos os tratamentos indicados, as células
foram expostas a um pulse de 10 minutos com puromicina a 5ug/ml, periodo no
qual os adutos foram feitos. Em seguida as células foram lisadas conforme
citado acima e os lisados submetidos a imunomarcacdo conforme descrito

abaixo.

2.4 Andlise da expressao proteica

Os niveis de expressdo das proteinas de interesse foram quantificados
por meio da técnica de Western blot (Wb), conforme previamente padronizado
no laboratorio. Para isso, os lisados em RIPA (conforme descrito acima) foram
submetidos a centrifugacdo (12.000 rcf, por 15 minutos a 4°C), dosados com o
reagente de Bradford, e entdo submetidos a desnaturacdo (5 minutos de
incubagéo a 95°C) em tampao Laemmli. Um total de 30ug de cada amostra foi
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), sendo as
proteinas posteriormente transferidas para uma membrana de PVDF (GE
healthcare). Na sequencia a membrana foi incubada com solug&o bloqueadora,
anticorpo primario e anticorpo secundario conjugado a peroxidase, sendo a
quimiluminescéncia emitida capturada no fotodocumentador  Uvitec
(Cambridge). Os anticorpos utilizados neste estudo foram o0s seguintes
(proteina, empresa- namero de catalogo): HSP60, Santa Cruz SC-13115;
NDUFa9, ABCAM AB14713; PDF, Sigma SAB1102364; ALDH2, Santa Cruz
SC-48837; LETM1, ABCAM ab96237; Ubiquitina, Santa Cruz sc-8017; a-
actina, Santa Cruz sc-58670; Puromycin, Millipore MABE343; OPA-1,
ABNOVA H00004976; LC-3, Cell Signaling 4108-s.

2.5 Protocolo in-vitro de hipdxia-reoxigenacao

Apbs o tratamento com as drogas, duragfes e doses indicadas em cada
experimento, as células foram lavadas uma Unica vez com phosphate buffer

saline (PBS), e entdo separadas em dois grupos, de norméxia (cultivado em
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Krebs-Henseleit buffer- 110 mM NaCl; 4,7 mM KCI; 1,2 mM KH;POy4; 1,25 mM
MgSOy; 1,2 mM CacCl,; 25 mM NaHCOg; 15 mM glicose; 20 mM HEPES; pH
7,4) ou hipoxia reoxigenacdo (submetido a hipéxia em Gaspack [BD] em meio
gque mimetiza o ambiente isquémico -125 mM NaCl; 8 mM KCI; 1,2 mM
KH2POy4; 1,25 mM MgSO4: 1,2 mM CaCly; 6,25 mM NaHCO3; 5 mM sodium
lactate; 20 mM HEPES; pH 6,6). ApGs o tempo indicado de hipdxia, ambos os
grupos foram mantidos em Krebs-Henseleit buffer em incubadora de CO, sob

condicBes normoxicas até a respectiva duracdo da reoxigenacao.

2.6 Ensaio de atividade da lactato Desidrogenase (LDH)

A presenca da enzima lactato desidrogenase no meio de cultura de
células in vitro € um indicador de citotoxicidade, e a quantificacdo dela é
inferida pela sua atividade. O mecanismo em que se baseia o protocolo é
dependente da reacdo catalisada pela enzima: piruvato (0,8mM) + NADH
(0,2mM) — lactato + NAD". A reacéo é efetuada em tamp&o Tris-HCI 200mM
pH=7,3, com 50uL do meio coletado, ou 10 pL do lisado das células aderidas
(que representa 10% do total de 100 pL do lisado) em volume final de 200uL. A
taxa de oxidacdo de NADH foi calculada a partir de medidas periddicas da
absorbancia a 340nm tomadas ao longo de 60 minutos, comprimento de onda
de absor¢cdo do NADH. Para cada poco, a morte celular foi calculada como
atividade total no sobrenadante/ atividade total (sobrenadante total+lisado
total).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracterizacdo da UPRam em células de mamiferos

Para verificar a ocorréncia da UPRam em mamiferos, selecionamos
como modelo de estudo a linhagem imortalizada H9c2(2-1) (que neste trabalho
sera identificada por apenas H9c?2). Trata-se de uma linhagem estabelecida em
1976, através do método de passagem serial seletiva a partir do tecido
ventricular cardiaco de embrides de ratos (Rattus norvergicus)(33). A linhagem
conserva varios aspectos presentes em células musculares tanto cardiacas
quanto esqueléticas (devido ao seu subjetivo grau de comprometimento) e

possui alta capacidade proliferativa e alto conteddo mitocondrial (33, 34).

O modelo nos pareceu adequado, visto que conserva uma origem
cardiaca e alto numero de mitocondrias, portanto sendo relevante para um
estudo inicial da sinalizagdo mitocondrial no coragédo. Optamos pelo uso destas
células imortalizadas (que ja sdo usadas ha mais de 40 anos) em detrimento da
cultura priméria, motivados ndo apenas pela conveniéncia de se trabalhar com
este tipo celular, mas também pela reducdo do uso de animais para

experimentagao.

Desta forma, para cumprir o objetivo proposto, além de promover a
superexpressao das proteinas PDF (truncada ou ndo) no meu modelo in-vitro,
contei com duas alternativas farmacoldgicas para realizar a inibi¢cdo transiente
da importacdo de proteinas mitocondriais. Assim como no trabalho original com
leveduras, promovi tanto a inibicdo da importacédo via MIA40/erv-1 (com o uso
da small molecule MitoBloCK-6 —Mitochondrial protein import blockers from the
Carla Koehler laboratory-6) quanto das proteinas detentoras de MTS (com o

uso do desacoplador CCCP -Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona).

Nesta fase do projeto, o trabalho resumiu-se a mimetizar as intervencgoes
executadas em leveduras no trabalho de Wrobel et al. e verificar se as
respostas observadas em H9c2 se assemelhavam aquelas reportadas no
trabalho original. Para tanto, me ative aos seguintes fenoétipos: 1. Acumulo de
proteinas mitocondriais no citosol. 2. Ativacdo do sistema ubiquitina-

proteassoma 3. Bloqueio da sintese proteica.
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Contudo, antes de entrar nos resultados propriamente ditos, é pertinente
um breve detalhamento acerca da estratégia de uso e do mecanismo de acdo

de cada um dos inibidores utilizados neste trabalho.
Estratégia experimental pulse-chase

Com o objetivo de manter a caracteristica transiente na inibicdo da
importacdo de proteinas mitocondriais, desenhamos experimentos utilizando o
racional baseado na estratégia de pulse-chase, a mesma utilizada por Wrobel
et al. (29). A estratégia compreende expor as células a dois momentos
distintos: no primeiro momento oferecemos um estimulo, chamado de pulse; no

segundo momento chamado chase o

estimulo é cessado e acompanhamos

PULSE _ CHASE

0S ajustes tardios. Para facilitar o

DMSO meio de cultura entendimento dos leitores deste
ccep documento, sempre que um esquema
MitoBlock-6

do delineamento experimental

o N O
& nco |

compreendendo a estratégia de pulse-

chase for apresentado, o periodo de

pulse estara representado pela cor

Figura 4: Esquema didatico sobre a estratégia
de pulse-chase. Em cima, representacdo de
linha temporal contendo informagfes sobre o
periodo do experimento. Em baixo ilustracdo
sobre o que representa fisicamente os periodos
pulse e chase em cada possivel grupo.

vermelha, enquanto o chase estara em
cor preta. A primeira ilustragcdo a

respeito da estratégia pulse-chase

esta representada na figura 4.
MitoBloCK-6 e CCCP

A via redox de importacdo de proteinas mitocondriais residentes do
espaco inter-membranas pode ser inibida com o composto MitoBloCK-6. Um
screening contando com uma livraria de 50.000 compostos foi realizado em um
ensaio de atividade com a proteina Erv-1 isolada, e a molécula que atingiu a
maior inibicdo desta atividade foi caracterizada, o MitoBIoCK-6. A molécula foi
entdo validada ainda em ensaios com diversos niveis de complexidade,
passando por mitocondria isolada, células em cultura e até em organismos
completos (zebra fish). Os estudos preliminares demonstraram que apos 8

horas de exposi¢cao (20uM), células tronco embrionarias humanas (hESCs)
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iniciaram o programa apoptético de morte celular via extravasamento de
citocromo C, o que em células HelLa ndo foi observado nem mediante & 16
horas de exposicdo (35). Este inibidor, portanto, caracterizou-se por sua
eficiéncia em inibir o funcionamento da maquinaria proposta e por provocar

morte celular em determinados tipo celulares.

A importacdo mitocondrial de proteinas detentoras do peptideo de
transito positivamente carregado em sua por¢cdo N-terminal (MTS) é
dependente do potencial de membrana mitocondrial, a fim de obter sucesso ao
transpor a barreira da membrana interna, sofrendo uma eletroforese natural
gue culmina com o adentramento do precursor na matriz (24, 29, 30). Desta
forma, uma maneira eficiente de impedir que estes precursores sejam
corretamente enderecados é a dissipacdo deste gradiente de prétons, que
pode ser alcancada pelo uso de um desacoplador, como o 2,3-dinitrofenol
(DNP) ou CCCP (que inclusive foi a molécula escolhida por Wrobel et al. no

trabalho supracitado).

Contudo, a perda do potencial de membrana mitocondrial acarreta em
muito mais efeitos do que meramente a inibicdo da importacdo destas
proteinas. O proprio nome da categoria destas moléculas (desacopladores) ja
denota um de seus efeitos fundamentais na homeostase da organela. A
diferenca de potencial elétrico mantida entre o espaco inter-membranas e a
matriz € chamada de forca préton-motriz, que é responséavel pela transferéncia
de energia da oxidacdo das coenzimas reduzidas no ciclo de Krebs para a
fosforilacdo do ADP em ATP, processo conhecido por fosforilacdo oxidativa
(oxphos- oxidative phosphorilation). Com a perda deste potencial exercida pela
atividade destas moléculas, a oxidacdo de coenzimas é realizada de forma
desacoplada a fosforilacdo de ATP, motivo pelo qual sdo chamadas de
desacopladores. Assim, desacopladores sdo conhecidos por promover um uso

ineficiente dos substratos energéticos celulares.

Além disso, desacopladores ja se mostraram capazes de ativar
diferentes vias de sinalizacdo celulares, como por exemplo, a via autofagica

(36), e diversos efeitos nos mais diferentes modelos ja foram relatados na



37

literatura (uma busca pelo termo “CCCP” sozinho no pubmed retornou 3072

artigos, sendo o mais antigo, de 1962).

