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RESUMO

Atualmente é imprescindivel a busca por intervengbes que venham a diminuir os
problemas da velhice e os gastos publicos com doengas cronicas relacionadas ao
envelhecimento. Hoje ja se sabe que inumeras vias metabodlicas e moleculares estdo
relacionadas ao controle do tempo de vida e da saude. Dentre elas, a restricao calorica,
0Ss mecanismos de regulagao da via da insulina, do estresse oxidativo e proteotoxico
sdo pontos chave neste contexto. Para a manutencédo de todos estes processos ha
sistemas de regulacéo fina nos mais diversos niveis, transcricional, pés-transcricional
e traducional. Os miRNAs sdo um desses mecanismos de regulacdo que atuam em
diversos contextos e tém papel fundamental para o controle da expressao génica tanto
em situacoes fisioldgicas quanto patoldgicas. Neste trabalho mostramos a importancia
de Dicer, uma das enzimas responsaveis pelo processamento de miRNAs, para o
controle do tempo de vida em nematoides C. elegans. Os dados mostram que o
silenciamento de Dicer leva a diminuicdo do tempo de vida de vermes selvagens,
causa estresse oxidativo e inibe os efeitos benéficos de mutagdes ou intervengdes que
dependem da funcdo mitocondrial para estender o tempo de vida. Adicionalmente, a
Resposta a Proteinas Mal Enoveladas do Reticulo Endoplasmatico é afetada pela
diminuigao do processamento de miRNAs. A auséncia de um destes miRNAs, o miR-
230-3p, leva ao aumento da expressao de pdi-2, fenbmeno que € parcialmente
responsavel pela diminuicdo do tempo de vida em vermes no contexto de

silenciamento de Dicer.



ABSTRACT

It is currently mandatory the search for interventions that can reduce aging-related
problems and public spending on chronic diseases related to aging. It is already known
that numerous metabolic and molecular pathways are related to the control of lifespan
and health. Among them, caloric restriction, insulin pathway regulation mechanisms
and oxidative and proteotoxic stress are key points in this context. For the maintenance
of all these processes there are fine regulatory systems taking place at multiple levels,
such as transcriptional, post-transcriptional and translational. miRNAs are one of those
regulatory mechanisms that act in different contexts and play a fundamental role in
controlling gene expression in both physiological and pathological situations. In this
work we show the importance of Dicer, one of the enzymes responsible for miRNA
processing, for the control of lifespan in C. elegans nematodes. The data show that
Dicer silencing leads to decreased lifespan of wildtype worms, causes oxidative stress,
and inhibits the beneficial effects of mutations or interventions that rely on
mitochondrial function to extend lifespan. Additionally, the Endoplasmic Reticulum
Unfolded Protein Response is affected by the absence of miRNA processing. The
absence of one of these miRNAs, miR-230-3p, leads to increased expression of pdi2,
a phenomenon that is partially responsible for the decrease in lifespan in worms in the

context of Dicer silencing.
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1 INTRODUGAO

1.1. Envelhecimento e sociedade

Segundo o ultimo relatério da Organizagdo Mundial da Saude - ONU - a
expectativa de vida global ao nascer aumentou de 66,8 anos, no ano 2000, para 73,3
em 2019. De acordo com este relatério, grande parte desta conquista se deve a
aplicagdo de medidas sociais contra doencas em paises em desenvolvimento'.
Curiosamente, esta tendéncia mundial que foi recebida como um sinal de sucesso,
acende também um alerta para problemas que devem aparecer com cada vez mais
forca nas proximas décadas. Isso porque, com o0 aumento do tempo de vida da
populagao, a tendéncia é que doencas relacionadas ao envelhecimento venham a ter
uma prevaléncia cada vez maior, diminuindo a qualidade de vida na velhice. Esta n&o é
uma preocupagao que aparece apenas neste relatério da ONU, pois relatorios
anteriores ja destacavam medidas que deveriam ser tomadas e habilidades que
deveriam ser prioritarias, nado s6 para minorar o efeito destas doengas, mas para
retardar o envelhecimento em si?. Dentre estas prioridades esta a pesquisa biomédica
focada na busca por intervencdes capazes de tratar e prevenir tais doencgas, garantindo

mais conforto e saude na velhice?.

1.2. Free Radical Theory of Aging

Diferente do que talvez possa parecer, esta ndao é uma tarefa facil. O
envelhecimento € um fenbmeno de dificil caracterizacdo e que pode ser influenciado
por uma gama de processos moleculares, metabdlicos e até mesmo sociais, que o
tornam unico e complexo. Nao diferente de muitos conceitos na ciéncia, o que
chamamos hoje “envelhecimento” é um acumulado de conhecimento que vem sendo

aperfeicoado ha mais de 100 anos e que ja passou por varias reformulagées.

Ainda no final do século XIX comegaram a surgir as primeiras ideias das causas
do envelhecimento e de como ele seria regulado. Uma frase de autoria desconhecida
que comegou a circular nesta época mostra bem como eram estas ideias: “The candle
that burns twice as bright burns half as long”. A ideia de uma vela que queima mais
rapidamente quanto mais forte € a sua chama estabelecia a relagdo entre a taxa

metabdlica de um determinado organismo e o tempo de vida dele. O fisiologista alemao
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Max Rubner formulou o que hoje podemos dizer ser o embrido deste conceito, mas
estas ideias comegaram a ganhar forga alguns anos depois com a famosa publicagao
de Raymond Pearl, “The Rate of Living™. Em resumo, a ideia era que a taxa metabdlica
determinaria o tempo de vida de cada organismo. Ndo havia naquela época provas
contundentes para tal afirmacdo, sendo esta hipotese baseada na observacao e
comparagao do tempo de vida entre diferentes organismos. No entanto, anos mais
tarde, os avancos em relacdo a medicao e aos efeitos da radiacdo e das espécies
reativas de oxigénio (ROS, sigla do inglés para reactive oxygen species) nos tecidos
biolégicos deram maior sustentagdo para a ideia que estava se desenvolvendo. Em
1956, o médico Denham Harman reuniu uma compilagcdo de dados numa famosa
publicacdo intitulada “Aging: A Theory Based on Free Radicals and Radiation
Chemistry”, onde ele especula que tanto doengas quanto o envelhecimento em si séo
causados pelos efeitos dos radicais livres aos componentes celulares®. A partir deste
ponto as mitocdndrias comeg¢am a tomar uma posi¢ao de destaque, pois ja era
conhecido o papel central destas organelas no metabolismo energético e na produgéo
de espécies reativas de oxigénio®. Esta grande quantidade de informagdo vinda de
multiplas areas do conhecimento, como fisica, quimica, bioquimica e biologia, acabou
por se firmar como a mais famosa teoria para explicar o envelhecimento, a chamada
“free radical theory of aging”. Como veremos adiante, apesar desta teoria ser capaz de
explicar com certa precisdo alguns fendbmenos relacionados ao envelhecimento, dados

mais recentes demonstram a grande complexidade e a multifatoriedade deste processo.

1.3. Intervencdes que afetam o processo de envelhecimento

Algumas das implicagcbes importantes das ideias mencionadas anteriormente
sao, primeiro, que o envelhecimento seria causado por eventos claros e especificos e,
segundo, que este processo seria pré-determinado pela taxa metabdlica. Nao
coincidentemente, por muitas décadas o envelhecimento foi considerado um fenémeno
entropico irreversivel. No entanto, a partir do final da década de 1980, novos dados
foram extenuando as bases que se desenvolveram fortemente desde Raymond Pearl®.
Dois estudos foram particularmente importantes para iniciar esta escalada na mudanca
de paradigma. Foi descoberto que mutagdes em genes que controlam a funcédo do

receptor de insulina/IGF-1 em nematoides C. elegans sdo capazes de aumentar



13

significativamente o tempo de vida deste organismo em quase duas vezes o tempo
normal’-8. Estes dados ndo excluiam, obviamente, as ideias anteriores, mas mostravam
claramente que o tempo de vida de um organismo poderia ser alterado por intervencdes
genéticas e que organismos de uma mesma espécie poderiam ter tempos de vida
consideravelmente diferentes. Curiosamente este ndo seria o unico tipo de intervencao
capaz de alterar o tempo de vida, pois pesquisas subsequentes mostraram que
alteragodes nutricionais, alteragao da fungao mitocondrial e de vias que controlam a
resisténcia ao estresse também promovem efeito semelhante® %", Como veremos a
seguir, as décadas seguintes foram fundamentais para mostrar a complexidade do

processo de envelhecimento e dos sistemas bioldgicos que controlam o tempo de vida.

1.4. A regulagao do tempo de vida

Um dos grandes problemas em se estudar o envelhecimento esta na dificuldade
de encontrar marcadores que descrevam objetivamente altera¢des neste processo. Um
dos readouts comumente utilizados em alguns modelos biolégicos é a avaliagao do
tempo de vida como maneira de inferir se uma determinada intervencédo afeta
positivamente ou negativamente a taxa de envelhecimento de um organismo. Como
mencionado anteriormente, alteragdes na via de insulina/IGF-1, por exemplo, podem
alterar o tempo de vida de vermes’. Curiosamente, foi demonstrado que este efeito é
conservado em moscas, mamiferos e ha ainda correlagdo entre polimorfismos que
levam a perda parcial da fungao deste receptor e a longevidade em grupos de humanos

supercentenarios'2-1°,

Intervencdes dietéticas também foram mostradas terem papel semelhante na
regulagdo do tempo de vida em diversas espécies®'?. Em nematoides, por exemplo, ha
diferentes protocolos de restricdo alimentar capazes de estender o tempo de vida'® e,
de maneira semelhante ao que ocorre na regulagdo da sinalizacdo de insulina,
alteragdes na ingestao alimentar também podem promover aumento do tempo de vida

em diversas espécies, desde leveduras até primatas ndo humanos°.

No entanto, apesar de regularem o tempo de vida, estes dois tipos de
intervengdes (restricao dietética e alteragdes na via da insulina) agem por vias distintas.
Enquanto mutacdes no receptor de insulina ativam um fator de transcricdo chamado

DAF-16, a mutagao no gene eat-2 (modelo genético de restricao calorica) depende de
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skn-1 (gene ortélogo de Nrf-2, em humanos)'6. Curiosamente, tanto daf-16 quanto skn1,
sdo fatores de transcricdo responsaveis por controlar a expressdo de genes que
garantem resisténcia ao estresse'®'”. Some-se a isto o fato de que nem todas as
intervengdes do mesmo tipo agem da mesma maneira. O aumento do tempo de vida
promovido pela restricdo caldrica causada pela diluicao de bactéria, que serve de
alimento para nematoides em meio semissolido, depende da ativacdo da Proteina
Quinase Ativada por AMP (AMPK), mas n&o necessita de skn-1'%-®, De modo contrario,

o aumento do tempo de vida mediado pela mutagdo em eat-2 independe de AMPK'7.

