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RESUMO

PerturbacGes da homeostase do reticulo endoplasmatico (RE) levam a ativacdo do
estresse do reticulo endoplasmatico, que é mediada por trés proteinas transmembrana,
denominadas PERK, ATF6 e IRE1. Diversas evidéncias indicam que farmacos anti-
inflamatorios ndo-esterdides de diversas classes, como os salicilatos Aspirina e
salicilato de sodio (NaSal) podem afetar a atividade de genes e proteinas relacionadas
ao estresse do RE. O tratamento de células com NaSal leva a ativacdo de PERK, porém
ndo de IRE1, resultando na fosforilacdo de elF2a. Uma vez que o papel de ATF6 nas
respostas celulares induzidas pelos salicilatos ndo foi ainda elucidado, nosso objetivo
foi caracterizar a expressdo e a atividade de ATF6 em fibroblastos embrionarios
murinos (MEFs) tratados com salicilato de sodio. Através de experimentos de RT-gPCR
e western blot, a expressdo de ATF6 foi investigada apds o tratamento das células.
Adicionalmente, os niveis de mRNA e de proteina foram avaliados em células
deficientes da elF2o cinase PERK. Ensaios de gene reporter de luciferase foram
empregados para avaliar a atividade transcricional de ATF6 em células tratadas somente
com salicilato ou pré-tratadas com salicilato e posteriormente com tunicamicina. Nos
observamos que o NaSal induz um aumento na expressdo do mRNA e da proteina de
ATF6 em células selvagens. Ainda, uma expressao robusta do mRNA de ATF6 foi
observada em células deficientes de PERK, apesar de néo ter sido observado acumulo
da proteina nessas células. Curiosamente, 0 aumento dos niveis de mMRNA e de proteina
ndo foi acompanhado do aumento da atividade transcricional de ATF6 em células
tratadas com NaSal. Ademais, o pré-tratamento com NaSal levou a inibicdo da atividade
transcricional induzida pela tunicamicina. A avaliacdo da expressdo de genes alvo de
ATF6 indica que CHOP e GADD34 tém sua expressdo induzida pelo NaSal, porém a
expressdo dessas moléculas ndo é dependente de ATF6. Esses resultados fornecem
evidéncias adicionais que os salicilatos exercem efeitos significativos sobre a expressdo
e ativacdo de componentes do estresse do RE e nos permitem ainda definir ATF6 como

um novo alvo para a acéo biologica dos salicilatos.



ABSTRACT

Perturbation of the homeostasis of endoplasmic reticulum (ER) triggers the ER stress
response, which is mediated by three ER transmembrane proteins: PKR-like ER kinase
(PERK), activation transcription factor (ATF6), and inositol-requiring kinase (IRE1).
Accumulating evidence indicates that non-steroidal anti-inflammatory drugs salicylates,
such as Aspirin and sodium salicylate (NaSal), affect the activity of genes and proteins
implicated in ER stress. NaSal treatment of cells leads to activation of PERK, but not
IRE-1, resulting in elF2alpha phosphorylation. Because the role of ATF6 in the cellular
responses induced by salicylates remains elusive, we aimed to characterize the
expression and activity of ATF6 after NaSal treatment of mouse embryonic fibroblasts
(MEFs). Through RT-gPCR and western-blot studies, the expression of ATF6 was
determined upon treatment of cells. In addition, mMRNA and protein levels of ATF6
were evaluated in cells lacking elF2alpha kinase PERK. Luciferase reporter gene assay
was used to measure ATF6-dependent gene transcriptional activation in cells that were
exposed only to NaSal or pre-treated with NaSal and further treated with tunicamycin.
We found that NaSal induced an increase in ATF6 mRNA and protein expression in
wild type cells. Interestingly, a robust expression of ATF6 mRNA was observed in
PERK-deficient cells, although the protein did not accumulate in these -cells.
Intriguingly, an increase in ATF6 mRNA and protein levels was not accompanied by
ATF6-mediated transcriptional activation, which was otherwise inhibited by NaSal in
tunicamycin-treated cells. The analysis of the expression of ATF6 target genes revealed
that only CHOP and GADD34 are induced by NaSal, but also that this expression is not
ATF6-dependent. These results provide additional evidence of the effects of salicylates
in ER stress components, and allow us to define ATF6 as a target for the biological

actions of salicylates.
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1. INTRODUCAO
1.1 O reticulo endoplasmatico e a resposta a proteinas mal formadas

O reticulo endoplasmatico (RE) é um local de processamento e enovelamento de
proteinas que serdo secretadas, transportadas para inser¢do ou associacdo as membranas,
ou ainda enderecadas a diferentes organelas celulares. Mecanismos celulares como
chaperonas e a degradacdo proteica associada ao RE (ERAD, Endoplasmic reticulum-
associated protein degradation), que marca as proteinas com ubiquitina para
degradacédo no proteassoma, garantem o correto enovelamento das proteinas. Entretanto,
situacdes de estresse como infeccdes virais, deficiéncia de glicose, hipdxia ou perda da
regulacdo de célcio podem levar a um maior acimulo de proteinas mal enoveladas no
interior do RE, situacdo conhecida como estresse do RE (Chakrabarti et al., 2011; Cao
& Kaufman, 2012).