Visto que ambas as ferramentas farmacoldgicas envolvidas neste estudo
tém um apelo toxicoldgico relevante, o inicio desta investigacdo foi realizado
com a determinacdo da faixa fisioldégica (ndo téxica) de concentracbes que
poderiam ser testadas nos experimentos seguintes. Desta forma, expus as
células a 2 horas com diferentes concentracdes de CCCP (2h pulse) ou 4 horas
a diferentes concentracfes de MitoBloCK-6 (4h pulse), medindo a morte celular

depois de cada periodo, conforme figura 5 A e B respectivamente.

L L
A) Morte celular (CCCP) B) morte celular (MitoBloCK-6)
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Figura 5: Morte celular provocada pela exposicdo a duas horas com diferentes doses de CCCP (A-
n=10 por condicdo) ou quatro horas com diferentes doses de MitoBloCK-6 (B- n= 5 por
condicéo).*p<0,05 em teste t vs DMSO.

A exposicdo ao desacoplador durante duas horas demonstrou-se bem
toleravel para este tipo celular, como fica evidente na figura 5A. Apesar de
atingirem relevancia estatistica, as doses de 20 e 200uM nao sido capazes de
aumentar a morte celular neste periodo nem em 50% em relacdo a morte basal
causada pelo veiculo (que é a morte minima detectavel). Assim, estabeleci os
limites permissivos para a realizacio de testes entre 20n e 200uM, embora nao
necessariamente tenha utilizado todas estas doses nos experimentos

subsequentes.
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O cenério obtido com a molécula MitoBloCK-6 é um tanto diferente.
Apesar de toleravel com doses entre 10 e 50uM, doses maiores se
demonstraram altamente toxicas, provocando dez vezes mais morte do que o
veiculo sozinho (Fig. 5B). Por este motivo, o limite superior de MitoBloCK-6 foi
determinado em 50uM. Vale ressaltar que estes numeros estido de acordo com

0s encontrados em outros trabalhos disponiveis na literatura (35).

Estabelecidos os limites da quantidade de cada um dos inibidores
selecionados para o estudo, o trabalho pode ser desenvolvido no sentido de
verificar a emergéncia dos fendtipos caracteristicos da UPRam frente aos
estimulos de inibicao transiente da importacdo de proteinas mitocondriais. Para
facilitar o entendimento deste documento, decidi omitir os diversos passos
realizados para a padronizagcdo de cada experimento, de maneira que 0s
resultados demonstrados nas se¢fes seguintes serdo os obtidos a partir de um
experimento representativo daquilo que foi obtido em todos os demais tomados
em conjunto. Essa estratégia facilita a fluidez do documento, porém em
contrapartida provoca muitas vezes a perda da exatiddo dos porqués que
justificaram a escolha de cada condicao especifica. Visto que estes porqués ja
foram relatados e aprovados no momento de minha qualificacdo, torna-se

conveniente acelerar este trecho do documento.

Os resultados a seguir serdo dispostos em topicos conforme o fenétipo
investigado. Dentro de cada tépico haverd uma breve descricdo de como este
fenotipo se manifestou em leveduras no trabalho de Wrobel et al., antes da
apresentacao do resultado obtido na minha investigacdo em H9c2. Por ultimo,
um breve comentario acerca da adequacdo ou ndao entre ambos o0s estudos
fechard o topico, e uma conclusdo com base em todos os topicos como um
todo fechard este capitulo sobre a conservagdo (ou néo) da via UPRam em

células de mamiferos.
Provocando o acumulo de proteinas mitocondriais no citosol

Como mencionado anteriormente, proteinas mitocondriais que utilizam o
peptideo de transito para se localizarem corretamente na mitocdndria
dependem do potencial de membrana mitocondrial para seu processo de

importacéo. Além disso, uma vez importadas, estas proteinas perdem a MTS, o
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que implica numa diferenca de massas entre a cadeia importada e a que
permanece no citosol. Portanto, a dissipacdo do potencial de membrana é
capaz de promover o acumulo de cadeias mitocondriais pesadas, que pode ser
verificada em um Western blot, assim como fora feito no trabalho de Wrobel et
al. Contudo, apenas proteinas recém sintetizadas no citoplasma estéo sujeitas
a este acumulo, e portanto, a capacidade de detectar este acumulo vai
depender ndo apenas da capacidade da dose de desacoplador (CCCP)
empregada em dissipar o potencial de membrana, mas também da taxa de
producdo desta proteina (para que cadeias pesadas suficientes para serem
detectadas sejam produzidas no tempo de exposi¢cao selecionado).

Por outro lado, proteinas que dependem da via Mia40/erv-1 (sensiveis
ao MitoBlIoCK-6) para chegar ao IMS ndo possuem o peptideo de transito
guando estao fora da mitocondria, e portanto ndo apresentam esta diferenca de
massas entre as cadeias importadas e ndo importadas. Desta forma a
deteccdo da eficdcia do tratamento tomado este fendtipo ndo pode ser
mensurada por um simples Western blot com lisado total. Neste caso seria
necessario um fracionamento celular entre as por¢cées mitocondrial e citosolica,
procedimento que, apesar de trivial, teve a execucéo condicionada ao éxito nos

demais fendtipos investigados.

Apesar de ser uma implicagdo jaA conhecida hd muito tempo, nédo
encontrei nenhum trabalho na literatura que tenha estudado a inibicdo da
importacdo de proteinas em H9c2, logo precisei encontrar as condicfes ideais
para verificar este fenétipo. Para tanto, testei uma série de combinacfes de
tempos, doses e anticorpos diferentes, cada um para uma proteina especifica
que possui uma MTS de tamanho proprio (como listado na tabela 1).

Proteina Imatura Processada MTS Refseq
ALDH2 56,5 54,4 2,1 NP_115792.1
HSP60 61,0 58,0 3,0 NP _071565.2
LETM1 83,0 70,7 12,3 NP _001005884.1
NDUFa9 42,6 38,9 3,7 NP_001094222.1
PDF 25,8 23,9 19 XP_001073696.3

Tabela 1: Tamanho dos polipeptideos (em kDa) referentes as cinco proteinas usadas na
investigacao, e os respectivos cédigos de acesso no banco de dados do NIH.
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Consegui obter éxito em detectar a presenca de uma proteina com a
adicdo da massa prevista para seu peptideo sinal, conforme demonstrado na
figura 6. Além disso, esta adicdo de massa s6 € observada no grupo tratado
com o CCCP, e ndo nos demais grupos inseridos como controle, isto €, células

sem tratamento (cels), veiculo (DMSO) ou MitoBloCK-6.

E interessante
4h notar que, apesar de ter
_I CcccpP MB-6 tentado com diversas
| |
CELS DMSO 20um 40uM  20uM  40uM proteinas, das quais para
esta figura, trouxe
HSP60 g
L 2 X X X N apenas cinco (Figura 6),
uma Unica atingiu niveis
NDUFa9 g

suficientes  para  ser
PDF = = = = o - detectada por um

-, A . Western  blot.  Esta
proteina, LETM1 é

ALDH2 __ - residente da membrana

LETMA1 <€— interna, onde atua
r ¥x¥ X X X X _J

Figura 6: painel de expressdo de cinco proteinas Lo ]
mitocondriais ap6s diferentes tratamentos com DMSO, cCcp  calcio envolvido na
ou MitoBloCK-6 durante um pulse de 4 horas. Em destaque, o
peptideo ndo processado da proteina LETM1 (adicdo de 12
kDa na proteina LETM1).

formando um canal de

captacdo deste ion para
o interior da mitocondria.
E bem verdade que
dentre as proteinas expostas na figura, ela € a que apresenta o0 maior MTS
(vide tabela 1), o que sugere que talvez o problema na detec¢édo pudesse ter

sido uma pobre separacéo das bandas.

Contudo, outra proteina que nédo foi representada nesta figura (embora
também tenha sido avaliada nestas condicdes, e sera discutida mais adiante),
OPA-1 (Optic Atrophy-1), é detentora de uma MTS de tamanho semelhante,
com cerca de 10kDa, mas néo obtive éxito na deteccdo de sua banda pesada.
Desta forma, acho que neste caso, o fator da taxa de turnover fora o
preponderante para tanto, visto que os geéis foram feitos com a concentracao

de poliacrilamida adequada para a separacao de cada proteina em questao.
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Apoés acumuladas durante o pulse, as cadeias pesadas das proteinas
mitocondriais ndo sdo mais verificadas no chase, seja porque foram
degradadas pelo proteassoma, seja porque com O reestabelecimento do
potencial de membrana, sdo eficientemente importadas novamente. Para
verificar se o mesmo era reproduzido em H9c2, fiz um Western blot
acompanhando a massa de LETM1 nos momentos de pulse de duas horas
(que mostrou-se eficaz em provocar acumulo em outros experimentos) com
20uM CCCP, e em trés duragdes de chase distintas, de 30 minutos, uma e

duas horas, conforme evidenciado na figura 7.

Assim como

Chase publicado com leveduras,
pulse (2h) =30 1 __2h | o acumulo de proteinas

DMSO CCCP DMSO CCCP DMSO  CCCP DMso  CCCP
— — —

mitocondriais com 0

—

peptideo sinal detectavel
no pulse passa a ser

Figura 7:Padrdo da proteina LETM1 apo6s pulse de 2
horas, chase de 30, 60 e 120 minutos com CCCP 20uM ou

DMSO. tempo necessario para

indetectavel no chase. O

gue as bandas pesada sumam foi menor que 30 minutos, 0 que sugere que,
apos a lavagem com PBS, as células sao capazes de prontamente
reestabelecer o potencial de membrana. E verdade que, como mencionado
acima, a razao pela qual essas bandas somem pode ndo ser a importacado
destes peptideos, e sim a degradacédo via proteassoma. Porém, pessoalmente
acho mais provavel que seja uma mistura de ambos, uma vez que a ativacéo
do proteassoma nao é dependente do potencial de membrana mitocondrial, e
assim este complexo catalitico pode sim estar ativado ainda enquanto o
desacoplador esta atuando. Visto que ainda era detectavel este acimulo com
quatro horas de pulse, e que passa a ser indetectavel quando retiramos a
droga apdés duas horas, a hipotese de que estes polipeptideos estado
adentrando a organela ja (pelo menos parcialmente) repolarizada parece fazer
mais sentido. Para confirmar esta hipétese seria interessante efetuar a medida
do potencial de membrana mitocondrial nas condi¢gbes supracitadas, porém no

atual momento do trabalho este n&o era um objetivo central.
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Desta forma, os resultados obtidos para este fen6tipos foram capazes de
demonstrar que € de fato possivel provocar uma inibicdo transiente na
importacdo de proteinas mitocondriais possuidoras de MTS com o0 uso de um

desacoplador.