Curiosamente, o que parecia adormecido, devido a esta nova leva de
informagdes sobre a regulacdo do tempo de vida, comegou a ganhar forgca novamente.
Até o final dos anos 1980 e até mesmo na década de 1990, a mitocdndria era vista
muito mais como vila do que como heroina no processo de envelhecimento. Porém,
paulatinamente, este quadro foi se alterando. Ao longo dos anos, diversas alteragdes
mitocondriais foram demonstradas afetarem o tempo de vida em diferentes espécies’®
e, particularmente, estudos em nematoides C. elegans trouxeram uma quantidade
significativa de informagdes que compdem o que sabemos até hoje sobre o assunto.
Foi demostrado, por exemplo, que aproximadamente 15% dos genes que controlam a
longevidade neste modelo experimental, tém fungdes mitocondriais?°. Na mesma época
apareceram os primeiros indicios de que mutacdes em componentes dos complexos
mitocondriais promovem aumento do tempo de vida?'-23. Vermes mutantes para os
genes nuo-6 e isp-1, por exemplo, importantes componentes carreadores de elétrons
nos complexos mitocondriais | e lll, respectivamente, tém diminuicdo da taxa
respiratoria e aumento no tempo de vida de aproximadamente 50%2*. Da mesma forma,
o tratamento com Metformina, um antidiabético classico, também aumenta o tempo de
vida de nematoides através da inibicdo do Complexo | da Cadeia Respiratoria
Mitocondrial, com efeitos semelhantes também em mamiferos?%26. O tratamento com 2-
deoxi-D-glicose, que inibe a glicélise e causa, ao contrario, aumento da taxa
respiratoria, também aumenta ao tempo de vida?’. Porém, diferentemente do que havia
sido pensado por muitas décadas, nestes e em muitos outros casos semelhantes, a
correlacdo entre aumento do tempo de vida e a producdo de espécies reativas de

oxigénio é positiva. Ou seja, ha aumento na produgédo de ROS e nio diminuigao.
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Foi ficando cada vez mais claro que, a0 menos parcialmente, os mecanismos
que controlam estes efeitos no tempo de vida de maneira dependente da fungao
mitocondrial estdo associados ao controle fino do balango redox. Observagdes em
varias espeécies deixam claro que um aumento moderado dos niveis de ROS pode ser
benéfico'. Por exemplo, como citado anteriormente, vermes mutantes para
componentes da cadeia respiratoria isp-1 € nuo-6 apresentam aumento do nivel de
anion superdxido e sdo longevos?8. Este aumento no tempo de vida é bloqueado quando
os vermes sao tratados com os antioxidantes N-acetil-cisteina (NAC) ou vitamina C?42°.
De maneira semelhante, o aumento do tempo de vida promovido pelo tratamento com
2-deoxi-D-glicose, que promove inibigao da glicolise, € também bloqueado por estes
antioxidantes?’. Outro fato interessante € que o tratamento com o pré-oxidante Paraquat
tem efeitos semelhantes, no que diz respeito ao aumento do tempo de vida em
nematoides3®. Porém, estes efeitos sdo observados apenas em concentragbes baixas
de Paraquat, sendo que um aumento de 0,2mM para 0,5mM do composto, faz com que
o efeito na extens&o do tempo de vida desapareca3'. Outro aumento para 1mM leva ao
efeito oposto, diminuindo o tempo de vida3'. Estes dados nos sugerem ao menos dois
pontos importantes: primeiro, que nao se pode concluir peremptoriamente que espécies
reativas de oxigénio tém apenas efeitos negativos nos organismos no que se refere ao
tempo de vida; segundo, que aparentemente o que diferencia o efeito deletério ou
benéfico de ROS é a quantidade em que elas se apresentam no contexto celular.
Corroborando estes dados em nematoides, ha também dados semelhantes em
humanos mostrando que efeitos benéficos promovidos pelo exercicio podem ser
bloqueados pelo uso de antioxidantes3?, assim como em outros estudos foi-se incapaz
de demostrar associacao positiva entre 0 uso de antioxidantes e efeitos benéficos a
saude e até mesmo que o uso cronico de antioxidantes pode ter efeito contrario,

causando certos tipos de doengas3334,

1.5. Resposta ao estresse ativada por proteinas mal enoveladas

Com o passar do tempo e com o acumulo de dados a respeito destes
mecanismos, ficou mais clara a ideia de que o ponto central € como o organismo
consegue se proteger de diferentes estresses3>. Um componente destes mecanismos

de regulagdo esta relacionado com a capacidade do organismo em responder ao
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estresse celular via ativacdo das unfolded protein responses (UPRs). A proteostase,
como é chamado o processo de homeostase proteica, é essencial para a manutengao
da vida, reprodugao e crescimento, pois permite ao organismo responder de maneira
adaptativa a muitos tipos de estresse®®. As UPRs sio sistemas de protegdo celular
contra danos que culminam na perda de enovelamento proteico. Estes sistemas podem
ser encontrados no citoplasma, nas mitocondrias e no reticulo endoplasmatico®, e a
resposta antiestresse coordenada por eles depende do envolvimento do nucleo das
células. Ou seja, recebida a informacéo de alteragdo no enovelamento de proteinas,
sinais sdo enviados ao nucleo, que comega a transcrever genes responsaveis por

resolver os mais diferentes tipos de estresse®,

Alteracbes em proteinas ribossomais mitocondriais (MPRs), por exemplo,
causam problemas metabdlicos que levam a ativacdo da via de UPR mitocondrial
(UPR™Mt o que pode ser verificado pela ativagido da chaperona mitocondrial HSP-6), a
diminuigao da respiracédo e ao aumento do tempo de vida em nematoides38. No entanto,
estes fenbmenos sao parcialmente revertidos quando a comunicagao
mitocondria/ntcleo é prejudicada pela delegédo do gene ubl-5%8. Curiosamente, tanto as
mutacdes em isp-1 e nuo-6 quanto o tratamento com paraquat, citados anteriormente,
também ativam a UPR™Mt39_A delegdo de ubl-5 também bloqueia o aumento no tempo
de vida observado no mutante isp-73%, sugerindo que estas intervengbes agem de
maneira semelhante. Some-se a isto o fato de que estas mutagées mitocondriais
aumentam o tempo de vida de maneira dependente de demetilases de histonas, como
JMJD-1.2 e JIMJD-3.1, mostrando novamente a importancia da transcrigdo génica e da
comunicagdo com o nucleo na resposta ao estresse causado por mutagdes
mitocondriais®®. De maneira semelhante ao que acontece com estes mutantes
mitocondriais, a superexpressao das demetilases JMJD-1.2 e JMJD-3.1, por si, ja eleva
a expressao da chaperona mitocondrial HSP-6 e proporciona aumento no tempo de

vida. Estes efeitos também sdo bloqueados quando o gene ubl-5 é deletado?°.

E interessante notar que muitos destes fendmenos que conectam a UPR™! ao
envelhecimento e ao controle do tempo de vida também podem ser estendidos para
UPR do reticulo endoplasmatico (UPR™). Esta UPR, similarmente a anterior, é ativada
em situacbes de estresse, mas nesse caso, aquelas situacbes que abalam a

proteostase do reticulo endoplasmatico*'. Esta via pode ser ativada por trés
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mecanismos de sinalizagao diferentes, todos eles por um componente localizado na
membrana do reticulo, sendo eles inositol-requiring enzyme-1 (IRE-1), PKR-like ER
kinase (PERK) ou activating transcription factor 6 (ATF6)%. A cascata de sinalizagao
varia para cada um destes componentes mas 0 mecanismo € o mesmo: apoés a ativacao
da via pela presenca de proteinas mal enoveladas inicia-se a transcricdo de genes
antiestresse que podem defender a célula do agravo que afetou a homeostase do
reticulo endoplasmatico*?. No caso da sinalizagéo via PERK, o fator de transcrigdo ATF4
€ recrutado; a ativacdo via IRE-1 leva ao recrutamento de XBP-1; e o terceiro
componente, ATF6, é o préprio fator de transcricdo que, quanto ativado, é clivado e se
movimenta para o nucleo da célula, onde participa da transcricdo génica®.
Curiosamente, com o envelhecimento estas proteinas vao acumulando danos e
diminuindo em expresséo, o que leva a perda gradual do controle da proteostase do
reticulo endoplasmatico**. De maneira semelhante ao que acontece com a UPR™t a
UPR'™ ¢ parte fundamental dos efeitos de interveng¢des que levam ao aumento no tempo
de vida, como a mutagdo no receptor de insulina/lGF-1 e a restricdo caldrica®>4,
Alteragcbes na proépria via, como por exemplo a superexpressdo de XBP-1 ou a
hiperativagao da via de PERK, também levam ao aumento do tempo de vida em vermes
ou a neuro-protecdo em camundongos*’~*°. Sendo assim, nédo é surpreendente que
muitas doengas relacionadas ao envelhecimento tenham ligagcdo com a agregacéao
proteica e alteragbes no sistema de controle de qualidade da via de UPR® %0, Dentre as
mais variadas doencas com estas caracteristicas estdo Alzheimer’s, Huntington’s,

Parkinson’s e muitas outras que afetam o sistema motor®'52,

1.6. Proteinas Dissulfeto Isomerases

Independentemente do tipo de estresse que leva desregulacdo da homeostase
proteica, a UPR®" age de maneira a evitar antecipadamente a agregacao ou desfazer a
agregacao ja existente. Este sistema de protegcédo celular € composto por multiplos
coadjuvantes, como heat shock proteins (HSPs, também chamadas BiPs), proteinas
dissulfeto isomerases (PDls), dentre outras, que ajudam no dobramento das proteinas
mal enoveladas, diminuindo o estresse celular®’. Dentre estes variados coadjuvantes, é
pertinente destacar o papel fundamental de PDIs no controle de qualidade proteico

celular acoplado ao controle do balango redox. Esta classe de proteinas foi descoberta
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ha mais de 50 anos, se apresenta em grande quantidade no reticulo endoplasmatico e
hoje ja abrange mais de 20 tipos descritos em humanos®3. A formacao de ligagbes
dissulfeto é parte central da biogénese de pelo menos um tergo da proteinas humanas®*
e as PDIs sdo enzimas multifuncionais capazes de catalisar a formacédo e a quebra
destas ligacoes, além de fazerem o rearranjo de ligagdes nao nativas em uma infinidade
de proteinas®3%%. Além destas fungdes classicas, elas também participam da formagéo

de colageno e da regulagido de NADPH oxidase®6:57.

Estas enzimas sdo muito peculiares por terem fungdo tanto de oxirredutases
quanto de chaperonas®*5%58_ Elas sdo compostas por 5 dominios em sequéncia, sendo
eles a, b, b’, a’ e ¢c®. Os quatro primeiros sdo dominios homologos a tiorredoxina,
estando a e a’ ativos e b e b’ inativos®®. Os sitios ativos tém fungdes cataliticas
independentes e apresentam os motifs CXXC, ou seja, duas cisteinas ligadas a outros
dois aminoacidos internos variaveis®®°. O dominio c é onde se liga a sequéncia KDEL,
que mantém estas enzimas localizadas no reticulo endoplasmatico®®. Durante o
processo de catalise os sitios ativos variam entre a forma tiol e a forma dissulfeto,
oxidando ou reduzindo os grupos tiol de proteinas mal enoveladas, fazendo com elas
retornem a forma nativa®. Curiosamente, as PDIs tém também funcéo isomerase,
quando o processo de enovelamento € realizado sem a necessidade de alteragédo do
estado redox inicial e final tanto de PDI quanto da proteina no processo de
remodelamento®8%°, Em nematoides C. elegans ha apenas 3 isoformas desta enzima,
PDI-1, PDI-2 e PDI-3%°, A estrutura delas é quase idéntica a proteina humana, contendo
os mesmos dominios e funcdes, com variagdo de poucos aminoacidos®. Enquanto
PDI1 e PDI-3 sédo dispensaveis para o desenvolvimento dos vermes, o mutante para
PDI-2 é inviavel, sendo necessario manté-lo em heterozigose®®. Em nematoides, assim
como em outros organismos, PDI é também uma subunidade da Prolil 4-Hydroxilase,
tendo fungao central na formacao de colageno e sendo essencial para a formacgao da

matriz extracelular e para a manutencgédo da estrutura corporal®'62,

1.7. Regulagao da Via de UPRER

Considerando a complexidade e a importancia do controle da homeostase
proteica, as células tém mecanismos finos de regulacdo de seus componentes para

manté-los em adequado funcionamento e, além disso, controlar o nivel de ativagao
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necessaria para cada tipo de estresse. IRE-1, por exemplo, € um receptor
transmembrana que fica ligado as chaperonas GRP78, citadas anteriormente como
BiPs. Sentida a presenga de proteinas mal enoveladas, a chaperona se desliga, IRE-1
se dimeriza e em seguida € fosforilado, dando prosseguimento a cascata de
sinalizagao®. Tanto IRE-1 quanto ATF6 sofrem regulagdo por PDls, seja por
modificacdo das pontes dissulfeto, seja pela reducdo de cisteinas em residuos
especificas destas enzimas®6°, PERK ¢é regulada de maneira muito semelhante as
enzimas anteriores, tanto no que diz respeito a ligagcdo com BiPs quanto ao controle por
PDIA6%. IRE-1 pode ser ainda fosforilada de maneira independente pela proteina

quinase A (PKA) ou ter sua atividade reduzida por modificagdes redox57-68,

Curiosamente, apesar da grande quantidade descrita de mecanismos de
regulacdo em muitos pontos da via de UPR®", grande parte dos dados diz respeito a
regulagdo pos-traducional. No entanto, ajustes também no nivel transcricional ou
traducional parecem ter grande impacto neste mecanismo de controle. Ja se sabe, por
exemplo, que alguns dos genes envolvidos na resposta ao estresse podem ser
degradados através de nonsense-mediated decay (NMD), diminuindo a sinalizagéo de
UPRe®% Em condigdes basais a NMD reprime UPR®", mas em situagbes de estresse, a
fosforilagado de elF2a, componente da cascata de sinalizacdo de PERK, inibe a NMD,
permitindo maior ativagdo de UPR® 70, Além disso, a NMD também tem como alvo
outros genes da via de UPR, como CHOP e ATF47'. Mais recentemente apareceram
também envolvidos neste contexto um grupo de reguladores pds-transcricionais dos

mais importantes nos organismos, os microRNAs (miRNAs).

1.8. MiRNAs e suas funcdes na regulacéo do tempo de vida e da via
UPRER

MiRNAs sdao RNAs nao-codificantes transcritos no nucleo por uma RNA
polimerase do tipo Il na forma de microRNAs primarios (pri-miRNAs)’?2. Esses
primiRNAs sdo processados em precursores de miRNAs (pre-miRNAs), que tem
aproximadamente 60-70 nucleotideos’®, apresentam forma de grampo e sdo
transportados para o citoplasma pela Exportina-5 (XPO-1 em C. elegans)’*">. No

citoplasma essas moléculas sao processadas por uma RNAse tipo Ill, chamada Dicer
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(também chamada de DCR-1 em C. elegans), tornando-se miRNAs com 20-22
nucleotideos que tém, efetivamente, fungéo de silenciamento génico’®. Estas moléculas
maduras reconhecem sequéncias complementares na regido 3’-nao traduzida de RNAs
mensageiros (3’'UTR) e induzem desestabilizagcdo ou inibicdo da traducédo dos seus
alvos’’. Portanto, cada miRNA pode promover o ajuste fino da expressdo de dezenas
ou até mesmo centenas de RNAs mensageiros, sendo, nesse caso, um dos principais

mecanismos de regulagio da expressao génica nos organismos’?.

Apesar de Dicer também ser responsavel pelo processamento de diversos RNAs
pequenos’®’® a via de processamento de miRNAs esta evolutivamente associada a
regulacdo do tempo de vida e ao metabolismo em diversas espécies, incluindo
humanos”380, Alteragdes em miRNAs importantes no desenvolvimento larval do
nematoide C. elegans, como lin-4 ou membros da familia de /let-7, determinam o tempo
de vida do verme®':82. A reducdo da expressédo de lin-4 leva a diminui¢cdo do tempo de
vida e a um acelerado processo de envelhecimento tecidual®?. De modo contrario, a
superexpressao de lin-4 ou a redugao da atividade do seu alvo principal, o fator de
transcricdo LIN-14, promovem aumento do tempo de vida dos vermes, mostrando o
fator causal dos miRNAs nestes fendmenos®. Lin-4 e let-7 foram os primeiros miRNAs
descritos®84, porém hoje se sabe que eles fazem parte de uma classe numerosa de
RNAs nao-codificantes presentes nos mais diversos metazoarios e plantas, e que
desempenham fungdes no desenvolvimento, na manutencdo da identidade e
integridade celulares, na fisiopatologia de inimeras doencgas e no envelhecimento®78,
Em vermes e no tecido adiposo de camundongos a expressao global de miRNAs esta
diminuida com o envelhecimento®. Também durante o envelhecimento ha diminuigéo
da expressao de Dicer, uma das principais enzimas responsaveis pelo processamento
de miRNAs?8. Curiosamente, mutagdes que levam a perda da fungao de Dicer causam
reducao no tempo de vida e na resposta aos estresses oxidativo e térmico em C.
elegans®®. Por outro lado, a superexpressdo de Dicer no intestino destes vermes
promove aumento da sobrevida e resisténcia a estes tipos de estresse®’. Em
camundongos, o nocauteamento de Dicer em adipocitos leva ao risco prematuro de
morte e inibe parte dos efeitos benéficos da restricdo caldrica, como o aumento da

sensibilidade a insulina®®.
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Considerando seu mecanismo de agéo, ndo é surpreendente que miRNAs estejam
envolvidos na regulagcao da expressao génica nas mais variadas vias metabdlicas e
interajam com alvos em muitos tipos de doengas. Ha, por exemplo, mais de uma dezena
de miRNAs envolvidos na regulacdo de genes relacionados a supressdao ou
desenvolvimento tumoral®’. MiR-34 e let-7, por exemplo, tem como alvos BCL-2 e
BCLXL, respectivamente®®8°, e 0 miR-146b-5p regula SMAD4 em cancer de tireoide®.
Adicionalmente, let-7 atua ainda na regulagéo do receptor de insulina/IGF1°'. O miR122
€ um dos grandes responsaveis pela regulagcdo da expressao de genes que controlam
a sintese de colesterol®?. Estes s&o apenas alguns exemplos deste tipo de interagdo
que aparece em diversos contextos, como metabolismo de acidos graxos®, controle do
balango redox®, metabolismo®, dentre muitos outros, incluindo o controle da
proteostase pelas UPRs®. Um grande hub na sinalizagéo tanto da UPR™! quanto da
UPR®", Xbp-1, é alvejada pelo miR-30c%. Genes que codificam para as BiPs,
fundamentais na resposta ao estresse mitocondrial e de reticulo endoplasmatico,
também sdo alvo de multiplos miRNAs, como o miR-122, miR-181 e miR-199b°-%°,
Ainda participam da regulagéo da resposta ao estresse os miRNAs miR-221 e miR-204,
atuando em outros pontos da cascata. Porém, apesar da ampla atuacao deste tipo de
silenciamento na via, ndo ha descricdo de regulagdo, por miRNAs, de genes que

codificam para as PDlIs, fato curioso dada a grande importancia destas proteinas.

1.9. A complexidade do processo de envelhecimento

De maneira geral, esse conjunto de dados indicam que, como Denham Harman
ja havia inferido na década de 1980, a mitocondria tem sim papel fundamental no
controle do tempo de vida e as espécies reativas de oxigénio sdo agentes centrais nesta
regulacédo. Porém, o processo de envelhecimento em si, sua génese, controle e seu
impacto no tempo de vida dos organismos € muito mais complexo e tem participacao
de diferentes mecanismos. Estes mecanismos dependem da atuagdo em conjunto de
diferentes agentes em niveis celular e tecidual, da comunicacdo de componentes
celulares em compartimentos diferentes, da capacidade da célula em perceber e
responder aos sinais de estresse e, ainda mais importante, de controlar o nivel da

resposta de maneira adaptativa, trazendo especificidade a cada tipo de demanda.
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Neste trabalho, buscamos explorar este complexo sistema e entender como alteragdes
na via de processamento de miRNAs afetam o tempo de vida de nematoides C. elegans,
guais os principais componentes da resposta ao estresse afetados na auséncia de Dicer

e seus efeitos fisioldgicos.
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Figura 1 — O envolvimento de Dicer na longevidade induzida por estresse oxidativo. (a) Tempo de vida de vermes N2,
isp1(gqm150), nuo-6(gm200) e clk-1(e2519) tratados com dcr-1 RNAi e RNAi Controle. N2 RNAi dcr-1 n=204, N2 RNAi controle
n=242, isp-1(qm150) RNAI dcr-1 n=167, isp-1(qm150) RNAi controle n=97, nuo-6(qm200) RNAi dcr-1 n=96, nuo-6(gqm200) RNAi
controle n=36, clk-1(€2519) RNAI controle n=117 e clk-1(e2519) RNAi dcr-1 n=91. (b) Tempo de vida de vermes N2 tratados com
RNAI contra dcr-1 e RNAI controle na presenga ou auséncia de paraquat 50ug/mL. RNAi controle n=119, RNAi controle + Paraquat
n=119, RNAI dcr-1 n=121, RNAI dcr-1 + Paraquat n=104. (c) Tempo de vida de vermes N2 e mutantes dcr-1(ok247) em resposta a
metformina 50mM ou veiculo. N2 + Veiculo, n = 149, N2 + Metformina n = 101, dcr-1(0k247) + Veiculo n = 84 and dcr-1(0k247) n =
72. Os dados foram analisados com teste Log-rank. Andlise e grafico feitos em Graphpad Prisma 5. (d) Quantificagcéo de ion
superéxido por MitoSox (Thermo Fisher Scientific). Duplicata de experimentos. RNAi Controle n=100 e RNAi Dicer n=100 por
experimento. 4mM de paraquat. Medida de fluorescéncia feita em Cytation5 Image Reader (BioTek Instruments). Os dados sé&o
Média £ EPM e as comparagdes foram feitas utilizando teste one-way ANOVA. Andlise e gréfico feitos em Graphpad Prisma 5. * =
P<0,05 e *** = P<0,01. Fonte: Dissertagdao de Mestrado de Silas Pinto da Silva.

No inicio do trabalho que gerou esta tese, tinhamos dados que nos indicavam
superficialmente como Dicer, e talvez miRNAs ou outros RNAs néo codificantes, afetam

o tempo de vida em nematoides C. elegans. Em uma tentativa inicial de observar os
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efeitos metabdlicos da auséncia de Dicer neste modelo experimental, observamos que
a respiracao dos vermes estava diminuida quando havia silenciamento de Dicer. Estes
dados acabaram por ndo serem reprodutiveis posteriormente, mas nos abriram
caminho para uma séria de perguntas que tentamos responder com os experimentos
mostrados na Figura 1 (estes dados podem ser checados em maiores detalhes na
minha dissertagdo de mestrado). Como mencionado anteriormente, diversas
intervengdes que alteram a fungdo mitocondrial e causam um aumento nos niveis de
ROS levam a alteragdes respiratérias e ao aumento do tempo de vida. Sabiamos
também, com dados do nosso grupo, que no contexto de silenciamento ou mutagéo de

perda de fungdo em Dicer, ha efeito de diminuigdo na longevidade dos vermes'.

Nossa primeira pergunta, a partir destes dados, foi se vermes mutantes longevos
com alteragdes na fungdo mitocondrial seriam capazes de reverter estes efeitos
negativos causados pelo silenciamento de Dicer. Como pode ser visto na Figura 1a, ha
um efeito pronunciado na diminui¢gdo do tempo de vida causado pelo silenciamento de
Dicer em vermes selvagens (comparar linhas preta cheira e preta pontilhada, p <0,001).
Curiosamente, as alteragdes mitocondriais ndo sdo capazes de elevar o tempo de vida
na auséncia de Dicer (comparar linhas coloridas cheias com suas respectivas linhas
tracejadas), sugerindo que estas intervencbes tém seus efeitos, de alguma forma,
ligados a funcédo de desta enzima. O mesmo quadro é observado quando utilizamos
dois outros tratamentos que tém, em resumo, o mesmo efeito das alteracbes
mitocondriais, sugerindo que este ndao € um fendmeno meramente ligado as mutacdes
citadas anteriormente, mas uma interacdo que parece comum entre a funcdo de Dicer
e estes tipos semelhantes de intervencgdes que afetam a fungao mitocondrial e o tempo
de vida (Figuras 1b e 1c). Como mencionado, o controle do balango redox é
extremamente importante para o efeito destas intervencbes, e por este motivo
hipotetizamos que o silenciamento de Dicer causaria alteracéo na producao de espécies
reativas de oxigénio, o que poderia ser uma das causas dos efeitos prejudiciais
observados anteriormente. Isto levaria ao efeito deletério visto nos vermes selvagens e
impediria que as intervengdes testadas revertessem este efeito, pois elas também
aumentam ROS, o que causaria acumulo destas espécies reativas em niveis toxicos
para o organismo. Corroborando nossa hipétese, observamos que o silenciamento de

Dicer causa aumento na produgao de anion superéxido de maneira semelhante ao que
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acontece com altas concentragdes de Paraquat (Figura 1d). Estes dados nos levaram
aos questionamentos, hipoteses e aos experimentos que serdo apresentadas em

seguida.
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2. OBJETIVO
Avaliar a fungao de Dicer e de miRNAs para a regulagao do tempo de vida e do

controle ao estresse em nematoides C. elegans.
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3. MATERIAS E METODOS

Para os experimentos foram utilizados nematoides C. elegans obtidos do
Caenorhabditis Genetics Center (CGC). As linhagens utilizadas nos experimentos foram
mantidas em incubadoras a 15 °C ou 20°C, de acordo com a necessidade do verme,
em placas de Petri com meio Nematode Growth Media semissolido (NGM) contendo
uma camada de bactéria E. coli OP50-1 [exceto nos experimentos envolvendo RNAi em
que a bactéria HT115(DE3) foi usada] suplementada com 100 pg/mL de estreptomicina,
de acordo com Brenner S., 1974

(http://lwww.wormbook.org/chapters/www _strainmaintain/strainmaintain.html).