A contribuicdo do sistema ubiquitina-proteassoma na UPRam

Segundo o trabalho seminal descrevendo a via UPRam, o acumulo de
proteinas mitocondriais no citosol provocaria, durante o pulse uma maior
ubiquitinacdo de proteinas, e uma atividade proteolitica inalterada. Apos
cessada a inibicdo (chase) as proteinas poliubiquitinadas seriam digeridas pelo

proteassoma, que por sua vez apresentaria uma atividade proteolitica
aumentada.

Visando verificar se 0 mesmo ocorrera em H9c2, realizei experimentos
de pulse com duracdes variaveis com CCCP ou DMSO (de 5 minutos a 1 hora),
ou entdo com MitoBloCK-6 (20 ou 50uM) por 30, 60 ou 120 minutos, e ao final
realizei um Western blot contra proteinas poliubiquitinadas (utilizando o mesmo
anticorpo usado pelos autores do paper original). O sinal do anticorpo foi
normalizado pela expressédo de a-actina, e os valores foram plotados nos
graficos da figura 8.
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Figura 8: Ubiquitinacéo total de proteinas apds tempos variados com CCCP 20uM (A)) ou da
exposi¢do por 30, 60 ou 120 minutos com diferentes doses de MitoBloCK-6.*p<0,05 em teste t vs
DMSO.
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A atuacao de ambos os inibidores foi incapaz de aumentar a quantidade
de proteinas poliubiquitinadas durante todos os periodos de pulse investigados,
0 que contraria 0s resultados observados em leveduras. A Unica excecéo foi a
exposicao a duas horas com MitoBloCK-6, com ambas as doses propostas, o

gue de fato foi de encontro com o preconizado pela literatura.

Mesmo assim, verificamos também se o aumento da atividade
proteassomal ocorrera mediante ao bloqueio da importacdo de proteinas com
0s mesmos inibidores, e por diversos tempos de pulse, conforme exposto na

figura 9.
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Figura 9: Atividade proteolitica do sitio Chymotrypsin-like do proteassoma em diferentes tempos
de pulse com A) CCCP ou B) MitoBIoCK-6 ambos a 20uM. *p<0,05 em teste t vs DMSO.

Tomados em conjunto todos 0s cinco experimentos realizados para este
fim com CCCP 20uM (embora o mesmo tenha sido verificado com as doses de
10 e 40uM), em nenhum dos momentos investigados observou-se alteracdo da
atividade proteolitica do proteassoma (Fig. 9A), embora um aumento houvesse
sido verificado em dois experimentos compreendendo uma hora de exposi¢céo
(o que justifica a distribuicdo bimodal observada na barra de 1h na Fig. 9A.
Quando a atividade proteassomal fora avaliada durante o chase (resultados
omitidos), nenhuma alteracdo fora verificada, independentemente da dose,

tempo de pulse ou tempo de chase com o uso do desacoplador.
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A compilacdo dos cinco experimentos independentes compreendendo o
uso de MitoBloCK-6 indica um aumento sim, com duas horas de exposicdo a
droga conforme Fig. 9B. Apesar de aparentar consistente e significativo,
quando vistos individualmente, os experimentos falharam em indicar este
aumento em 3 das cinco vezes que foram repetidos. Desta forma, a
combinagdo que se mostrara promissora em reproduzir a literatura no ambito
da ubiquitinacdo, apresentou resultados contraditérios e pouco reprodutiveis

guando avaliada na atividade proteolitica.

De forma geral, a avaliacdo da contribuicdo do sistema ubiquitina-
proteassoma no quadro de inibicdo da importacdo de proteinas mitocondriais,
por ambas as maneiras propostas por Wrobel et al. gerou resultados pouco
reprodutiveis tanto em relacdo ao observado em leveduras, quanto observado
com a repeticdo dos experimentos em H9c2. Portanto, observando-se apenas
este fenotipo isoladamente, ndo obtive evidencias necessarias para sustentar a
hip6tese de que a UPRam é conservada em células de mamiferos. Contudo,
também deu-se importancia para a modulacdo do estado global de sintese

proteica.
O bloqueio da sintese proteica global na UPRam

Conforme reconhecidos pelos autores, o “outro brago” da UPRam seria o
bloqueio global da sintese proteica. Valendo-se dos aminoacidos metionina e
cisteina marcados com enxofre radioativo (**S), os autores identificaram uma
menor taxa de incorporacdo em leveduras que apresentavam um defeito na
maquinaria de importacéo de proteinas mitocondriais, realizando uma simples
autorradiografia do lisado proteico separado por PAGE. Apesar de ser uma
técnica simples, o trabalho com material radioativo requer uma série de
equipamentos pouco disponiveis, bem como muitos cuidados contra
contaminagdo de pessoal. Uma alternativa fiel e mais conveniente, que se

baseia nos mesmos principios € o ensaio de incorporacdo de puromicina.

A puromicina € uma molécula produzida naturalmente pela bactéria
Strptomyces alboniger, e possui grande semelhanca estrutural ao tRNA-acilado
(isto é, carregado com um aminoacido). Devido a esta caracteristica, &

prontamente associada as cadeias polipeptidicas crescentes quando
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administrada no meio de cultura celular, provocando a interrupcdo do

elongamento da cadeia e permanecendo covalentemente associada a ela (37).

Tirando vantagem deste ultimo detalhe, pesquisadores desenvolveram
um anticorpo monoclonal capaz de reconhecer estes adutos puromicina-
polipeptideo, e desenvolveram um método para estimar a taxa de sintese
proteica em organismos vivos, com a mesma eficacia do método de

incorporacdo de aminoacidos marcados radioativamente (38).

Decidimos entdo empregar esta tecnologia para verificar se a modulagao
do sistema ubiquitina-proteassoma observada com o tratamento com
MitoBloCK-6 era acompanhada também de alguma variacdo na taxa de sintese
proteica das células. Desta forma, expus as células aos mesmos dois periodos
de pulse (duas ou quatro horas) com 20 ou 50uM da droga. Os resultados

podem ser verificados na figura 10.
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Figura 10: Incorporacdo de puromicina apos duas (cima) ou quatro (baixo) horas do tratamento com
MitoBloCK-6 com diferentes doses (A). B) Quantificagdo dos Western blots do item A). *p<0,05 em
teste t vs DMSO.
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Conforme apresentado no Western blot contra puromicina (Fig 10A), a
quantificacdo da taxa de sintese proteica (Fig 10B) sofre alteracdo apenas com
o tratamento com 20uM de MitoBloCK-6 durante quatro horas. Esta variacéo
para cima (isto €, aumento de sintese) € exatamente o oposto do esperado
caso a via em questdo estivesse ativada. Nao obstante, nenhum tratamento
com esta molécula fora capaz de provocar uma diminuicdo nesta taxa, tendo
ele modulado o sistema ubiquitina-proteassoma ou ndo. Desta forma, a
investigacdo deste fendtipo também n&o contribuiu para a confirmacdo de

nossa hipoétese.

Na tabela 2 estdo sumarizados os fenoétipos observados em S.
cerevisiae que deram nome a UPRam (em verde), e ao lado, os resultados

obtidos em minha investigacao, pelo menos até entéo.

UPRam CCCP MitoBloCK-6
Acumulo no citosol pulse pulse NLI.
Ubiquitina 1 pulse - -
Proteassoma 1 chase - 1 pulse
Blogueio de sintese pulse N.I. -

Tabela 2: fenétipos reportados pela UPRam em Saccharomyces cerevisiae (em
verde) e 0s encontrados ap6s tratamentos com CCCP ou MitoBloCK-6 em H9c2.
Em vermelho, resultados contrarios ao esperado. N.l. Nao Investigado.

Fica evidente, neste quadro comparativo, que os resultados obtidos néo
suportam a hipétese de que a UPRam é conservada em mamiferos. Quando
estes resultados foram levados para a banca de qualificagdo foi unénime a
opinido de que o trabalho ndo deveria ser tocado adiante, mas decidimos,
mesmo assim, dar uma ultima chance pontual a esta linha de investigacao

valendo-se de uma caracteristica interessante do particular modelo de estudo.

Como discutido anteriormente, as células da linhagem H9c2 sao
mioblastos derivadas do ventriculo de embrido de ratos, e conservam varias
caracteristicas do tecido muscular. Contudo, estas células ainda podem ser
diferenciadas, assumindo, depois de 5 dias (mantidas em alta confluéncia, sob
redugédo de soro, e na presenca de all-trans retinoic acid (RA) 10nM) um
fendtipo mais alinhado ao do tecido cardiaco adulto (fenétipo cardiac-like).

Quando diferenciadas, estas células apresentam um aumento na expressao de
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genes relacionados ao metabolismo mitocondrial, bem como da proteina
PGC1-a (Peroxissome proliferator-activated receptor gamma coativator 1-q)
considerada um importante regulador da biogénese mitocondrial (34). Desta
forma, hipotetizamos que, uma célula contasse com uma massa mitocondrial
maior apresentaria maior turnover de proteinas mitocondriais, € uma maior
sensibilidade aos sinais emitidos pela organela. Assim, investiguei 0S mesmos
fenétipo supracitados nas células em seu estado diferenciados. E importante
ressaltar que a partir deste momento, todos os experimentos relatados a seguir

foram realizados em H9c2 diferenciadas.

Para ndo adicionar mais uma figura com resultados negativos, preferi
apenas relatar que os mesmos resultados observados anteriormente em H9c2
nao diferenciadas foram verificados nas células comprometidas com o fenétipo
cardiac-like. Contudo, uma série de fenbmenos até entdo n&do observados
foram verificados neste novo modelo, e deram subsidios para a continuacéo da
minha investigacdo, mesmo que em um sentido diferente do que estava sendo
tocado. Estas novas observacdes serdo abordadas nos proximos tépicos, de
forma que todo o conteddo presente nas paginas remanescentes deste
documento teve origem das observacdes inesperadas e interessantes que

serdo relatadas mais para frente.