3.1 Sincronia de vermes

O protocolo de sincronia de vermes por hipoclorito de sédio foi feito conforme
descrito no Wormbook
(http://www.wormbook.org/chapters/www _strainmaintain/strainmaintain.html).
Hermafroditas gravidas foram lavadas das placas de NGM com agua estéril e
transferidas para tubos Falcon de 15mL. Foram acrescentados 0,5mL de NaOH 5M e
1mL de solugédo 5% de hipoclorito de sddio, completando o volume com agua estéril
para 5mL. A homogeneizagdo em vortex por aproximadamente 10 min fez com que os
vermes fossem dissolvidos e os ovos restantes foram lavados com 15mL de agua estéril
e pipetados em placas de NGM com comida. Como apenas 0s ovos resistem ao
tratamento e todos eclodem depois de algumas horas do plaqueamento, a cultura é

considerada sincronizada.

3.2 RNA de interferéncia (RNAI)

O clone utilizado para silenciamento de dcr-1 foi o obtido de Volovik Y. e
colaboradores’'. Bactérias E. coli HT115(DE3) transformadas com vetor L4440
contendo inserto correspondente ao gene dcr-1 ou o gene luciferase (Controle), com
densidade dtica 1, foram plaqueadas sobre o meio NGM. O RNA dupla-fita expresso na
bactéria pelo vetor L4440 é ingerido pela alimentagao e transportado para todas as

células do verme, onde o RNA dupla-fita é processado e silencia o RNAm


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Volovik%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22360389
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Volovik%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22360389
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complementar'®2, Para o silenciamento de dcr-1, vermes de diferentes linhagens, de
acordo com o experimento, foram mantidos em RNAI dcr-1 ou Controle até a idade
adulta e sincronizados conforme o item 3.1. Os ovos obtidos foram novamente
colocados em placas de RNAi dcr-1 ou RNAI Controle. Estes vermes foram novamente
sincronizados na idade adulta e os ovos obtidos foram colocados em placas com o RNAI
correspondente. Utilizamos RNAIi desde a geragdo parental dos vermes para obter o
efeito de silenciamento génico desde o periodo embrionario’®, ja que o embrido ndo
tem contato com o meio externo, ndo se alimentando da bactéria que expressa a fita

complementar que silencia o gene Dicer.

3.3 Determinacéo do tempo de vida

Para a medida do tempo de vida, cerca de 120 vermes sincronizados foram
monitorados diariamente, a partir do dia 0 (zero) da vida adulta, com a utilizagdo de um
estereoscopio de luz '°3. Foram realizados trés toques com haste de platina nas
extremidades dos vermes, sendo estes considerados mortos quando n&o se obteve
resposta motora aos toques. Os experimentos foram realizados a 20°C, temperatura
fisioldgica para o verme. Em todas as placas ha 100 uyg/mL de estreptomicina e 0,25
pg/mL de anfotericina B para evitar contaminagdes, além de 0,5 yg/mL de 5-fluor-
2deoxiuridina - FUdR (Sigma), um inibidor de mitose, para prevenir o desenvolvimento

da prole e a superpopulagao das placas. Quando necessario foi utilizado o antioxidante

NAC na concentragcao de 10mM ou VitaminaC 5mM.

3.4 Expressao de GFP

A analise da expressdo de GFP para avaliagcdo das principais vias de defesa
antiestresse foi realizada no dia 3 da vida adulta dos vermes'%4. Aproximadamente 20
vermes das linhagens especificadas em cada experimento foram mantidos em RNAi
dcr-1 ou RNAI Controle até o dia 3, quando foram transferidos para placas de 96 pocos
com as bordas escuras e fundo transparente. Em cada poco foi acrescentado um
volume de 100ul de azida sédica 0,2% (Sigma) como agente paralizante e logo em
seguida fotos foram tiradas utilizando o equipamento Cytation5 (BioTek) ou Leica M165

FC par a captacao de GFP. As imagens obtidas foram analisadas com o auxilio do
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software ImageJ, considerando a area total fluorescente normalizada pelo tamanho do

verme.

3.5 Mobilidade

Nos dias 6 e 12 da idade adulta, vermes selvagens tratados com RNAIi dcr-1 ou
RNAIi Controle, sendo 12 por grupo, foram transferidos individualmente para placas de
96 pocos contendo 100 uL de meio M9 (3 g KH.PQO4, 6 g Na;HPO4, 5 g NaCl, 1 ml 1 M
MgSO4, H,0 para 1 litro). Foram entdo medidos, por 10 segundos, todos os movimentos
corporais de cada verme com a ajuda de um estereoscopio de luz'®. Cada movimento
lateral dos vermes foi considerado como uma contagem. A medida foi repetida 3 vezes
para cada condicdo e em seguida a média dos numeros foi transformada em

contagens por minuto.

3.6 Bombeamento da faringe

Para a medida do bombeamento da faringe aproximadamente 30 vermes
adultos sincronizados foram mantidos em meio NGM a 20°C e nos dias 3, 6, 9 e 12,
com o auxilio de um estereoscopio de luz, foram contados o numero de
bombeamentos da faringe. Cada verme foi localizado individualmente na placa de
NGM e a luz foi ajustada para que fosse possivel enxergar o movimento da faringe,
ou seja, os movimentos de degluticdo de cada um deles. Durante 10 segundos foi
contado o numero de movimentos de degluticdo realizado pelo nematoide. Essa
contagem foi repetida 3 vezes para cada verme e em seguida a média do numero foi

transformada em contagens por minuto3.

3.7 Analise de sequenciamento de RNAs pequenos

Para a analise da expressao de miRNAs através de sequenciamento, RNA total
foi isolado de grupos de vermes no dia 1 da idade adulta. As linhagens utilizadas foram
isp-1(qm150), MAM13 (dcr-1p::dcr-1) e MAM14 (ges-1p::dcr-1). Apos a lavagem das
placas com meio M9, os vermes foram coletados e transferido para tubos de 1,5mL. O

sobrenadante foi removido e foram adicionados 500uL de reagente TRIzol(Life
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Technologies). Foram adicionados 100uL de cloroférmio seguidos de homogeneizagao.
Em seguida o tubo foi centrifugado a 14000g por 15 minutos e a fase aquosa superior
foi coletada. Foram adicionados 40uL de acetado de sodio 3M e 150uL de isopropanol.
ApoOs homogeneizagéao a solugao foi deixada em freezer (-20°C) durante a noite e apds
este periodo centrifugada novamente a 14000g por 10min. O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado 2 vezes com etanol 75%, deixado secar a temperatura
ambiente e diluido em agua livre de RNAse. A quantidade de RNA foi determinada
através do equipamento 2100 Bioanalyzer (Agilent), e as amostras tiveram niumero de
integridade de RNA (RIN, sigla do inglés) maior que 9. Para cada grupo, 10 ug de RNA
total foram enriquecidas para RNA pequenos usando PureLink miRNA Isolation Kit
(Invitrogen), quando em seguida foi realizada a preparacgao da biblioteca usando SOLiD
Total RNA-Seq Kit, seguindo as especificacbes do fabricante (Life Technologies).
Finalmente, as bibliotecas foram sequenciadas usando a plataforma SOLID5500 em
corrida single read. Para a analise, as leituras sequenciadas foram pre-processadas
utilizando o software Fastx Tool Kit, os adaptadores foram retirados e foram mantidas
apenas sequéncias com tamanho maior que 18pb. Essas sequencias foram mapeadas
no genoma de referéncia ce11 (UCSC) com a utilizagdo do software Bowtie2. A
contagem de miRNAs foi feita através do soffware Bedtools baseada no banco de dados
miRBase 20. Os dados foram normalizados pelo total de sequéncias geradas por

amostra.

3.8 Analise de Transcriptébmica

Para a analise transcriptémica foram utilizamos os datasets GSE95240 (vermes
isp-1(gm150)) e GSE55333 (vermes selvagens tratado com RNAI dcr-1) disponiveis no
NCBI. Os dados foram pré-processados utilizando a ferramenta Fastx Toolkit
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/), as reads foram alinhadas e anotadas pelo
alinhador Star Aligner'®® utilizando a versdo WBcel235 do genoma de referéncia

(http://www.ensembl.org/Caenorhabditis_elegans/).
3.9 Expressao génica através de PCR quantitativo

Para a quantificacdo dos genes através de PCR-quantitativo, 500ng de RNA extraido

como mencionado no item 3.7 foi utilizado para a sintese de cDNA com a utilizagao do Kit
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High-Capacity cDNA Reverse Transcription, segundo especificagées do fabricante. Em
seguida. 0,25 pL de cDNA foram utilizados numa reagéo de 10 uL contendo 1x Maxima
SYBR Green gPCR Master Mix (Fermentas, Glen Burnie, MD) e 250nM de primers forward
e reverse para pdi-2 e his-10 e a expressao relativa foi calculada por 2*-AACT. Os
seguintes primers foram utilizados: pdi-2 reverse 5’CTCTTGTGGCTTTCCGTTGC-3’, e
forward 5-CAAATCCCTCGCCCCAGAAT-3". As reacgdes foram realizadas pelo aparelho
CFX384 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) seguindo o seguinte protocolo:
50°C -2 min, 95°C -10 min, e 40 ciclos de 95°C -15s, 60°C -20s, e 72°C -30s.

3.10 Clonagem dos oligonucleotideos ao vetor pMir-Report

Os oligonucleotideos foram diluidos a concentracdo de 1ug/uL e anelados em
tampéao de anelamento (10 mM Tris, pH 7.5 - 8.0; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA). A solugéo
foi aquecida a 95°C por 2 min, deixada esfriar em temperatura ambiente e mantida nesta
condigdo por 45 minutos. 1ug de vetor pMir-Report (Thermo Fisher Scientific) foi
digerido com 1pu (10 unidades) as enzimas de restricdo Spel e Hindlll, na presenga de
tampao Cutsmart (New England Biolabs), para um volume final de 50uL. Os oligos
anelados foram diluidos para 4ng/uL e ligados a 50ng de pmir-Report, na presenca de
DNA T4 Ligase (New England Biolabs) e tampao de ligase 1x em um volume final de
20uL. 2uL da ligagao foram transformados em bactérias DH5a competentes de acordo
com o protocolo Addgene (https://www.addgene.org/protocols/bacterial-transformation)
e em seguida, foram plaqueados 100uL da transformacdo em placas de LB-agar

contendo 100mg/mL de Ampicilina.

3.11 Verificagao da regulagado da 3'UTR de pdi-2 pelo miR-230-3p

Células HEK293 foram pipetadas em placas de 96 pocos, em meio DMEM, na
concentragdo de 2x10* e apds 24 horas foram transfectadas com os vetores pMirPDI
ou pMirPDImut, além do vetor pRL-SV40 (que expressa Renilla luciferase) na presencga
ou auséncia do mimético do mir-230-3p. Servindo como controle, foi utilizado o mimético
do miR-85-3p, outro miRNA de C. elegans que nao se liga a pdi-2 ou a genes humanos.

Apods 24 horas da transfeccdo, o meio foi substituido para retirar os componentes dos
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kits utilizados. Apds outras 24 horas as células foram lavadas com PBS e em seguida

foi feita a leitura para captagéo da luminescéncia de Firefly Luciferase e Renilla

Luciferase com a utilizagao do kit Dual-Glo® Luciferase Assay (Promega).

3.12 Analise Estatistica

A analise estatistica para tempo de vida foi feita com teste Log-rank (Mantel-Cox).
A analise estatistica dos dados de RNAseq foi realizada através do software EdgeR.
Nos demais experimentos, para comparacao entre dois grupos foi usado o teste
tStudent e para comparagao de mais de dois grupos foi usado o teste ANOVA One-Way

e para estes testes as diferengas foram consideradas significantes quando o P < 0,05.
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4. RESULTADOS

Como mostrado anteriormente, Dicer parece ter papel significativo no controle do
tempo de vida® e em fendmenos que envolvem a fungdo mitocondrial. A partir destas
informacdes buscamos entender efetivamente qual é esta funcdo. Nos experimentos,
utilizamos a técnica de RNAI para o silenciamento de Dicer. Esta técnica é usada em
vermes através da alimentacdo, onde se fornecem bactérias que expressam RNAs
pequenos que silenciam Dicer'® e desta maneira conseguimos um silenciamento de
aproximadamente 95% da expresséo do gene que codifica para esta enzima (dados do
laboratorio). Considerando o importante papel de Dicer e dos de miRNAs durante o
desenvolvimento dos vermes®3107 a primeira pergunta que surgiu a partir dos dados
gerados durante meu Mestrado foi se o efeito de Dicer seria igual na fase de
desenvolvimento e na fase adulta do nematoide. Para isto, tratamos vermes selvagens
com RNAI contra dcr-1 durante toda a vida, incluindo a fase larval, ou comeg¢ando o
silenciamento de Dicer apenas no inicio da idade adulta. Nestes experimentos para
avaliagdo do tempo de vida, vermes s&do mantidos em placas de cultura de nematoides e
sao monitorados no periodo que vai do dia 1 da idade adulta até a morte de cada um
deles. O monitoramento é feito diariamente e os mortos sdo retirados das placas.
Corroborando os dados anteriores, observamos, primeiramente, que o silenciamento de
Dicer resulta efetivamente na diminuigdo do tempo de vida de aproximadamente 30% em
vermes selvagens (também chamados N2 - Figura 2a, comparar linhas preta e vermelha,
p < 0,001). Curiosamente este efeito ndo é observado quando o tratamento é realizado
durante a fase adulta dos vermes (Figura 2a, comparar linhas preta e azul, diferenga nao
significante), o que sugere que os efeitos deletérios observados s&o provavelmente
causados por modificagcbes no periodo de desenvolvimento. Como é dificil obter
silenciamento de Dicer estritamente na fase larval, pois ndo temos como inibir os efeitos
do RNAI a partir do inicio da fase adulta, a partir deste ponto todos os protocolos de
silenciamento de Dicer foram feitos com os vermes sendo expostos ao protocolo de

silenciamento durante toda a vida.