Antes de encerrar este topico sobre a conservacdo da UPRam em
células de mamiferos, é importante sanar uma duvida que permaneceu ndo
respondida até entdo: Porque os plasmideos codificando as proteinas de fuséo
PDF-Citrine e trPDF-Citrine foram capazes de proteger as células contra o
dano de H/R?

No esfor¢o de validar a eficiéncia do plasmideo, realizei Western blots
tanto contra PDF quanto contra citrine, e ndo consegui ver nenhuma diferencga
na expressao destas proteinas entre as células que foram transfectadas e as
que foram tratadas com lipofectamina (controle de veiculo). O anticorpo contra
citrine ndo reconheceu nenhuma banda em nenhuma das amostras, ao passo
que o anti-PDF conseguiu apenas reconhecer a proteina enddgena (sem a
adicdo do peso da citrine). Desta forma, conclui que, ou o protocolo de

transfeccao do fabricante de lipofectamina ndo estaria funcionando em H9c2,
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ou havia algo de errado com os plasmideos clonados por um de nossos
colaboradores.

Como o protocolo de transfeccdo ja fora usado véarias vezes nesta
linhagem celular em outros projetos, resolvi verificar a adequacao da sequencia
codificada no plasmideo. ApOs reconstituir os passos in-silico (isto €, no
computador) da estratégia de clonagem utilizada, verifiquei que devido a um
erro no desenho dos primers de clonagem, havia uma delecdo de uma base

entre os codons da PDF e os cédons de citrine.

Esta delecdo de apenas uma base € conhecida por gerar uma alteracéo
no quadro de leitura dos codons seguintes, o que provoca a total
desconfiguracdo da proteina de fusdo a partir de PDF. Embora possa ser
possivel que o plasmideo esteja de fato produzindo ainda a proteina PDF com
uma mera adi¢do de novos aminoacidos aleatérios, proteinas sem sentido sdo
muitas vezes instaveis, tendo como destino a degradacdo ou formacao de
agregados. Desta forma, é provavel que dentro do citoplasma, este plasmideo
seja silenciado ou entdo os polipeptideos oriundos de sua expressao estejam
sendo prontamente desintegrados, justificando a nao identificacdo de PDF

nestas células transfectadas.

Assim, ficou claro que o plasmideo néo estava desenhado corretamente,
mas entdo porque mesmo assim ele conseguiu proteger contra o dano de H/R?
Bom, talvez a resposta esteja ndo nos grupos experimentais em si, mas no
controle utilizado no ensaio. A menor morte celular observada apds o protocolo
de H/R foi expressa em % do controle, que eram células tratadas com
lipofectamina, sem o controle ideal que seria o proprio plasmideo de expressao
vazio (isto €, sem a proteina clonada). Desta forma, uma explicacdo possivel é
de que alguma outra proteina relacionada ao funcionamento do plasmideo, ou
entdo a propria utilizagdo dos componentes destes acidos nucleicos como
nutrientes durante o protocolo de hipoxia reoxigenacdo tenha provocado os

efeitos observados.

Assim, conforme os resultados obtidos na investigagdo até aqui,
decidimos que seria mais interessante procurar novos horizontes no presente

trabalho ao invés de insistir neste modelo que ndo estava rendendo frutos.
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Como consequéncia, voltei minhas atengbes aos curiosos fendémenos
observados nos experimentos envolvendo o tratamento das células

diferenciadas que seréo relatados a seguir.

Visando observar a emergéncia da UPRam neste novo modelo celular,
usei como base o conhecimento gerado com as células H9c2 indiferenciadas, e
assim acompanhei as células em um pulse de 2 horas com 20uM de CCCP,
bem como pelos periodos de 30, 60 e 120 minutos de chase (conforme figura

11A), para que fossem investigados os fenoétipos relevantes da via em questéo.

Interessantemente, ao tentar identificar a banda pesada da proteina
mitocondrial OPA-1 (que apresenta 10kDa a mais que a proteina nativa),
acabei verificando um padrdo muito diferente do esperado. Ao invés de
encontrar o fragmento mais alto, acabei verificando a clivagem de uma das
bandas desta proteina (Fig. 11B). Até este momento eu ndo sabia nada a
respeito desta proteina especificamente, apenas sobre seu papel na fusao
mitocondrial e que seu padrdo de expressdo pode gerar até 5 bandas de
alturas diferentes num Western blot, dependendo do tecido (39). Sua clivagem
mediada pelo tratamento com CCCP era um fato novo, que ndo seria

prontamente esmiucado se constasse como um fato isolado.

O detalhe que mais me chamou a atencao néo foi verificado em anélises
biogquimicas, mas sim ao microscoépio 6tico. Para a minha surpresa, ao final do
momento de pulse as células apresentaram enormes vacuolos ao redor do
nucleo (Figura 11C.I), que se assemelham muito com vacuolos presentes em
células em apoptose (membrane blebbing e apoptotic bodies) (40). Se isso
fosse verdade, a investigacdo poderia parar por ai, ja que eu jamais observaria
uma via citoprotetora num quadro de unanime morte celular. Mesmo assim,
decidi por continuar o experimento da maneira como havia sido proposto, e, ao
continuar observando a morfologia celular nos periodos de chase, foi notavel a
progressiva atrofia destes vacuolos, que chegam a sumir apés 2h de

recuperacao (figura 11 Cll a CIV).

Este fendmeno indica que, ao invés de estarem organizadas para

sustentar um programa de morte celular, as células estava de alguma maneira
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se protegendo contra o stress causado pelo desacoplador, dado que, com a
retirada do estimulo, a resposta foi também mitigada.

Mas porque uma resposta transiente pode ser entendida como valiosa
sob um olhar biomédico? E uma caracteristica inerente & vida a capacidade de
reagir e se adaptar a estimulos adversos provenientes do meio interno ou
externo a célula (e essa caracteristica se manifesta também em outros niveis
de organizacdo, como o sistémico, individual ou até ecolégico, porém nao
pretendo me estender as particularidades do fendmeno compreendendo niveis
supra celulares). Muitas vezes estes estresses, se provocados em intensidades
subletais, sdo capazes de desencadear uma resposta protetora no organismo
envolvendo a ativagdo de vias celulares de defesa, ao que se chama de
resposta compensatoria (ou em inglés rebound response). Ainda mais
importante, estas respostas sdo capazes de gerar uma memoria temporaria
durante a qual o organismo se demonstra mais resistente ao estresse, podendo
ele ser de mesma natureza ou ndo daquele que iniciou a resposta. A este
fenbmeno foi dado o nome de Hormese, e este conceito ja foi amplamente
verificado em diversos modelos experimentais e cotidianos (41), como por
exemplo, o modelo de pré-condicionamento isquémico do coracdo ao infarto
(18) ou o habito de consumo diario de vinho das populacbes mediterraneas
(provavel motivo pelo saldo positivo do popularmente conhecido “paradoxo
francés”) (42).

Assim, seria possivel que esta resposta celular ao CCCP fosse capaz de
deixar a célula em um estado “defensivo”, em que ela se apresentaria
resistente a outros tipos de estresse, talvez até ao de hipdxia-reoxigenacao.
Para testar esta hipétese, submeti as células H9c2 em dois diferentes estagios
da resposta (imediatamente apds 2h de pulse ou apés 2h de chase, com
DMSO ou CCCP) ao protocolo in vitro de H/R, verificando os niveis de morte
celular apos duas horas de reoxigenacdo. Os resultados foram dispostos de
duas formas distintas, sendo em morte absoluta (% das células mortas em
cada grupo experimental) em 11D, ou em morte relativa ao veiculo (11E).
Como a segunda forma se mostra mais simples ao leitor, e permite uma leitura

mais rapida, esta foi escolhida para ser apresentada no restante do trabalho, e
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assim serdo dispostos os dados logo apos a explicacdo acerca desta

converséo dada a seguir.

No grafico da figura 11D, cada par de barras pretas e brancas resume
qguanto o procedimento de H/R foi capaz de matar células em cada condicao.

Assim, as diferencas que interessam a esta investigacdo se dao entre as
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Figura 11: A) Esquema representativo do curso temporal utilizado nas fotografias do
item C. B) Padrao observado da proteina OPA-1 apdés 2h de pulse com DMSO ou
CCCP 20uM. C) Fotografias retiradas no microscépio 6tico com o aumento de 200X
nos periodos indicados em A. D) Morte celular desempenhada apés protocolo de H/R
tendo como pré tratamento os indicados no eixo X. E) Dados transformados em % do
grupo DMSO. *p<0,05 em teste T vs DMSO.
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diferencas existente em cada par de barras. Tomemos apenas 0 grupo
submetido ao pulse antes de H/R como exemplo: o grupo tratado com DMSO
sofreu uma morte 40% maior do que a observada em células em normoxia.
Quando o tratamento foi realizado com CCCP, a morte desenvolvida pelo
mesmo protocolo de H/R diminui para valores 20% menores. Esta porcentagem
do grupo experimental em relacdo ao controle de veiculo foi compilada no

grafico de 11E, que facilita o entendimento do processo.

Desta forma, fica claro que, se as células sdo submetidas ao protocolo
de H/R no momento em que apresentam os vacuolos completos, elas estdo
protegidas contra o dano do protocolo, apresentando uma menor morte celular
(figura 11E, 2h pulse), ao passo que, se esta resposta celular ja tiver sido
cessada no momento da submissdo ao protocolo, as células acabam por

morrer ainda mais que o proprio controle do veiculo (figura 11E 2h chase).

Apesar do resultado negativo acerca da conservacdo da UPRam em
mamiferos, de uma maneira nao intencional consegui verificar uma forma, até
entdo inédita para mim, de se proteger células cardiacas do insulto de
hip6xia/reoxigenagdo. No momento em que o trabalho se encontrava, logo
apos a qualificacdo em que fui aconselhado a procurar novos horizontes, este
novo fato pareceu digno de investigacdo, visto que se tratava de uma
observacéo original, interessante do ponto de vista biomédico, e pertinente ao
intuito inicial do trabalho (desenvolvimento de uma nova estratégia de defesa

contra o dano de H/R).

Dada a mecanistica deste tratamento, isto é, visto que ele precisa ser
efetuado antes do insulto de H/R para que gere a protecao observada, torna-se
mais interessante estrategicamente descobrir qual resposta biolégica esta
sendo ativada pelo tratamento, para que possam ser desenvolvidas moléculas
ativadoras que terdo como promessa mimetizar a protecdo observada neste
modelo. O objetivo deste trabalho a partir daqui tornou-se entdo responder a

seguinte pergunta: Qual é a resposta bioldgica ativada pelo desacoplador, que

€ capaz de conferir resisténcia ao dano de H/R?

A propria pergunta ja carrega sutiimente uma informagéo importante. Ao

formular com qual € a resposta, implicitamente admito que o desacoplador é
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capaz de provocar um grande numero de reacdes celulares, como de fato ja
fora mencionado anteriormente neste documento. Assim, no inicio desta nova
etapa, foi importante a confirmacdo deste fendmeno em experimentos
independentes, e também a coleta do maior nUmero de pistas possiveis sobre

0 que estava acontecendo com estas células.

Assim, trouxe na figura 12A uma compilacdo de todos os experimentos
em que o grupo CCCP pulse 20uM foi inserido antes do protocolo de H/R, e
com este grande volume de dados fica evidente que este € uma estratégia
robusta, reprodutivel, e capaz de reduzir em média, em 33% a morte celular
imprimida pela hipoxia/reoxigenacdo. A este fendmeno dei o nome de CIP (do

inglés CCCP induced pre-conditioning), e assim sera referido a partir de agora.

Para minha surpresa, este fenébmeno ja havia sido descoberto no ano de
2000 com o uso de outra molécula desacopladora, o 2,4-Dinitrofenol (DNP). O
tratamento com este composto na concentragdo de 50uM foi eficaz em diminuir
a area de infarto de coracBes isolados submetidos ao protocolo de
isquemia/reperfusao no aparato de langendorff, e sua eficiéncia foi comparéavel
ao do protocolo padrdo ouro de pré-condicionamento, o pré-condicionamento
isquémico (43). Em outro estudo esta protecéo foi inibida por ciclosporina A, o
que sugere que ela seja dependente da abertura do poro de transicao
mitocondrial (mPTP), contudo, esta droga é conhecida por se ligar e modular
um namero imenso de outras proteinas (44), o que levanta incertezas quanto a
acuracia deste mecanismo proposto. Além disso, a cardioprotecédo induzida por
desacopladores também fora verificada com uma terceira molécula, o FCCP,
mas que diferentemente do observado com DNP, ela sé foi capaz de proteger o
coracao em doses extremamente baixas, em que a capacidade desacoplador
nao era verificada (45), de uma maneira independente de mPTP e dependente
de ROS (46).

Nao consegui encontrar nenhum trabalho que tivesse descrito esta
protecdo mediada especificamente por CCCP e, visto que estas moléculas
ditas desacopladoras podem apresentar doses e mecanismos distintos para a
cardioprotecdo, decidimos apostar que esta resposta desencadeada pelo

7

CCCP era entdo inédita. Um bom indicio disso € a presengca destes
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proeminentes vacuolos, que nao foram reportados em nenhum dos trabalhos

encontrados na literatura.

Inicialmente, para tentar entender qual era a resposta desencadeada
qgue culminava com CIP, apostei que ela seria de alguma maneira relacionada
aos incomuns vacuolos que estas células apresentaram durante o pulse com
CCCP, ja que eles irrefutavelmente indicaram ser fruto de uma resposta
biolégica ao estresse. Dada a disposicao perinuclear dos vacuolos, elenquei
como um dos candidatos envolvidos o reticulo endoplasmatico, mas a
expressdo do marcador de estresse de reticulo GRP78 ndo se mostrou
aumentada em nenhuma das condi¢ces analisadas (dados omitidos). O mesmo

resultado foi obtido para caspase 3 clivada (marcador da via apoptoética).
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Figura 12: Compilacdo de todos os resultados acerca da morte celular desenvolvida apdés
protocolo esquematizado acima A). Bl) estado de LC3 nos momentos de 2h pulse e 2h chase,
conforme imagem das células acima. Bll) quantificacao da lipidagdo de LC3 em cada um dos
dois momentos propostos. C) Padrdo de clivagem de OPA-1 ao longo de 2h pulse ou diferentes
momentos de chase. *p<0,05 em teste t vs DMSO.

Outra resposta biolégica que possui vacuolos como componente
principal € a via lisossomal autofagica. A via em questao € uma das principais
vias de degradacao da célula, sendo capaz de destruir desde por¢cbes minimas
do citoplasma contendo proteinas, até grandes componentes celulares como
organelas inteiras. Em linhas gerais, em ambos 0s processos o inicio se da

pela formac&o de um vacuolo chamado autofagossomo, que engloba a porcao
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citoplasmatica que seré alvo de degradacéo, que posteriormente se funde a um
lisossomo onde ocorrera a degradacdo de seus componentes. Neste contexto

se insere a proteina LC3.

LC3 existe dentro da célula em duas diferentes formas, uma longa,
chamada de LC3-I, € vista como a proteina ndo ativada, representando o pool
disponivel para uso que ndo estd associada ao autofagossomo. Durante a
inducdo da resposta autofagica a proteina LC3-1 é recrutada para o
autofagossomo, momento em que sofre uma lipidacao e clivagem, sendo entao
incorporada a esta nova estrutura. A proteina de cadeia leve (chamada de LC3-
) permanece associada ao autofagossomo até o momento final de
degradacéo lisossomal, que culmina com a destruicdo da LC3-ll. Uma das
muitas maneiras de se analisar o estado da autofagia na célula é o da
quantificacdo da razdo LC3-1I/LC3-I, que reflete em um determinado momento,
guanto de LC3 esta sendo mobilizada para a resposta autofagica. Esta proteina

é considerada o marcador mais confiavel da ativacédo da via autoféagica.

Assim, como evidenciado pelo Western blot contra LC3 na figura 12BlI,
uma maior lipidacdo é provocada no momento do pulse com CCCP em
comparacao ao DMSO, justamente no momento em gue 0s vacuolos estdo em
seu tamanho méaximo. Esta diferenca some (Fig. 12BIl) quando os mesmos
vacuolos somem (12Bl) no momento de 2h chase. Esta associacdo entre o
padrdo de lipidacdo de LC3 e o estado dos vacuolos observados ao
microscopio Otico sugere que estes vacuolos poderiam ser vacuolos
autofagicos. Para tentar validar esta hipétese, tentei verificar se em uma
imunofluorescéncia a proteina LC3 se colocalizaria com estas estruturas

celulares, mas néo obtive sucesso por questdes técnicas.

Ficou claro entdo o comportamento bimodal da resposta autofagica
durante o experimento de pulse-chase com CCCP, e interessantemente, no
momento em que o tratamento se mostrou efetivamente protetor (Fig. 11E), a
autofagia se demonstrou coincidentemente ativada. Em seguida, conforme o
chase se demonstrara deletério no quadro de H/R, a autofagia estava

desativada em relagdo ao controle. Estes fatos culminaram na sugestiva
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hipétese de que a autofagia pudesse ser a resposta responsavel pela
conferencia de CIP.

Quanto ao padrdo observado em OPA-1, & notavel que, além de
observado prontamente no momento de pulse, o padréo permanece sustentado
até duas horas apos a retirada da droga (Fig. 11C). Este sinal, apesar de
presente também no momento em que a resposta ndo € mais protetora, pode
mesmo assim ter um papel importante na conferéncia de CIP, pois pode ser
parte de uma sinalizacao celular mais complexa do que meramente a clivagem
de uma unica proteina. De fato, a clivagem de OPA-1 se relaciona com a via

lisossomal autofagica, numa modalidade especifica chamada de mitofagia.

A mitofagia é maneira com a qual a célula consegue reciclar
mitocondrias com componentes irreparavelmente danificados, e seu principal
gatilho para identificar estas organelas defeituosas € justamente a queda do
potencial de membrana (47). Esta diminuicdo culmina, entre outras coisas, na
clivagem de OPA-1 e consequentemente a fragmentacdo mitocondrial, etapa
necessaria para que as por¢cdes danificadas sejam englobadas pelos
autofagossomos. Além disso, estudos recentes tem sustentado uma alta
associacdo espacial entre mitocdondrias e o reticulo endoplasmatico, que
inclusive participa fisicamente da tarefa de fissdo mitocondrial (48). Esta co-
localizacdo ao redor do nucleo justificaria entdo a presenca de vacuolos
mitofagicos nesta regido. Mais detalhes do processo serdo discutidos nos

préximos topicos do trabalho.

Motivado por estas associacdes entre o tratamento resultante em CIP e
os indicios de envolvimento da autofagia nestas condicGes, decidi esmiucar
mais a contribuicdo desta via no meu modelo, e o resultado desta jornada é

apresentado nas paginas seguintes.

O sistema lisossomal-autofagico como mecanismo mediador de CIP

O experimento relatado na figura 12B da mera verificacdo do estado de
lipidacdo de LC3 nas amostras submetidas ao tratamento com CCCP né&o é por

si sO, uma prova irrefutavel da ativacdo da via autofagica, por um motivo de



58

facil compreensdo. A quantidade de LC3-1l presente num determinado
momento dentro da célula sempre serd um produto de dois processos celulares
que acontecem continuamente dentro da célula: a lipidacdo de LC3-l1 e a
degradacdo de LC3-Il no interior dos lisossomos. Assim, uma leitura que
indigue maior presenca de LC3-ll em relacdo a LC3-1 pode ser fruto tanto de
maior lipidagdo (que seria de fato a maior ativagdo), quanto uma menor
degradacédo (o que é conotado por um blogueio de fluxo autofagico). Para
contornar tal problema, € comum o uso de ensaios de fluxo autofagico
empregando-se um inibidor da degradacéo lisossomal nos diferentes
tratamentos experimentais (49). Com a inibicdo da degradagdo durante o
periodo de interesse, € possivel assegurar que a LC3-ll observada neste
cenario sera fruto apenas do processo de lipidacdo, permitindo que o ensaio

vislumbre apenas a ativacéo da autofagia.

Portanto, com o objetivo de validar o resultado obtido acerca da
lipidagdo de LC3, induzi as células a formar os vacuolos utilizando 20uM de
CCCP, na presenca ou nao do inibidor da degradacéo lisossomal Cloroquina
(50uM) durante duas horas. Esta droga é capaz de se difundir para o interior de
lisossomos onde se torna protonada, aumentando, portanto, o pH lisossomal, e
assim inibindo a atividade das enzimas hidroliticas (entre elas, proteases)
residentes dessa organela (que dependem do pH &cido para seu
funcionamento ideal). Apés o tratamento as células foram lisadas e um

Western blot para a proteina LC3 foi realizado, como evidenciado na figura 13
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Figura 13. A) Western blot para LC3 para cada tratamento referente ao ensaio do fluxo
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conforme os tratamentos. C) Niveis de LC3 total (I+1l) normalizados pelo ponceau. *p<0,05 em
teste t vs. DMSO.