Como efeitos na longevidade estdo muitas vezes relacionados com alteragbes
fisioldgicas, avaliamos também dois dos parametros mais afetados durante a vida dos
vermes e que séo considerados como medidas indiretas de saude, sendo estes a taxa

de bombeamento da faringe e a movimentagao. Eles refletem indiretamente o estado
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da estrutura muscular do verme que vai perdendo funcionalidade durante o
envelhecimento, num processo que se parece com o quadro de sarcopenia em
humanos'%, Para avaliagdo da movimentag&o os vermes sdo mantidos em meio liquido
isosmotico, onde s&o contados os movimentos laterais que eles realizam em meio
aquoso. Como pode ser observado na Figura 2b, enquanto vermes tratados com RNAI
dcr-1 apenas durante a fase adulta ndo apresentam alteracdo motora em relagdo ao
grupo controle em nenhum dos dias avaliados, vermes tratados com RNAi dcr-1 durante
toda a vida apresentam grande diminuigdo na movimentacéao ja no dia 6 da vida adulta,
quadro que aparentemente se mantém em vermes mais velhos, apesar de ndo vermos
diferencga estatistica no dia 12. A taxa de bombeamento da faringe é a quantidade de
degluticdes que o verme realiza em um determinado periodo e pode ser facilmente
verificada em uma estereoscépio de luz de baixo aumento. Da mesma forma que a
anadlise da movimentagcdo, a taxa de bombeamento da faringe diminui
consideravelmente nos vermes tratados com RNAI dcr-1 a vida inteira (Figura 2c). Este
efeito aparece a partir do dia 9 da idade adulta e ndo é observado em vermes tratados
com RNAI dcr-1 apenas durante a fase adulta. Isto sugere que a estrutura/fungao
muscular de vermes se deteriora mais rapidamente com o tempo com silenciamento de
Dicer e estas alteracdes se devem a problemas causados pela auséncia de Dicer na
fase de desenvolvimento dos vermes.

Em seguida buscamos caracterizar de maneira mais ampla os efeitos da diminuigao da
expressao de Dicer sobre a resposta ao estresse. Como haviamos observado indicios
de estresse oxidativo em vermes com dcr-1 silenciada, primeiramente avaliamos como
estavam as principais vias de defesa antiestresse em nematoides. Para isto, medimos
a expressao de GFP em vermes reporter, onde o gene que codifica para esta proteina
fluorescente esta fusionado aos promotores de genes responsaveis pela resposta ao
estresse oxidativo (gst-4 e sod-3) e estresse de desbalango proteico mitocondrial

(UPR™) e reticulo endoplasmatico (UPR®") (hsp-6 e hsp-4, respectivamente)38109,
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Figura 2 — Efeitos do silenciamento de Dicer. (a) Tempo de vida de vermes N2 tratados com RNAi dcr-1 durante toda a vida do
verme (n = 83) ou durante a fase adulta (n= 107) e RNAi Controle (n= 93). (b) Movimentagao de vermes N2 tratados com RNAi dcr1
durante toda a vida do verme ou durante a fase adulta e RNAi Controle. N = 12 por grupo. (c) Taxa de bombeamento da faringe de
vermes N2 tratados com RNAI dcr-1 durante toda a vida do verme ou durante a fase adulta e RNAi Controle. N = 12 por grupo. Em
(a) os dados foram analisados com teste Log-rank e em (b) e (c) com teste One-Way ANOVA. Analise e grafico feitos em Graphpad

Prisma 5. Grafico representativo de experimentos feitos em duplicata biolégica. “***” indica P<0,001.

Como os vermes sao transparentes, é possivel avaliar a expressao de proteinas
fluorescentes em nematoides ainda vivos. Sendo assim, nestes experimentos, como a
expressdo de GFP estd sendo controlada por promotores de genes que agem em
resposta a certos tipos de estresse, caso vejamos aumento da expressao desta proteina
fluorescente apds o silenciamento de Dicer poderemos inferir que os genes, também
controlados por aqueles promotores, serdao regulados transcricionalmente da mesma
maneira. Como pode ser visto na Figura 3a, a expressdo de GFP aumentada sugere
que os niveis de superoxido dismutase mitocondrial (sod-3) estdo elevados como
resposta ao estresse desencadeado pelo silenciamento de Dicer. Este quadro parece
nao se limitar a sod-3, mas também fica evidente para glutationa S-transferase gst-4

(Figura 3b), cuja proteina é responsavel pela resposta a diferentes tipos de estresses
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enfrentados pela célula, principalmente oxidativo''%'". Por outro lado, marcadores de
vias de resisténcia ao estresse ativadas geralmente como resposta a desbalango
proteico mitocondrial (hsp-6) e do reticulo endoplasmatico (hsp-4), ou apresenta
expressao diminuida (Figura 3c) ou ndo esta alterada (Figura 3d), respectivamente. A
ativacao de sod-3 e gst-4 corrobora nossos resultados anteriores que mostram que a
diminuicdo da expressao de Dicer aumenta os niveis de ROS e bloqueia o aumento do
tempo de vida em intervengdes variadas que promovem longevidade de maneira
dependente de espécies reativas de oxigénio. Isto porque, como ja mostrado, o controle
fino dos niveis de ROS ¢é imprescindivel nestas situagdes, e alteracbes pequenas no
balango redox podem mudar bruscamente a resposta a estes tratamentos. Tentamos
também a medigao dos niveis de ROS com a utilizagdo da sonda Amplex Red Reagent
(Thermo Fisher Scientific), mas como esta técnica mede os niveis de peroxido no meio
de cultura, a quantidade deste composto liberada pelos vermes foi muito baixa, sendo

dificil de captar sinal suficiente para quantificagao.
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Figura 3 — Resposta ao estresse ativada pelo silenciamento de Dicer em vermes reporter. Expressdo de GFP dirigida pelos
promotores de (a) sod-3, (b) gst-4, (c) hsp-6 e (d) hsp-4 em vermes tratados com RNAi dcr-1 e RNAi Controle. “***” indica P<0,001
e “” indica P<0,05. Analise e grafico feitos em Graphpad Prisma 5. Teste t-Student. Os experimentos foram repetidos pelo menos

trés vezes.

Baseando-se nesses dados, hipotetizamos que o uso de antioxidantes diminuiria

os efeitos do silenciamento de Dicer por diminuir o que achavamos serem o0s
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causadores do problema, ROS. Uma maneira muito comum de se fazer esta analise em
vermes é por meio da utilizagdo de antioxidantes nas placas de cultura de vermes
juntamente com o tratamento que se quer avaliar. Tratamos entdo, concomitantemente,
vermes com RNAI dcr-1 ou RNAIi Controle na presenca ou auséncia do antioxidante
NAC na maior concentragdo em que este composto ndo apresenta efeito téxico para os
vermes?!. Curiosamente, como pode ser visto na Figura 4a, os efeitos deletérios no
tempo de vida de vermes selvagens tratados com RNAIi dcr-1 podem ser parcialmente
revertidos com o tratamento simultdneo com o antioxidante, passando de uma
diminuicdo de 30% (comparar linha azul cheia com linha azul pontilhada, p<0,0001)
para aproximadamente 20% (comparar linha azul cheia com linha vermelha pontilhada,
p<0,0001). Isso nos sugere que estes efeitos sdo, pelo menos em certo grau, causados
pela elevagéao dos niveis de agentes pré-oxidantes. Porém, como o NAC também tem
o efeito de se ligar a grupos tiol, utilizamos Vitamina C, outro antioxidante, como um
controle adicional para diferenciarmos o efeito de reducdo de espécies reativas de
oxigénio do efeito relacionado as ligagcées do enxofre. Como mostrado na Figura 4b,
apesar do efeito neste experimento ter sido menor, ha ainda uma reversao parcial e
significativa da diminuicdo do tempo de vida de vermes expostos ao dcr-1 RNAi de 50%
(comparar linha azul cheia com linha azul pontilhada, p<0,0001), para 40% no
tratamento concomitante de RNAI dcr-7 e NAC (comparar linha azul cheia com linha
verde pontilhada, p<0,0001). Este efeito protetor ndo é visto em vermes com
silenciamento de Dicer concomitante ao tratamento com Vitamina C em que a
diminuicdo do tempo de vida permanece em 50% (comparar linha azul cheia com linha
vermelha pontilhada). Isto nos sugere que, ao invés de estarmos vendo um efeito
causado apenas pela diminuicdo de agentes pro-oxidantes, aparentemente outros
efeitos de NAC tenham também participacdo na protecao em relagado a diminuicdo do

tempo de vida observada nestes experimentos.

Temos, portanto, um desbalanco redox em vermes tratados com RNAi dcr-1
como resposta ao silenciamento, o que fica evidenciado tanto pelo aumento de espécies
reativas de oxigénio quanto pelo aumento na expressao de genes relacionados com a
defesa ao estresse oxidativo, sod-3 e gst-4'1%1"1_ No entanto, agentes pro-oxidantes nao
parecem ser um fator determinante para o fenétipo de diminuigdo do tempo de vida
observado.
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Figura 4 — Os efeitos deletérios do silenciamento de Dicer no tempo de vida de vermes é parcialmente revertido por NAC.
(a) Tempo de vida de vermes N2 tratados com RNAi dcr-1 (n = 129) e RNAi Controle (n = 118), com tratamento simultaneo do
antioxidante NAC (n = 143 e n = 146, respectivamente). (b) Tempo de vida de vermes N2 tratados com RNAi Controle (n = 130),
RNAIi Controle + NAC (n= 118), RNAi Controle + VitC (n= 131), RNAi dcr-1 (n = 127), RNAi dcr-1 + NAC (n= 118) e RNAi dcr-1 +
VitC (n= 115). Analise e grafico feitos em Graphpad Prisma 5. Experimentos com NAC tem N=2 e com Vitamina C, N=1.

Tendo isto em vista e considerando a diminui¢do da expressao de hsp-6 (Figura
3c), um marcador de UPR mitocondrial, uma hipétese levantada foi a possivel inibigao
da ativacéo dessa resposta em vermes expostos a dcr-7 RNAI, o0 que os deixaria mais
sensiveis a estresses proteotoxicos mitocondriais. Como mostrado anteriormente, a
ativagdo da via de UPR™, que esta associada ao aumento do tempo de vida em alguns
vermes mutantes, tem como alvos demetilases como jmjd-1.2/PHF8 e
jmjd3.1/JMJD3%*°2_ A superexpresséo dessas proteinas ja € capaz de aumentar, por
si, 0 tempo de vida de vermes com background selvagem e mutagcdes nestas proteinas
bloqueiam a extensdo do tempo de vida em intervencgdes que ativam a UPR™t como
mutantes isp-1 e nuo-6°. Para testar se a superexpressao destas demetilases poderia
prevenir os efeitos deletérios da diminuigao da expresséo de Dicer por ativarem UPR™t
a jusante na via, novamente silenciamos Dicer, mas agora em duas linhagens de
vermes que apresentam um transgene com uma construgdo que leva a

superexpressao de jmjd-1.2*° sob dire¢do do promotor ubiquo sur-5.
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Figura 5 | A superexpressao de JMJD-1.2 nado é capaz de previnir os efeitos deletérios causados pelo silenciamento de
Dicer. Quantificagdo do tempo de vida das linhagens wild-type (N2) e duas linhagens diferentes de vermes que contém o
transgene N2, uthls404[myo-2::tdtomato; sur-5p::jmjd-1.2::3'UTR unc-54] que leva a superexpressao de JMJD-1.2, tratados com
RNAI dcr-1 e RNAI controle. As curvas foram comparadas através do teste log-rank. Numero de animais por condigdo = 150.

Experimento feito em duplicata.

Como pode ser visto na Figura 5, o aumento de mais de 30% no tempo de vida
induzido pela superexpressédo de JMJD1.2 (comparar linha preta cheia com linhas
coloridas cheias, p<0,0001 em ambos os casos) € inibido pelo silenciamento de Dicer
(comparar linha preta cheia com linhas coloridas pontilhadas, diferenga nao
significativa), sugerindo que esta intervencéo leva a alguma alteracédo que impede os
efeitos benéficos da superexpressao de JMJD-1.2, assim como acontece com vermes
mutantes em isp-1 e nuo-6, que também sao intervencdes que ativam a UPR™, Esta
diminuicdo é até maior do que a encontrada em vermes selvagens (comparar linhas

preta cheia e pontilhada, diminuigdo de 20% no tempo de vida com p < 0,0001).

Com o intuito de avaliar se o silenciamento de Dicer poderia afetar de alguma
forma a ativagdo da UPR™? silenciamos Dicer em mutantes clk-1(qm30) I, isp-1
(@qm150) 1V, e nuo-6 (qm200) | que apresentam, adicionalmente a cada umas destas
mutagdes mitocondriais, um transgene com a expressao de GFP guiada pelo promotor
do gene hsp-6 — zcl13[hsp-6::GFP]. Como estes vermes tém ativagao constitutiva de
hsp-6, se o silenciamento de Dicer afetasse a ativacdo desta chaperona, esperariamos
ver o bloqueio ou diminuicdo desta ativacdo. Porém, como pode ser observado na
Figura 6, apesar da consistente diminuicdo da expressdo de hsp-6 em vermes com

background selvagem tratados com RNAI dcr-1 (Figura 6a), o mesmo tratamento nos
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demais vermes, longevos mutantes, ndo foi capaz de bloquear a ativagdo de hsp-6
(Figuras 6b, 6¢ e 6d). Estes dados, em conjunto, nos sugerem que os efeitos causados
pela diminui¢do da expresséo de Dicer n&do estédo diretamente relacionados a alteragdes

na capacidade de ativagdo da via de UPR™! pois ela permanece funcional neste

tratamento.
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Ao descartarmos a hipdtese de problemas na ativacdo de UPR™! nos
dedicamos a analise de dados de transcriptdmica e mirnébmica disponiveis para
algumas linhagens mutantes e transgénicas utilizadas neste projeto com o intuito de
tentar identificar os possiveis genes, e talvez miRNAs, envolvidos nos efeitos descritos
anteriormente. Como ja citado, vermes longevos com alteragdo em complexos
mitocondriais (isp-1 € nuo-6, por exemplo) tém o aumento do tempo de vida bloqueado
quando tratados com RNAi dcr-1. Estes dados sugerem que a regulagdo da
longevidade induzida por estas mutagdes € dependente de Dicer. Comparamos,
portanto, RNAseq de vermes mutantes para isp-1 € nuo-6 com RNAseq de vermes
tratados com RNAI dcr-1. Estas transcriptdmicas foram obtidas de dados publicos
através do GEO Datasets (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds), uma ferramenta do
NCBI que armazena dados de sequenciamento publicados em revistas indexadas na
plataforma. As linhagens de mutantes mitocondriais foram sequenciadas no inicio da
fase adulta dos vermes, dia 1 em periodo nao fértil para evitar a presenca de ovos,
tendo como controle vermes selvagens no mesmo periodo. A linhagem em que Dicer
foi silenciada € um mutante nao fértil, fem-1, sequenciado no dia 4 da idade adulta e
comparado com a mesma linhagem tratada com RNAI clonado com vetor vazio, como
controle. O mutante fem-1 ndo produz células germinativas masculinas, o que evita a
postura de ovos férteis e a superpopulagédo das placas'3. Os dados brutos foram
obtidos e analisados novamente para estarem todos com o mesmo tipo de
processamento e, entdo, comparados. Nestes datasefs selecionamos genes
diferencialmente expressos (FDR < 0,05) e com fold-change menor ou maior que 0,5
(log2). Buscamos nesta analise genes com o seguinte padrdo: a) aumento de
expressao no grupo tratado com dcr-1 RNAi (devido ao fato de que esperavamos
aumento de expressao de grande parte dos genes, pois estamos silenciando
repressores de expressao, os miRNAs); e b) alteragao de expressao em sentido
oposto em vermes mutantes isp-1 e nuo-6, ja que observamos bloqueio do fenétipo
de longevidade destes mutantes quando Dicer esta silenciada. Com isso
esperavamos encontrar genes que poderiam estar alterados em vermes mutantes de
componentes da cadeia transportadora de elétrons e que tivessem expressao
revertida pelo silenciamento de Dicer, os quais poderiam explicar a interagcao
observada anteriormente. Utilizando estes critérios, encontramos os genes F14H12.3,

ora-1, F45D3.4, ugt-1, pdi-2, acdh-2, lys-4 e trap-2 (Figura 7a). De maneira geral, estes
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sdo genes muito pouco estudados. Aproximadamente metade deles estédo
caracterizados como codificadores de proteinas hipotéticas. Submetendo estes genes
para classificagdo no WormEnrichr encontramos uma via enriquecida em varios tipos
de ontologias, via esta relacionada a atividade oxirredutase e isomerase de Protein
Disulfide Isomerase 2 (pdi-2), como pode ser visto na Figura 7b (p valor ajustado <
0,05 nas barras coloridas em tons de azul). O enriquecimento destas ontologias se
deve basicamente a presenga do gene pdi-2, pois ha pouca informagao sobre os
outros genes, com exceg¢ao da Translocon-associated protein subunit beta (trap-2),
qgue é responsavel pela retencao de proteinas residentes no Reticulo Endoplasmatico
e também aparece como responsavel por alguns desses enriquecimentos.
Diferentemente do que achavamos inicialmente, estes dados apontam para uma
possivel alteragcdo no reticulo endoplasmatico causada pelo silenciamento de Dicer ao

invés de um problema limitado a mitocdndria.
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Figura 7 | Genes comumente regulados entre vermes mutantes para componentes de complexos mitocondriais e o
silenciamento de Dicer. (a) Diagrama de Venn mostrando a intersecg@o entre genes com expressdo aumentada em vermes
selvagens tratados com RNAI dcr-1 e genes com expressao diminuida em vermes isp-1 e nuo-6. (b) Ontologia resultante para

os genes encontrados em (a). Dados analisados em WormEnrichr.

Para tentar encontrar os possiveis miRNAs envolvidos na regulagao deste grupo
de genes e entender melhor como se da esta interacao Dicer/reticulo endoplasmatico
(Figura 7a), identificamos, por  meio da ferramenta  TargetScan
(http://www.targetscan.org/worm_52/), todos os miRNAs descritos como reguladores
putativos deles e selecionamos aqueles que alvejassem ao menos trés dos oito genes,

pois miRNAs importantes em certo contexto metabdlico tendem a regular multiplos
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genes dentro de uma mesma via'4. Utilizando estes critérios encontramos um total de
26 miRNAs: mir-1020, mir-85, mir-785, mir-86, mir-2221, mir-230, mir-1820, mir-1819,
mir-355, mir-255, mir-799, mir-796, mir-4809, mir-252, mir-4805, mir-251, mir-245,
mir358.2, mir-789-2, mir-789-1, mir-254, mir-792, mir-1, mir-4813, mir-60 e mir-2218b.

Além dos datasets de expressdo génica, também analisamos dados de
expressao de miRNAs de vermes mutantes isp-71 e de vermes com superexpressao de
Dicer no intestino e no corpo inteiro, uma vez que estes dois ultimos tém aumento no
tempo de vida e da resisténcia ao estresse oxidativo mediado pela alteragcao de
miRNAs?®. Estas linhagens apresentam as construgdes ges-1p::dcr-1 e der-1p::der-1,
que tém a expressédo de Dicer dirigida por um promotor especifico para as células
intestinais ou pelo promotor enddégeno de Dicer, respectivamente. Estes vermes foram
construidos no nosso laboratério, tém estas construgbes integradas ao genoma e
apresentam expressao estavel de Dicer em niveis maiores que os niveis basais (dados
nao publicados do laboratério). Os RNAs pequenos destas linhagens foram
sequenciados no dia 1 da idade adulta dos vermes, ainda no periodo nao fértil para
evitar a presenca de miRNAs provenientes dos ovos. Utilizamos como critério de
selecdo o fold-change > 0.5 (log2). Curiosamente, dos miRNAs detectados no
sequenciamento, seguindo estes critérios, mais de 90% deles aparecem aumentados
no mutante isp-1, o que sugere que se os efeitos de extensao da longevidade nesta
linhagem forem dependentes de miRNAs, ha grande chance de eles estarem entre os
aumentados. Nas linhagens com superexpressao de Dicer aproximadamente metade
dos miRNAs aparecem aumentados e outra metade diminuidos. Portanto, na
comparagao entre estes diferentes datasets buscamos a) miRNAs com expressao
aumentada no isp-71 e b) miRNAs com expressdo aumentada em ao menos um dos dois
vermes transgénicos com superexpressao de Dicer. Neste caso procuravamos por
miRNAs que fossem afetados pela mutagcdo em isp-1 e, concomitantemente, fossem
responsiveis a alteracées nos niveis de Dicer. Utilizando estes critérios encontramos
um total de 18 miRNAs: miR-35-3p, miR-356b-3p, MiR-230-3p, miR-356a, miR-799,
miR-82-5p, miR81-5p, miR-240-5p, miR-259, miR-788, miR-233-3p, miR-45-5p, miR-
251, miR-793, miR-49-3p, miR-90-3p, miR-8193-5p e miR-84-3p.

Por fim, comparamos os miRNAs que se apresentaram como possiveis

reguladores dos genes identificados na analise de expressao génica, com os miRNAs
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simultaneamente alterados no mutante isp-7 e em resposta a superexpressao de Dicer.
Apenas 3 miRNAs aparecem simultaneamente nos grupos citados: mir-230, mir-251 e
mir-779. A quase totalidade dos genes possivelmente regulados por estes trés miRNAs
s&o alvejados por apenas um deles. Mas curiosamente o unico gene alvejado por 2
destes miRNAs (mir-230 e o mir-251), € o gene pdi-2. Ainda com a ajuda do software
TargetScanWorm foi possivel checar que a fita que se liga efetivamente no gene é
miR230-3p (Figura 8). Este miRNA apresenta dois sitios preditos de ligacdo com o gene
pdi-2, além de serem sitios com alta chance de apresentarem conservagao (Figura 8,
setas vermelhas indicam possiveis sitios onde o miR-230-3p alveja o gene pdi-2). O
miR-251, por outro lado, tem apenas um sitio predito e com menor probabilidade de

conservagao, tendo assim menor chance de exercer regulagdo em pdi-2.

Considerando este conjunto de dados, até aqui temos que o gene pdi-2 aparece
com expressao aumentada na analise do RNAseq de vermes tratados com RNAI dcr-1,
situagdo em que os miRNAs estdo sendo menos processados. Seu provavel regulador,
o miR-230-3p, esta aumentado em vermes com mutagdo mitocondrial, que sao
longevos e que tem o aumento do tempo de vida dependente de Dicer. Junto a isto,
dados com o verme mutante para alg-1, outra proteina também importante na via de
processamento de miRNAs, também apresenta expresséo de pdi-2 aumentada''®. Se
considerarmos, a priori, que 0 miR-230-3p é realmente um regulador de pdi-2, uma
possibilidade é que a diminuicdo da expressado de Dicer, por causar problemas no
processamento de miRNAs®, levaria ao aumento de pdi-2, o que poderia ser um dos

fatores que afeta, diretamente ou indiretamente, o tempo de vida dos vermes.
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Figura 8 | Sitios putativos de ligacdo de mir-230 ao gene pdi-2 indicados pela ferramenta TargerScan Worm. Setas vermelhas
indicam a posicao dos sitos de ligagédo.