O ensaio de fluxo autofagico deixou claro alguns aspectos sobre o
funcionamento do sistema lisossomal-autofagico durante a inducdo dos
vacuolos. Em primeiro lugar, é notdria uma grande mobilizacdo da LC3-I para
LC3-Il, observavel tanto na figura 13A quanto na quantificacdo razao Il/l (13B),
quando as células séo tratadas com CCCP. Este resultado € interessante pois
demonstra que o modelo é reprodutivel, muito embora o aumento observado
tenha sido ainda maior do que o verificado no experimento anterior. O
tratamento com cloroquina por si sé ja fora capaz de aumentar ligeiramente a
lipidacdo de LC3, além de conseguir elevar os niveis gerais da proteina (13C).
A lipidagéo promovida pelo tratamento apenas com cloroquina € interpretado
como o fluxo autofagico basal que fora desempenhado por estas células neste
periodo de tempo de 2 horas, e apresenta-se em um nivel bem inferior ao

obtido com o tratamento com CCCP isoladamente.

Porém, o mais interessante resultado se da com a adicdo de CCCP
concomitante a cloroquina. O aumento da lipidacdo alcancado por CCCP nao
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consegue sofrer um efeito aditivo quando o tratamento € somado a inibicdo da
degradacédo lisossomal. Isso significa que a lipidacdo de LC3 atingiu seu
maximo fisiolégico, e que o fluxo autofagico esta sendo limitado pela préopria
taxa de degradacdo lisossomal. Portanto, podemos concluir que este
tratamento de 20uM de CCCP induzido por 2 horas em H9c2 se mostrou um
potente ativador da resposta autofagica, que atingiu seu limite fisioldgico na

fase de inducéo.

O estudo da autofagia no cenério da Isquemia/reperfusédo ja conta com
um bom numero de trabalhos, mas que em muitos topicos esta guarnecido por
resultados conflitantes. O aumento da autofagia ja foi verificado em algumas
doencas cardiovasculares, como na insuficiéncia cardiaca e no infarto do
miocardio (50), porém ainda se discute se este fenbmeno € uma compensacao

adaptativa ou uma consequéncia deletéria oriunda do dano de I/R.

No campo experimental, duas vertentes antagbnicas explicam o perfil
adotado pela via autofagica durante o estagio da isquemia. A primeira verifica
que com a depressdao metabdlica gerada com a diminuicdo do aporte de
oxigénio e nutrientes (supressao da respiracao celular), a proteina adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK) é ativada, e media a ativacéo
da autofagia. Tanto fosforilando e inibindo MTORC1 (mammalian target of
rapamycin complex 1) e ativando ULK (Unc51 like autophagy activating kinase -
conhecida como “kinase ativadora da autofagia”), AMPK iniciaria a cascata de
ativacdo da autofagia, que culmina com a degradacao de organelas e proteinas
danificadas, reciclando pequenos componentes celulares que podem ser
utilizados como fontes de energia, suprindo a demanda gerada pelo colapso
metabodlico (51, 52). Apesar desta linha de investigacdo, também ja fora
reportado que durante a isquemia, a via autofagica estaria suprimida tanto na
parte de inducdo quanto na de degradacgdo lisossdmica (53), e que sua

estimulacao seria benéfica.

Durante a reperfusao, embora ndo seja mais observada a ativacao de
AMPK, a via autofagica segue aumentada, mas desta vez motivada pela
influencia de outra personagem, a proteina Beclinl, que se apresenta

superexpressa neste quadro. Esta proteina é responsavel por interagir com
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uma série de proteinas (como VPS 15, VPS34, Bcl-2, UVRAG, etc.)
coordenando diferentes fases da construgcdo de um autofagossomo (nucleacéao,
elongacdo e maturacdo) (52). A maior expressao de Beclin resulta na maior

ativacdo da autofagia no momento da reperfuséao.

Quanto a contribuicdo da via autofagica para a reducéo ou exacerbacao
do dano da H/R, também ha controvérsias. Em HL1 (linhagem imortalizada de
células do musculo cardiaco de camundongos), a ativagdo da autofagia com
rapamicina (inibidor de mTOR) se demonstrou capaz de diminuir a morte
celular apoptética, e o oposto se observou com a inibicdo da via autofagica
com worthmanin ou 3-MA (3-metiladenina), dois inibidores de PI3 kinase (53).
Por outro lado, em células de cultura primaria de cardiomidcitos de ratos
adultos e neonatos, a inibicdo da autofagia pelo knock down de Beclin, ou por
3-MA, foi capaz de atenuar a morte celular induzida por H/R (54). Vale ressaltar
que todas essas modulacdes farmacologicas regulam sinais upstream
autofagia, e consequentemente, afeta diversos outros processos celulares,
independente de autofagia. Nesse caso, moduladores mais seletivos e diretos

de autofagia sdo necessarios, porem ainda indisponiveis.

Além de estudos compreendendo o status da autofagia no processo de
H/R, também ja foi estudada a relacédo entre o desacoplamento mitocondrial e a
autofagia. O uso de CCCP é capaz de ativar a autofagia de diferentes formas.
Primeiramente, foi demonstrado que CCCP é capaz de gerar uma resposta
celular que culmina com a estabilizacdo e ativacdo de ULK (55) por uma
maneira independente de AMPK (36), provocando a ativacao da via autofagica
em um ponto upstream. Além disso, a queda do potencial de membrana
mitocondrial provoca o acumulo de pink e Parkin em sua superficie, 0 que
culmina com posterior ubiquitinacdo e degradacdo da organela no interior de
lisossomos, numa modalidade de autofagia especifica da mitocondria,

chamada de mitofagia (47).

Também ja é conhecida a capacidade do CCCP de promover
fragmentacao mitocondrial, processo necessario para a compartimentalizacéo
de mitocondrias disfuncionais no interior de autofagossomos. Mitocondrias sé&o

organelas cuja morfologia se apresenta em uma rede dinamica, sendo que 0s
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processos de fissdo (uma organela se separando em duas) e fusdo (duas
organelas se unindo em uma) acontecem o tempo todo. Diferentes estimulos
celulares podem favorecer um processo em detrimento de outro, fazendo com
que a rede mitocondrial se apresente numa conformacdo mais fusionada ou
mais fragmentada (56). A queda do potencial da membrana mitocondrial
provoca, entre outros inUmeros eventos, a clivagem da proteina de fusdo OPA-
1 (optic atrophy gene 1) (57), e a polimerizagcdo de um anel de constricdo ao
redor da membrana externa composto por monémetros da GTPase Drp-1
(dynamin-related protein 1) (58). Em conjunto, estes eventos desencadeados
pelo CCCP acabam por favorecer o processo de fissdo mitocondrial,

provocando a fragmentacéo da rede mitocondrial.

Desta forma, visto que CCCP € capaz de ativar a autofagia, e que esta
resposta pode estar associada a uma protecdo contra o dano de H/R (embora
haja controvérsias na literatura a respeito disso), hipotetizamos que CIP teria
como mecanismo a ativacdo da autofagia anteriormente a hipoxia. Esta
hipotese faria sentido se levarmos em conta que a mitocondria € a organela
responsavel pela geracdo do dano observado na H/R. A mitofagia quando
estimulada antes de H/R poderia ser capaz de diminuir um dos focos de
producdo de ROS e outras moléculas citotoxicas na reperfusdo, reduzindo

assim os prejuizos celulares e consequentemente a morte celular.
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Figura 14: A) e B) Morte celular observada apos protocolo de H/R com pré tratamentos
indicados (p<0,05 em anova uma via seguido de post hoc de Turkey). Obs: farmacos utilizados
no momento do pulse apenas. C) Padrdo de clivagem de OPA-1 nos diferentes momentos do
pré-tratamento e do protocolo de H/R, com ou sem adi¢cdo de CCCP.

Para testar nossa hipotese, verificamos o efeito de dois inibidores da
mitofagia no contexto de CIP. O primeiro, cloroquina foi usado para impedir que
as mitocéndrias marcadas para degradacdo fossem destruidas no interior dos
lisossomos. O segundo, MDIVI-1 (mitochondrial division inhibitor 1) foi usado
para inibir a polimerizacdo do anel de Drp-1 (58), impedindo assim a

fragmentacao mitocondrial (passo necessario para a degradacao).

Os experimentos da figura 14 revelaram resultados interessantes, porém
parcialmente satisfatorios. Primeiramente, € importante destacar que a
protecdo induzida pelo pré-tratamento com CCCP ndo atingiu relevancia
estatistica no teste post hoc de turkey particularmente neste ensaio, embora
quando verificamos se a protecdo ocorreu, independentemente dos demais
tratamentos, obtém-se p=0,03 em teste t, indicando a eficacia da intervencao.
Além disso, é importante ressaltar que os grupos DMSO e CCCP 20uM séao
grupos em comum entre os graficos A e B, e portanto os mesmos valores estao

repetidos em ambos.



64

O bloqueio da degradacdo lisossomal no momento do pulse (grupo
cloroquina 50uM) da figura 14A por si s6 se demonstrou capaz de induzir uma
protecdo nas células posteriormente submetidas a H/R. Este € um resultado
curioso, jA que no momento do pulse sem CCCP a via autofagica esta
operando em seus niveis basais, e vai de desencontro com o trabalho de
Hamacher-Brady et al. (53), que preconiza que a ativagdo da autofagia na H/R
seria benéfica. Por outro lado, o fenbmeno observado se aproxima com a linha
sugerida por Valentim et al. (54) de que a inibicdo da autofagia seria saudavel

no panorama do dano de H/R.

Contudo, para os fins do nosso teste de hipotese, o mais importante € o
efeito do tratamento concomitante de CCCP com cloroquina, que
interessantemente provocou um efeito sinergético, aumentando a protecdo
oferecida por ambos os tratamentos independentemente. Uma vez que o
bloqueio (com cloroquina) da degradacdo das mitocondrias (provocado por
CCCP) néao causou a perda de CIP, podemos concluir que a degradacao
lisossomal ndo é um processo vital para a conferéncia de protecéo frente a H/R
induzida por CCCP, o que significa dizer que a nossa hipétese inicial (de que a

remocao de mitocéndrias antes de H/R seria benéfica) estava errada.