Para testar a hipotese de que o miR-230-3p e/ou pdi-2 afetam a longevidade de
vermes, primeiramente comparamos o tempo de vida de mutantes tanto do miRNA
quanto do gene, com o tempo de vida de vermes selvagens. Como pode ser visto na
Figura 9a, a mutacao de perda de fungao no mir-230 (linha vermelha) nao é suficiente
para afetar o tempo de vida desta linhagem mutante em relagdo ao verme selvagem
(linha azul, diferenga nao significativa). De forma semelhante, quando avaliamos o
tempo de vida de vermes com mutagao em pdi-2 (verme TP69), esta alteragdo também
nao € capaz de alterar o tempo de vida dos vermes em relagédo ao verme selvagem
(Figura 9b, comparar linhas cheias azul e vermelha, diferenga nao significativa). No
entanto, quando os vermes estao expostos a RNAI dcr-1, o mutante pdi-2 se mostra
mais resistente ao efeito desta intervengao, vivendo significativamente mais que o
verme selvagem na mesma condic¢ao (Figura 9b, linhas tracejadas azul e vermelha). A
reducdo no tempo de vida que € da ordem de 55% em vermes selvagens tratados com
RNAI dcr-1(comparar linhas azul cheia com azul pontilhada, p<0,0001), cai para uma
redugdo de aproximadamente 36% nos vermes mutantes para pdi-2 (comparar linhas
vermelha cheia e vermelha pontilhada, p<0,0001). Estes dados nos sugerem que, tanto
pdi-2 quanto miR-230 parecem nao ter papel essencial na regulacéo do tempo de vida

em situagdes normais, porém, o aumento da expressao de pdi-2 em um contexto de
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silenciamento de Dicer faz com que os efeitos deste silenciamento sejam mais

deletérios para o verme.
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Figura 9 | Efeitos de mutagdes em pdi-2 e mir-230 na longevidade de nematoide C. elegans. (a) Tempo de vida de vermes N2
e vermes MT 14662, mutantes para mir-230. (b) Tempo de vida de vermes N2 e vermes TP69, mutantes em heterozigose para pdi2,
tratados com RNAi Controle ou RNAi dcr-1. Analise e gréfico feitos em Graphpad Prisma 5. Aproximadamente 120 vermes por
condigdo. Experimentos feitos em duplicata.

Curiosamente, ndo ha na literatura evidéncias de regulacao de pdi-2 por miRNAs
e os dados do software Targetscan s&o apenas predicbes de sitios de ligacao.
Buscamos, portanto, testar funcionalmente se miR-230-3p regula pdi-2. Para isto, a
estratégia utilizada foi basicamente um teste para avaliar se ha ligagcao entre o mimético
do miR-230-3p e a regido correspondente da regidao 3’UTR de pdi-2 clonada no vetor
pMir-Reporter (Figura 10a). Este vetor tem a regido de clonagem (MCS, sigla do inglés
para Multiple Cloning Site) na posi¢cao da regidao 3’'UTR do gene da luciferase, gene
expresso neste vetor. E possivel, portanto, analisar se ha alteragdo na expressdo de
luciferase e, consequentemente, se ha interacdo de miRNAs com a regiao 3’'UTR que
pode ser clonada. Os sitios preditos de ligagdo de miR-230-3p e a regido 3’'UTR deste

gene foram obtidos utilizando o programa TargetScan Worm.

Foram sintetizados pares de oligonucleotideos contendo toda a regido de ligagao
do miRNA na regido 3'UTR de pdi-2 (Figura 10b). Estes oligos possuem sequéncias
complementares entre si, e podem ser anelados, compondo um segmento de DNA de
fita dupla correspondente ao DNA que codifica para o sitio de ligagcdo do miRNA a regiao
3UTR do gene (conforme a representacdo esquematica na Figura 10c).

Adicionalmente, para a clonagem foram inseridos sitios de restricao Spel e Hindlll,
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permitindo a ligagédo destes oligos ao vetor dentro do MCS, nas regides indicadas por
setas pretas na Figura 10a. Além destes sitios, também foi inserido sitio de restricao
para Notl, para facilitar a verificagdo da clonagem ja que os fragmentos inseridos sao
pequenos (regido azul na Figura 10b). Estes oligos foram chamados de fita “Positiva” e
fita “Negativa” (Figura 10c). Como maneira de evitar o pareamento miRNA-gene,
complementarmente, estes mesmos oligonucleotideos foram mutados na regido onde
o miRNAs se liga a 3'UTR de pdi-2. Estes outros oligos foram chamados de fita “Positiva
Mutada” e fita “Negativa Mutada” (Figura 10c). Temos, portanto, um controle para avaliar
se a regulacdo é efetivamente mediada pela ligagdo miRNA-gene e ndo por algum

artefato no experimento.
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Figura 10 | Estratégia de clonagem e sequéncia dos oligos para a clonagem. a) Imagem esquematica do vetor pMIR-Reporter
(ThermoScientifc). Setas pretas representam sitios de clonagem e setas vermelhas sitios para verificagdo da clonagem. b)
Representagé@o do alinhamento dos oligos e da localizagdo de cada um dos sitios de restricdo neles inseridos. ¢) Sequéncia e

alinhamento de cada um dos oligos. d) Gel 1,5% de agarose com a digestédo dos plasmideos pelas enzimas indicadas.

Os oligos foram anelados e clonados no vetor pMIR-Report digerido por Spel e
Hindlll. Em seguida, para verificagao, o vetor clonado foi digerido pelas enzimas Notl e
EcoRI, com sitios marcados em vermelho na Figura 10a. O plasmideo vazio (pMirV)
também foi digerido com EcoRI e Notl, como controle, para ajudar a determinar a

posicédo de cada banda no gel. O tamanho total do plasmideo é 6470pb, os dois sitios
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para EcoRI estdo nas posicdes 1609pb e 2808pb e os sitios para Notl em 407pb e em
530pb (inserido junto com o oligo clonado). Esperavamos observar a abertura de
pmirPDI quando o corte fosse feito apenas pela enzima Notl e que apenas a banda
superior (aproximadamente 6kb) aparecesse no gel, j4 que a banda inferior teria
tamanho aproximado de 150pb. E possivel observar a banda superior quando pMirPDI
é digerido com a enzima Notl (Figura 10d). Na digestdo com a enzima EcoRI
esperavamos uma banda de tamanho 1199pb e outra superior com aproximadamente
5kb, o que também pode ser observado na Figura 10b quando pMirPDI é digerido por
esta enzima. Quanto ao corte simultdneo com EcoRI e Notl, esperavamos uma banda
de 1199pb (1808pb — 1609pb, sitios para EcoRl), outra banda de 1079pb (1609pb —
530pb, sitio para EcoRI do vetor e Notl inserido nos oligos, respectivamente) e a banda
superior com aproximadamente 4.2kb. Nesta digestdao dupla, tanto a banda superior
quanto as duas bandas menores sao facilmente verificadas no gel (Figura 10d, banda
inferiores indicadas pela seta azul) e podem ser bem definidas pela posi¢do da banda

de 1kb do padrao molecular (Figura 10d, seta laranja).

Antes do ensaio funcional testamos diferentes concentra¢des de plasmideo e de
componentes do kit de transfecgdo para avaliar a viabilidade celular. Seguindo as
recomendacgdes do kit Effectene Transfection Reagent (Qiagen), testamos as
concentragcdes 0,5ug/mL, 1ug/mL, e 2ug/mL de plasmideo em trés proporgcdes de
Effectene, 1:10, 1:25 e 1:50. Fizemos uma avaliagdo qualitativa da morfologia de células
HEK293 em comparagdo com o grupo nao tratado e percebemos que as maiores
propor¢cdes de Effectene deixaram as células com morfologia alterada e com
descolamento da placa. Escolhemos ent&o a concentragao intermediaria de plasmideo,
que é a mais utilizada, e a menor proporcao de Effectene para os testes. Em seguida
avaliamos 3 diferentes concentragdes de miméticos de miR-230-3p (ThermoScientific),
sendo elas 10nM, 17,5nM e 25 nM, de acordo com as recomendagdes do kit HiPerFect
Transfection Reagent (Qiagen). A qualidade da transfec¢éo pode variar dependendo do
tipo de células utilizadas e, normalmente, concentragbes acima de 25nM elevam os
niveis dessas moléculas muito acima do nivel celular, podendo causar saturagao da
maquinaria de processamento’'®. Como pode ser visto na Figura 11a, ndo ha diferenca
entre as concentragdes de 10nM e 17,5nM e também né&o ha diferenga estatistica entre

elas e o grupo controle. Na concentragdo de 25nM, apesar de ndao haver diferenca
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estatistica, observamos um aparente aumento de expressio de luciferase, o que € o
oposto do que esperavamos, sugerindo, portanto, que este pode ser um efeito advindo
da alta concentracdo de mimético utilizada. Tendo estes dados em vista, como nao
observamos diferengas entre as concentragcdes mais baixas, e a concentracdo mais alta

parece toxica, selecionamos 10nM para os testes, pois é a concentragao recomendada
pelo kit.

Com o protocolo estabelecido, células HEK293 foram pipetadas em placas de 96
pocos, em meio DMEM e ap6s 24 horas foram transfectadas com os vetores pMirPDI
ou pMirPDImut, além do vetor pRL-SV40 (que expressa Renilla luciferase) na presenca
ou auséncia do mimético do miR-230-3p. Servindo como controle, foi utilizado o
mimético do miR-85-3p, outro miRNA de C. elegans que nao se liga a pdi-2 ou a genes
humanos. Apdés 24 horas da transfeccdo, o meio foi substituido para retirar os

componentes dos Kits utilizados. Apds outras 24 horas as células foram lavadas com

PBS e em seguida foi feita a leitura para captacéo da luminescéncia de Firefly Luciferase

e Renilla Luciferase com a utilizagdo do kit Dual-Glo® Luciferase Assay (Promega).

a) Expressao de Luciferase b) Expressao de Luciferase
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Figura 11 | Expressao de luciferase e sua regulagdo pelo miR-230-3p. (a) Expressao de luciferase pelo vetor pmir-Report
clonado com o sitio de ligagéo de miR-230-3p e pdi-2. Teste com diferentes concentragdes de mimético. (b) Expresséo de luciferase

pelo vetor pmir-Report clonado com os sitios de ligagdo de miR-230-3p e pdi-2 e este mesmo sitio mutado. Experimento feito em
triplicata. Teste t-Student. ** representa p = 0,0011.
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Corroborando nossa hipdétese de que o miR-230-3p regula o gene pdi-2, é
possivel observar na Figura 11b que na presengca do mimético do miRNA a expressao
de luciferase é diminuida em quase 50% (comparar barras azul e vermelha). Porém, na
presenga do vetor clonado com o sitio de ligagdo mutado n&o se observa diferencga
(comparar barras azul e vermelha pontilhadas). Isto mostra que este miRNA alveja pdi2

e que esta regulagao € dependente do sitio de ligagdo para miRNAs.

Expressdo de pdi-2-L2 Expressao de pdi-2-L4  Expresséao de pdi-2 - Adulto
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Figura 12 | Avaliagao da expressiao de pdi-2 por PCR quantitativo em vermes selvagens apoés silenciamento de Dicer.

Expressao de pdi-2 nos estagios larvais L2 e L4 e no verme Adulto. Teste t-Student. ** representam p <0,05.

Porém, uma pergunta que se manteve € quando esta regulacdo acontece no
contexto fisioldgico, ja que nossa hipdtese se baseia justamente na regulagao positiva
de expressao de pdi-2 quando ha silenciamento de Dicer, vista no RNAseq. Como a
regulagdo de genes por miRNA pode ser limitada a uma fase muito curta da vida dos
vermes®, medimos a expresséo de pdi-2 por meio de PCR quantitativo em diferentes
etapas da vida do verme com o objetivo de tentar observar essa possivel regulagao.
Escolhemos dois estagios larvais, sendo eles L2 e L4, e o0 estagio Jovem Adulto, quando
os vermes acabam de entrar na fase adulta. Como observado na Figura 12, em um
contexto de silenciamento de Dicer ndo ha diferenca na expressao de pdi-2 no estagio
L2, e este gene aparece diminuido nos estagios L4 e Jovem Adulto, diferentemente do
que esperavamos. Como é clara a interacao de pdi-2 na regulagcédo do tempo de vida e
€ também claro o efeito de silenciamento deste gene pelo miR-230-3p, provavelmente

nao encontramos o ponto exato da vida dos nematoides onde esta regulagao acontece.
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6. DISCUSSAO

Estamos vivendo um momento de grande preocupagao no que diz respeito as
possiveis consequéncias do aumento da prevaléncia de doencas relacionadas ao
envelhecimento em uma realidade em que o0 aumento da expectativa de vida mundial
nao significa uma velhice saudavel. Encontrar mecanismos para remediar os problemas
intrinsecos da velhice ndo € s6 prioridade por trazer mais qualidade de vida aos
individuos, mas também uma obrigagdo social devido ao impacto financeiro que o
descuido destas necessidades nos levaria. E, portanto, de fundamental importancia
tentarmos entender cada vez mais 0os mecanismos por tras dos processos que nos
fazem envelhecer, na busca por minorar tanto o impacto individual quanto o impacto

social.

Muitas vias de controle de regulacédo de estresse acabam por apresentar falhas
na velhice e eventos estocasticos de erro que normalmente seriam remediados por
estes mecanismos de regulacdo acabam acumulando, levando o organismo a um
estado de dificil reversao e, em ultima analise, a morte. A via de resposta a proteinas
mal enoveladas, UPR, € um destes casos. Proteinas envolvidas neste mecanismo,
como as PDls, tém papel fundamental na atividade protetora que esta via exerce, mas
mesmo tendo papel na manutencdo da proteostase celular, elas podem apresentar
fungdes contraditérias em determinados contextos metabdlicos. As PDls estédo, por
exemplo, altamente expressas em uma multiplicidade de tipos de cancer como de
pulméo, cérebro, ovario, dentre outros%364117.118 QO papel desta expressio positiva nos
quadros tumorais € algo que ainda precisa ser investigado, no entanto, melhor é o
progndstico quanto menor € a expressdao delas'9120  Adicionalmente, muitos
quimioterapicos testados recentemente sdo moléculas com fungao de inibir a expressao
de PDIs'"122. O acido propidnico talvez seja uma das mais conhecidas destas
moléculas, por inibir irreversivelmente PDI e ter efeito antitumoral em humanos, mas na
realidade ha uma gama de tipos de compostos com o mesmo efeito inibitério como
estrogénios, polifendis, antibidticos, etc'?>-126, E este n&o é o Unico contexto em que o
aumento da expressado de PDIs parece ter papel deletério para o organismo, ja que

muitos quadros de trombose apresentam as mesmas caracteristicas, e flavonoides,
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como a quercetina, estdo sendo testados para o tratamento desta doenga por meio da

inibicdo de PDIs'26-128,

De maneira geral, o silenciamento de Dicer parece ser outro contexto em que a
expressao de PDI traz maior susceptibilidade aos efeitos deletérios, diminuindo o tempo
de vida. Neste ponto € importante notarmos que o mecanismo de regulagdo de pdi-2
por miRNAs, como mostramos na Figura 11b, aparece nao s6 como um possivel meio
pelo qual estas enzimas sofrem regulagado em diferentes doengas, mas também como
um possivel alvo terapéutico para doencas que envolvam a atividade de PDls
aumentada. Entretanto, o gene mir-230 n&do é conservado em humanos. A avaliagao da
3'UTR enddgena das diversas PDIs humanas mostra que, diferente das PDIs de C.
elegans, muito poucas delas sao alvejadas por miRNAs. No entanto, de acordo com o
TargetScan Human, a PDIA4 tem sitios de ligagao para uma grande familia de miRNAs
conservada em mamiferos, a familia do mir-378. Apesar da auséncia de informacdes
na literatura sobre a ligacao destes miRNAs com PDIA4, ha inumeras evidéncias
mostrando o miR-378 como inibidor de alguns tipos de cancer'?®130 o que sugere que
este pode ser um mecanismo conservado através da fungao, ndo de mir-230, mas de
outros miRNAs. Estes, no entanto, sdo aspectos que precisam ser explorados mais
detalhadamente por trabalhos futuros. Nossos dados mostram que ha diminui¢cao de
50% de um constructo reporter da 3’'UTR de pdi-2 na presenca do mimético do miR230-
3p, 0 que sugere o alvejamento da 3'UTR de pdi-2 por este miRNA. Vale mencionar
que, na clonagem, apenas um sitio de ligagdo para este miRNA foi inserido, ainda que
a 3'UTR de pdi-2 apresente dois destes sitios. E possivel, portanto, que a regulagéo
seja ainda mais forte na 3'UTR enddgena, representando um mecanismo importante de
regulagdo de PDIs. Neste caso, caso haja conservagédo deste mecanismo em humanos
via regulacao de PDIs por outros miRNAs, a utilizacdo de miméticos desses miRNAs
para o tratamento de alguns tipos de cancer ou de trombose se torna algo muito

plausivel.

Diferente do que se poderia imaginar, a expressdao de PDI nao parece estar
aumentada por regulagdo enddégena nos varios periodos analisados da vida do verme.
Na verdade, este ndo é um fendmeno incomum, ja que muitos miRNAs, como os

classicos lin-4 e let-7, ttm pontos de regulagao temporal muito especificos. Em relagcéo
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a lin-4, esta fase de regulagao € muito pequena, abarcando apenas algumas horas entre
os estagios larvais L1 e L283, Para let-7 este periodo € limitado ao final da fase L4'%7,
tendo também pouca horas de efetividade, o que torna este mecanismo muito dificil de
enxergar sem a medi¢ao precisa de variados pontos na vida do nematoide. Outro ponto
importante de ser mencionado € que o RNAseq que mostra a expressao aumentada de
pdi-2 em vermes adultos foi realizado com vermes inférteis. A auséncia de ovos e
linhagem germinativa nestes nematoides pode facilitar a observacgao de diferengas de
expressdo génica na linhagem somatica do adulto. E importante, portanto, medir
também a expresséo deste gene em vermes selvagens em um periodo em que ja néo
haja mais ovos, ou com a inibicdo da producao de ovos, para saber se este é um fator
confundidor. De qualquer maneira, ainda € necessaria uma analise mais precisa deste
fendmeno, talvez com a utilizagdo de RNAseq e considerando multiplos timepoints
separados por poucas horas para aumentar a chance de encontrar essa janela de

regulacgao.

Um fato interessante é haver aumento na expressao de pdi-2 quando ha
silenciamento de Dicer, enquanto hsp-4, também importante para a resposta da UPR®",
aparece nao alterado (Figura 3d). Baseando-se em hsp-4, a UPR®" parece ndo estar
induzida, apesar da expressao aumentada de pdi-2 e da alteracdo de processamento
de varios miRNAs que alvejam componentes da UPR®", como citado na introdugédo. No
entanto, o RNAseq mostra também que, além do aumento de expressao de pdi-2, ha
expressao aumentada de hsp-3 (dado do RNAseq), outra proteina GPR78 da mesma
familia de hsp-4. Isto pode ser explicado pelo fato de que os diferentes componentes
de UPR®" parecem ter papeis independentes e muitas vezes compensatoérios, sendo
que o aumento de expressao de hsp-4 compensa a diminuicdo da expressao de hsp-3
e vice-versa®'. E, entdo, provavel, que a perda de funcdo de miRNAs seja um gatilho
para proteotoxicidade, ja que ha perda de supresséo pos-transcricional, e este gatilho
ativa UPR®", apesar de nao ativar especificamente hsp-4. Uma possibilidade adicional é
que pdi-2 seja inicialmente regulada como forma de proteger a célula do agravo
causado pelo silenciamento de Dicer, porém, a partir de certo ponto, a auséncia de
regulagao causada principalmente pela falta do seu repressor, o miR-230-3p, faz com a
resposta seja exacerbada e tenhamos ndo mais um efeito benéfico da ativagado de

UPR®", mas deletério, como mostrado na Figura 9b. No entanto, esta hipétese precisa
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ser testada. Estes e outros pontos podem ser melhor avaliados em vermes com
superexpressao de pdi-2, para se testar com mais precisao a fungao desta enzima no

contexto de silenciamento de Dicer.

Dicer parece ser necessaria para a manutencéo do tempo de vida normal e para
o efeito de aumento no tempo de vida proporcionado por varias intervengoes. Isto

poderia ser causado apenas pelo fato de o verme, na auséncia de Dicer, ser tdo doente
que nenhuma intervengao poderia reverter tal fenotipo. Mas, pelo contrario, alguns tipos
de intervengdes, como o resgate da expressdo do miRNA /in-4 e mutagéo no receptor
de insulina/IGF-1, revertem totalmente o fenétipo ou sdo muito pouco afetados pelo
silenciamento de Dicer, respectivamente®191, Por outro lado, mutantes ou intervengées
que afetam a fungdo mitocondrial e mecanismos redox apresentam maior
suscetibilidade aos efeitos deste silenciamento (Figura 1 e Figura 5). No entanto, apesar
deste efeito, os nossos dados também sugerem que aumento agentes pré-oxidantes
nao sao os unicos fatores envolvidos na diminuicdo do tempo de vida como
consequéncia da perda de fungao de Dicer. Hoje ja é bem clara na literatura a funcéo
celular de sistemas antiestresse de desbalango redox, como a sinalizagao via skn1/Nrf2,
e dos sistemas de controle proteico, como a UPR®". No entanto, muito pouco se sabe
sobre como estes sistemas interagem?32. Dados da literatura sugerem que a via de skn-
1/Nrf2 regula diversos componentes da resposta de UPR®", como hsp-3, hsp-4 e pdi-
2133 O fato de observarmos ativagdo de componentes da resposta ao estresse
oxidativo, como sod-3 e gst-4, que € alvo de skn-1/Nrf2 (Figuras 3a e 3b), assim como
aumento da expresséao de pdi-2, ajudam a fortalecer esta interagdo, mas suscita duvidas
sobre como esses genes sao co-regulados. Fica também a pergunta de como € a
interagdo entre a UPR®" e as intervengbes ou mutagdes ligadas a alteragbes redox,
como isp-1 e nuo-6, que tém clara relagdo com UPR™! mas carece de informacgdes

guanto a sua relagdo com o reticulo endoplasmatico.

O fato de haver reducéo do estresse no tratamento com NAC e ndo com vitamina C
nos indica que possivelmente o estresse proteico tenha maior efeito toxico do que o
estresse oxidativo. NAC é amplamente conhecido por seu efeito antioxidante como
precursor de glutationa reduzida (GSH), mas outro efeito importante mas menos

difundido é o poder de quebra de pontes dissulfeto’*. Um dos grandes problemas
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celulares advindos da falta de enovelamento proteico € a agregacéo de proteinas mal
enoveladas, levando a formacgao de extensos agregados que tém efeito toxico e estao
altamente relacionados com muiltiplos tipos de doencas ligadas ao envelhecimento3%-
137 NAC, por apresentar grupos tiol expostos e aptos a interagir com pontes dissulfeto
nao nativas, tem a capacidade de desfazer estas ligagdes, reduzindo parcialmente os
aglomerados e o estresse celular'®®138 Nossos dados, portanto, podem explicar a
correlagdo entre o declinio na expressdo de Dicer com o envelhecimento e o
aparecimento de doencgas relacionadas ao envelhecimento que tem como causa
principal a formagao de aglomerados proteicos como Alzheimer’s e Huntington’s. A falta
de processamento de miRNAs com o envelhecimento pode ser fator determinante para
o aparecimento deste tipo de doenga'®. Esta é uma ideia que vem emergindo
recentemente na literatura e tende a se estabelecer com mais forga se dados como os
mostrados neste trabalho se revelarem robustos e determinantes para o mecanismo de

génese destas doengas.
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7. CONCLUSAO

Dicer
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?
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Figura 13 — Esquema representado as informagdes que temos até o momento sobre os efeitos de Dicer sobre a regulagdo do tempo de vida em
vermes. Marcados em verde, as check marks indicam os pontos da via em que ja se tem, profunda ou superficialmente, informagdes sobre as relagdes
indicadas. Estas marcagdes se referem tanto a informagdes obtidas neste projeto quanto na literatura cientifica. Indicados com o simbolo de
interrogagdo em vermelho estéo os pontos onde outros miRNAs ou genes podem estar envolvidos.

Nesta tese apresentamos um conjunto de dados que nos indicam o importante
papel de Dicer e de miRNAs para o controle do estresse oxidativo, do estresse proteico,
além da dependéncia desta via para os efeitos benéficos de intervengbes que
aumentam o tempo de vida em C. elegans (Figura 13). A demonstragédo do mecanismo
de regulagdo das PDIs por miRNAs abre margem para diversas perguntas e traz a
possibilidade de se encontrar alvos terapéuticos para uma seérie doengas onde elas

estdo envolvidas. Muito provavelmente ndo sdo apenas pdi-2 e miR-230 os agentes
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responsaveis pelos fendbmenos observados neste trabalho, havendo a possibilidade de
se encontrar outros destes coadjuvantes (Figura 13, pontos onde ha interrogacdes).
Estas e outras hipoteses precisam ser testadas, mas de maneira geral enxergamos um
gquadro em que o silenciamento de Dicer durante a fase de desenvolvimento leva a
perda de processamento de miRNAs e em que genes regulados por estes miRNAs se
apresentam desregulados, sendo assim causadores dos efeitos deletérios observados.
Atores importantes neste quadro s&o pdi-2 e mir-230, que controlam o estado redox e o

estresse desencadeado por proteinas mal enoveladas e a via de UPR®".
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