Devido a algumas limitacbes experimentais, como o fato da cloroquina
nao ser um inibidor especifico da mitofagia, e sim da degradacéo lisossomal
como um todo, ou de novos trabalhos indicando uma acdo do CCCP
diretamente sobre a degradacao lisossomal (59), entre outras, ndo seria muito
frutifero explorar ainda mais estes resultados, pois estariamos adentrando
demais no campo das suposi¢cdes. Contudo, a conclusao de que a degradacéo
de mitocbndrias ndo seja 0 mecanismo de funcionamento de CIP permanece

relevante frente a estas limitagdes.

Os resultados compreendendo a inibicdo da divisdo mitocondrial com
MDIVI-1 exibem padrbes diferentes dos obtidos com cloroquina. A exposicéo a
um pulse com a molécula isoladamente nao surte nenhum efeito na habilidade
das células de suportarem o dano de H/R (Figura 14B), ao passo que O
tratamento conjunto com MDIVI-1 e CCCP demonstra um efeito deletério, isto

€, sensibiliza ainda mais as células ao dano. Deste conclui-se que a divisdo
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mitocondrial representa um passo crucial nos mecanismos operadores de CIP.
Neste panorama em que a divisdo mitocondrial se mostra importante, mas a
degradacdo ndo, torna-se promissor investigar este processo pela Oética da

dinAmica mitocondrial.

Assim sendo, decidimos verificar a integridade de OPA-1 (jA que sua
clivagem € um indicio de fragmentacdo da rede mitocondrial) nos diferentes
momentos do processo de H/R (figura 14C), e para a nossa surpresa, nenhuma
alteracdo foi observada em condicdo ndo tratada (DMSO). Contudo, é
marcante a sustentacdo da presenca da isoforma processada ao longo de
todos os pontos, depois que se induz sua clivagem no pulse. A clivagem de
OPA-1, por se demonstrar um sinal sustentado, poderia ser o sinal celular
mediador de CIP, j& que mesmo 8 horas depois de desencadeado, permanece

ativo no momento em que a protecao é verificada.

Com o trabalho contando com estes resultados mencionados até aqui,
fiz uma apresentacdo do andamento do projeto em uma reunido cientifica que
contava com alguns professores renomados na area da pesquisa em fisiologia
mitocondrial, e o principal ponto criticado fora a dose utilizada do desacoplador
(que segundo estes especialistas seria uma dose muito alta). Motivado por
essas orientacdes, fiz uma titulacdo de dose do desacoplador visando reduzi-
la, e para isto utilizei como leitura o fenétipo mais relevante observado no meu
trabalho até entdo, que foi a conferéncia de CIP. Desta forma, verifiquei a
incapacidade das concentracbes de 200nM e 2uM de promover uma redugao
da morte celular induzida por H/R mediante a um pré-tratamento de pulse de

2h. Os resultados podem ser observados abaixo na figura 15A.
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Figura 15: Titulagdo de dose no modelo estabelecido. A) Efeito das diferentes doses do
desacoplador na morte celular induzida por H/R. *p<0,05 em teste t vs DMSO. B) Topologia da
proteina OPA-1 apds pulse de 2 horas com veiculo ou doses indicadas de CCCP.

A Unica dose de desacoplador que se mostrou capaz de proteger as
células H9c2 do dano de H/R foi a de 20uM, ao passo que as demais nao
surtiram efeito ou entdo se mostraram deletérias, o que sugere que algum
evento celular (benéfico nestas condicbes) acontece apenas com estas doses
mais elevadas da droga. Uma posterior andlise da clivagem de OPA-1 durante
um pulse com essas condi¢des (Figura 7B)) evidenciou que coincidentemente,
a mesma dose protetora, e apenas ela, foi capaz de provocar a clivagem de
OPA-1.

Com a interessante associacao entre clivagem de OPA-1 e a protecdo
contra o dano de H/R, bem como a sustentacao deste sinal ao longo de todo o
processo (desde o final do pulse até as ultimas duas horas de reoxigenacao),
tornou-se promissora a ideia de se testar uma possivel causalidade entre os

fendbmenos de clivagem e protecdo observados até entao.
A clivagem induzivel de OPA-1 como mecanismo mediador de CIP

A natureza da proteina mitocondrial OPA-1 vem sendo estudada
minuciosamente nos ultimos tempos, tanto em condi¢cdes basais, quanto em
sua participacdo em diferencas doencas, como na atrofia do nervo 6tico (da
qual deriva seu nome), insuficiéncia cardiaca ou na isquemia da retina (60, 61).
Residente da membrana interna mitocondrial, a proteina se insere na bicamada
lipidica uma Unica vez, e apresenta seu dominio GTPase imerso no espaco

inter-membranas (62).
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A sequencia gendmica de OPA-1 pode ser expressa em 8 diferentes
variantes de splicing, que, em combinacdo com a acdo de trés proteases
diferentes, podem gerar um padrdo de até cinco bandas de diferentes alturas
em um Western blot, dependendo do tipo celular analisado (39, 63). Todas as
isoformas imaturas possuem uma mesma sequéncia sinal removivel pela acdo
de MPP (mitochondrial matrix peptidase), e sdo chamadas de isoformas longas
(long OPA ou L-OPA) apoés a acdo dessa protease. Além disso, a presencga ou
nao dos sitios de clivagem S1 e S2 (presentes nos exons 5 ou 5b,
respectivamente) determinam se a isoforma em questdo sofrera clivagens
subsequentes pelas proteases OMA-1 ou YMELL, respectivamente. Apds
clivagem nestes sitios, as isoformas longas se dissociam do dominio
transmembrana, tornando-se mais leves (ditas short OPA ou s-OPA) e sollaveis
no espacgo inter-membranas. Além disso, uma interessante funcéo relacionada
a localizacdo e replicacdo do DNA mitocondrial fora atribuida & porcéo de
10kDa de OPA-1 que permanece associada a membrana interna apdés
clivagem de L-OPA em s-OPA (64).

As clivagens de OPA-1 por MPP e por YMELL sao constitutivas (65), isto
€, sdo realizadas de forma completa em condi¢cdes basais, ao passo que a
clivagem mediada por OMA-1 ocorre principalmente apds indugéo, seja por
dissipacéo do potencial de membrana, falta de ATP, ou por apoptose (57, 66).
Existe atualmente certa polémica acerca do significado da clivagem de OPA-1
nos sitios S1 e S2, principalmente no ambito da funcdo que as diferentes
isoformas de OPA-1 podem desempenhar na célula nos processos de fuséo e
fissdo mitocondrial. Um trabalho conciliador publicado em 2014 por Anand et
al.(63) explorou ndo apenas a fungédo de cada uma das proteases envolvidas
neste processamento (com a geracdo de MEFs knockouts para tais proteinas),
mas também a de cada fragmento de OPA-1 resultante de processamento na
habilidade de promover alteragcdes na dinamica mitocondrial. Segundo estes
autores, as isoformas curtas de OPA-1 “c” e “e” geradas a partir da acédo de
OMA-1 sao capazes de induzir fragmentagdo mitocondrial, ao passo que as
isoformas longas e ndo processadas séo suficientes para promover a fusao
mitocondrial. Desta forma, OPA-1 se caracteriza como uma proteina envolvida

tanto na fusdo quanto na fissdo mitocondrial, diferentemente da corrente
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anterior que preconizava que a proteina fosse relacionada apenas a fuséo,

perdendo a funcé@o apos sofrer clivagem em situagfes de estresse.

A clivagem de OPA-1 induzida por CCCP j& fora descrita na literatura
como um reflexo da queda do potencial de membrana (57, 65). No presente
trabalho ela se mostrou um sinal sustentado durante todo o processo de H/R e
também associada a protecdo induzida por CCCP. Com o objetivo de inferir se
h& uma causalidade entre a clivagem de OPA-1 e a CIP, utilizamos as células
HelLa wt ou knockouts para YMELL, OMA-1, e para ambas (duplo knockout-
DKO).

Células MEFs com estas mutacdes ja foram caracterizadas por Anand et
al. e se mostraram capazes de reproduzir diferentes fenétipos ja observados
em outros modelos transgénicos presentes na literatura. HeLa e MEFs YMELL"
" ndo sdo capazes de constitutivamente clivar OPA-1, sdo mais susceptiveis a
apoptose, apresentam uma rede mitocondrial constitutivamente fragmentada
fruto da maior quantidade de bandas “c” e “e” de s-OPA (geradas pela acéo de
OMA-1, que se encontra mais ativa nessas células, o que sugere algum tipo de
regulacdo entre essas proteases) (63). Além disso, a estrutura das cristas
mitocondriais dessas células é completamente desfigurada, o que demonstra
um papel importante dessa i-AAA protease na fisiologia basal da organela. A
delecdo de OMA-1, por outro lado, ndo provoca a fragmentagdo constitutiva
mitocondrial ou a desorganizacao estrutural das cristas, e surpreendentemente,
€ capaz de conferir resisténcia as células contra o dano induzido por H,O,,
reduzindo a morte apoptética para niveis menores que os observados em wt.
As células duplo knockout apresentam atividade de fusdo preservada, sem

fragmentacao basal, e o fendmeno da defesa contra apoptose preservado.
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Desta forma, iniciamos o nosso estudo destas células caracterizando a
resisténcia de cada uma delas frente ao stress de H/R sem nenhuma

intervencao, como ilustrado na figura 16A.
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Figura 16: Contribuicdo de diferentes genétipos de HelLa no stress de H/R e clivagem de OPA-1. A)
Morte celular necrética observada em nas células expostas a H/R conforme esquema ilustrativo.*p<0,05
em teste t vs normdxia B) Morte celular frente ao insulto de H/R com ou sem pulse de 25 minutos com
200nM CCCP. *p<0,05 em teste t vs DMSO. C)I. Microscopia de campo claro (200X) de HelLa wt
expostas a 2 horas de pulse com veiculo (DMSO) ou CCCP 20uM. C)ll. Padrdo de bandas de OPA-1
apos pulse de 25 minutos com diferentes doses do desacoplador. C)lll. Padrdo de bandas de OPA-1
nos diferentes genétipos estudados nas diferentes doses de desacoplador testadas.

Os resultados expressos na figura 16A sdo uma contribuicdo valiosa,
uma vez que ndo ha nenhum trabalho na literatura investigando o
comportamento de cada um dos knockouts frente ao estresse de

Hipdxia/Reoxigenacdo até entdo, e por este motivo serdo detalhados a seguir,
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embora contribuam moderadamente para o entendimento dos mecanismos

envolvidos na conferencia de CIP.

Nas condi¢cOoes padronizadas em outros experimentos (omitidos neste
documento), o protocolo de H/R in-vitro foi capaz de gerar uma morte celular
50% maior que o controle Krebs-Henseleit normoxia em células HelLa wt, o que
€ comparavel com o encontrado nas células H9c2. Chama a atencéo que as
células K.O. (todos os trés genotipos) apresentam uma morte basal neste
controle mais elevadas do que as wt, o que indica uma possivel diminuicdo de

viabilidade conferida pela manipulacdo genética. Quando estressadas, YME1L
" apresentam o mesmo aumento de 50% em relacdo ao controle norméxico, o
que indica que este gendtipo ndo torna as células mais susceptiveis ao

procedimento.

O resultado mais interessante obtido foi o observado nas células que
nao expressam a protease induzida por stress OMA-1. O procedimento de H/R
nao surtiu nenhum efeito nestas células que ja foram descritas como
resistentes a apoptose induzida por H,O,, e agora se demonstram resistentes
ao dano isquémico, o que torna promissora a aplicacdo de um possivel inibidor
de OMA-1 em determinadas situacfes patoldgicas, podendo ser transformado
futuramente em um farmaco. A biologia desta protease, além de jA conhecida
em seu papel na clivagem de OPA-1, est4 sendo associada a bioenergética da
célula, e ja foi demonstrado que animais K.O. para ela sofrem de obesidade
induzida por dieta e com problemas na termogénese (67). Contudo, trabalhos
caracterizando animais K.O. constitutivos perdem o poder de estudar a inibicao
da atividade de uma proteina em situa¢fes pontuais, gerando dados com baixo
poder de aplicacdo no cenario que estamos estudando.

Quanto a célula DKO, é notavel a maior susceptibilidade frente ao dano
gerado por Hipdéxia/Reoxigenacao, que atingem um aumento da morte celular
de até 83% quando desafiadas, vencendo portanto, os valores atingidos por
todos os demais fendtipos expostos a estas condi¢bes. Estas células néo
apresentam nenhuma isoforma curta de OPA-1, o que pode ser um dos

motivos pelos quais se verifica este fendmeno.
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Feita esta divagacédo acerca do comportamento de cada gendtipo frente
ao dano de H/R, volto a discutir como cada um destes genotipos se comporta
guando anteriormente a hipoxia, se promove a exposi¢cado a dose de 200nM do
desacoplador CCCP com uma duracdo de 25 minutos. Este comportamento foi
analisado tanto no ambito da morte celular necrdtica induzida por H/R (figura
16B), quanto na capacidade de induzir a clivagem da proteina OPA-1 logo ap6s
o pulse (figura 16CIlI. e 16CIIl.)

Nas condi¢Bes apresentadas acima, as células wt foram capazes de se
proteger contra o dano quando pré-tratadas com CCCP, atingindo uma morte
celular 12% menor do que o controle DMSO. Este resultado da maior robustez
a CIP, uma vez que pode ser verificada em diferentes tipos celulares, e desta
vez em células de humanos. Contudo, quando observamos a capacidade de
clivagem de OPA-1 com as diferentes doses de desacoplador, apenas a dose
de 20uM se mostra capaz de induzir a clivagem via OMA-1 (e esta dose néo
fora eficaz em proteger as células wt em outro experimento omitido neste
documento). Assim, visto que a protecao observada nas células wt pode ser
dissociada da capacidade de clivagem de OPA-1, somos obrigados a rejeitar
nossa hipotese inicial, de que tal clivagem seria 0 mecanismo celular mediador
da protecdo. Contudo, os resultados obtidos com os demais gendtipos
celulares empregados neste estudo, apontam sim para um envolvimento
destas proteinas na conferencia de CIP. Isto € possivel, porque estas
proteases ndo tem apenas OPA-1 como substrato, mas, pelo contrario,
possuem um bom numero de alvos ja conhecidos, e ainda, a possibilidade de
atuar sobre outras proteinas ainda néo identificadas.

Além disso, estas mesmas células wt ndo foram capazes de apresentar
vacuolos induzidos pelo pulse com 20uM CCCP (figura 16Cl.) como fora
observado anteriormente em H9c2 (figura 11C), o que indica que estes
vacuolos gerados na condicdo de stress ndo estdo necessariamente ligados ao

processo de protecéao.

Células YMELL” se demonstraram incapazes de se proteger com o
pulse com CCCP, o que indica que de alguma forma esta protease seja

necessaria para a CIP. A banda curta de OPA-1 que nas células wt estdo
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presentes apenas apos a adicdo de CCCP 20uM, estad constitutivamente
presente nestas células K.O. para YMELL, evidenciando que de alguma forma
esta protease tem o poder de inibir a acdo de OMA-1 gquando ambas estédo
presentes em situacdes basais. De fato, este fendbmeno é conhecido (68), mas
traz importantes confirmacdes de que a banda de s-OPA observada nestas
células é de fato oriunda da acdo de OMAL, uma vez que se apresenta mais
expressa apos o tratamento com a concentracdo de 20uM CCCP (que se
mostrou capaz de ativar OMAL1 nas células wt). Isso é importante pois o
anticorpo que estamos usando ndo esta gerando exatamente o mesmo padrao

de bandas observado na literatura para OPA-1.

No caso das células OMAL1™ é notavel a maior morte celular observada
apos H/R quando estas células séo tratadas com o desacoplador. Este fato
também sugere que a protease possa estar envolvida na geracdo de CIP,
embora, como fora demonstrado na figura 16A, este gendtipo se mostrou
imune a H/R independentemente de tratamento, o que indica que talvez fosse
mais interessante a investigacdo proposta em um modelo um pouco mais
agressivo, ja que seria impossivel, nessas condi¢cdes, promover uma protecao
ainda maior que a inata destas células frente ao dano. Quanto ao padrao de
clivagem de OPA-1, a auséncia de OMAL provoca o0 aparecimento de apenas
uma banda de s-OPA independentemente da dose de desacoplador utilizada.
O fato desta banda néo ter intensidade aumentada com a dose maior, indica
que ela é oriunda da atividade de YMELL, o que ajuda a caracterizar ainda

mais o padrao observado nos Western blots com este anticorpo.

O knockout duplo destas proteases agrava ainda mais o dano observado
nas células OMA™ apés o tratamento com CCCP, o que valida os resultados
obtidos nas células K.O. para cada uma das proteases individualmente,
sacramentando o papel de ambas na conferencia de protecdo. Além disso, a
auséncia de ambas as proteases provoca o desaparecimento de ambas as
bandas de s-OPA tanto em condi¢bes basais, quanto frente ao pulse com
CCCP.
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4  CONCLUSAO

Trabalhando com a linhagem imortalizada de mioblastos cardiacos de
rato H9c2, mantivemos como objetivo a todo o instante procurar identificar
novas estratégias para a diminuicio do dano celular oriundo da
hipoxia/reoxigenagcdo, componente envolvido com uma série de doencas (como
o infarto do miocardio, acidente vascular cerebral, doenca arterial periférica,
isquemias renais, intestinais, entre outras) que acometem diversos Orgaos
humanos (cérebro, coracdo, musculo, olhos, rins, etc.). Este tipo de
investigacdo, portanto, justifica-se na area biomédica devido a demanda de
novas terapias para uma série de doencas graves ou ndo, que apresentam um

mesmo mecanismo fisiopatoldgico.

Ao longo de pouco mais de dois anos, fomos capazes de descobrir
nestes mioblastos uma maneira ndo convencional de diminuir a morte celular
induzida por H/R, mediada pelo tratamento com um desacoplador (classe de
moléculas que ha muitas décadas é caracterizada pelos diversos efeitos
deletérios em diferentes modelos biolégicos). Ao tentar descobrir 0s
mecanismos que regem a emergéncia desta protecdo adentramos em trés
possiveis candidatos: a recém-descoberta via UPRam, o0 sistema

lisossomal/autofagico, e por fim a clivagem de OPA-1 frente ao estresse.

Ao longo desta jornada nos deparamos com uma série de resultados
negativos. A via UPRam ndo mostrou-se conservada em mamiferos, ndo so
pelo meu trabalho, mas também pela ultima autora do trabalho pioneiro, assim
ndo podendo ser a explicacdo do porque as células se encontram protegidas
ap6s o tratamento com CCCP. O bloqueio da degradacdo lisossomal
inesperadamente demonstrou-se benéfico frente a H/R, sendo incapaz de
bloquear a protecdo conferida pelo CCCP. Pelo contrario, os efeitos foram
aditivos no tratamento concomitante, demonstrando portanto que o aumento do
fluxo autofagico mediado por CCCP (verificado neste modelo experimental) ndo
fora o mecanismo para a conferéncia de CIP. Por fim, apesar das muitas
evidéncias apontando para que a clivagem de OPA-1 frente ao tratamento com

CCCP fosse o0 almejado mecanismo, experimentos com HelLa demonstraram
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que € possivel gerar a protecdo ao dano independentemente da clivagem de
OPA-1, negando portanto mais esta hipotese.

Desta forma, até o presente momento, ndo sabemos por que o
tratamento com CCCP gera um efeito benéfico, mas conseguimos vastas
evidéncias de que ele de fato o gera. Devido aos diversos efeitos deletérios
que esta molécula é capaz de causar em determinadas situacfes, e ao
momento que o tratamento deve ser feito (anterior ao dano), a ideia de aplicar
esta intervencdo na clinica esta completamente descartada, mas de qualquer
forma ainda se torna interessante desvendar o mecanismo de funcionamento,
uma vez que, ai sim, seria possivel o desenvolvimento de uma estratégia

translacional.

Contudo, alguns resultados obtidos trazem boas perspectivas futuras
para as estratégias de diminuicdo de danos em doencas isquémicas. O
principal deles é a maneira indiferente com que as células HeLa OMA1™ se
comportaram no procedimento de H/R que se mostrara capaz de aumentar a
morte celular de HeLa wt em até 50%. E possivel que um inibidor da atividade
proteolitica de OMA1 possa mimetizar este comportamento, sendo portanto
uma molécula promissora para a geracao de novas terapias. Vale ressaltar que
esta protease estd sendo amplamente estudada nos ultimos anos, mas

nenhum inibidor ainda fora descoberto.
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