PerturbacGes da homeostase do RE levam a ativacdo da resposta a proteinas mal
enoveladas (UPR, Unfolded protein response), que € ativada com o objetivo de
restaurar a funcdo normal do RE. Trés proteinas distintas localizadas na membrana do
RE atuam como moléculas chave na sinalizacdo da UPR, a partir das quais vias de
sinalizacdo intracelular sdo iniciadas. O fator de ativacdo transcricional 6 (ATF6,
activating transcription factor 6), a enzima sequestradora de inositol 1 (IREL, inositol
requiring enzyme 1) e a proteina cinase tipo PKR residente no reticulo endoplasmatico
(PERK, protein kinase RNA-like ER kinase) permanecem inativas durante a homeostase
do RE, um estado que é estabelecido pela associacdo de seus dominios luminais a
chaperona GRP78, também designada como proteina de ligacdo a imunoglobulina (BiP,
binding immnoglobulin protein). BiP pode interagir transientemente com diversas
moléculas, sobretudo com polipeptideos recém sintetizados que sdo segregados para o
interior do RE. Essa afinidade aparentemente indiscriminada de BiP por outras
proteinas é, no entanto, um evento molecular critico para direciona-las para etapas

subsequentes de correto enovelamento e oligomerizagdo (Hetz, 2012).

Quando o estresse do RE é iniciado, BiP logo se dissocia de PERK, IRE1 e ATF6,
levando a subsequente ativacdo de cada um desses trés membros (Bertolotti et al., 2000;
Shen et al.,, 2002). PERK e IRE1 sdo ativados ao se homo-oligomerizarem, 0 que

resulta em seguida em autofosforilagdo. ATF6, que é encontrado como mondmero,
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dimero ou oligbmero mesmo na auséncia de estresse do RE (Nadanaka et al., 2007),

sofre processos sequenciais de clivagem proteolitica até a sua ativacao.
&Q BIPI % é

tumen do RE

Sintese proteica ATF6 mRNA
global XBP1
Complexo de
Golgi: /
A S1P e S2P

p50ATF6

Figura 1: Representacdo esquematica dos trés ramos da UPR: IRE1, PERK e ATF®6.

A dissociacdo de BiP dos dominios luminais das proteinas sensores do estresse do RE é
considerado o evento classico para a deteccdo de proteinas mal enoveladas no RE. No
entanto, estudos recentes tém fornecido evidéncias da participagdo de mecanismos
complementares. Um mecanismo molecular alternativo para a deteccdo do estresse do
RE indica que proteinas mal enoveladas podem se ligar diretamente ao dominio luminal
de IRE1 e promover a sua dimerizacgdo, levando entdo a ativacao das vias de sinalizacdo

a jusante iniciadas por essa proteina (Gardner & Walter, 2011; Gardner et al., 2013).

Além desse mecanismo, também foi demonstrado que a modificacdo da composicao
lipidica celular também pode levar & ativagdo da UPR, sendo que PERK e IRE1l

possuem a habilidade de detectar perturbacdes nas membranas celulares. Nesse
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processo celular, o mecanismo de ativacdo desses sensores ndo depende de seus
dominios luminais, mas é promovido pela dimerizacdo aumentada de seus dominios
transmembrana (Volmer et al., 2013; VVolmer & Ron, 2015).

1.1.1IRE1

IRE1 estd presente em todos os eucariotos, sendo evolutivamente o mais antigo e
conservado dos trés ramos da UPR. Apoés a sua oligomerizacéo e autofosforilacdo, IRE1
é ativado, o que é caracterizado pelas suas atividades de cinase e endoribonuclease
(RNase). A atividade endonucleasica de IRE1 promove diretamente o processamento
pos-transcricional do mRNA de XBP-1 (X-box binding protein 1), no qual ocorre a
clivagem de um mini-intron residual de 26 nucleotideos, que é posteriormente
degradado. As extremidades internas 5’¢ 3’ remanescentes e livres do mRNA séo
ligadas, produzindo a partir dessa ligagdo uma mudanca na janela aberta de leitura
(frameshift) e a consequente traducdo do mRNA processado. O novo polipepideo
resultante gera um fator de transcricdo (XBP-1s, spliced XBP-1), mais estavel e ativo
que a proteina resultante do mMRNA néo processado, e que se acumula durante a UPR
(Calfon et al., 2002). Quando XBP-1s se liga a elementos da regido promotora de genes
responsivos ao estresse do RE, a transcricdo desses genes é ativada. Esse fator de
transcricdo possui diversos genes alvo, com fungdo principalmente na restauracdo da
homeostase do RE. A maioria desses genes esta envolvida no aumento da capacidade de
enovelamento do RE ou associada a degradacdo de proteinas acumuladas no lumen
dessa organela (Hetz, 2012).

Adicionalmente, IRE1 promove a degradacdo de mMRNAS, em um mecanismo
conhecido como diminuicdo regulada de mRNA dependente de IRE1 (RIDD), que
também reduz a sintese de proteinas no RE (Gardner et al., 2013).

1.1.2 PERK

O segundo ramo da via da UPR é mediado pela proteina cinase PERK, que é uma
serina/treonina cinase transmembrana do tipo | que, em mamiferos, estd presente na
maioria dos tipos celulares, com expressdo predominante em células pancreéaticas

(Harding et al., 2001). ApOs a sua ativacdo dependente de oligomerizacdo e

12



autofosforilacdo, PERK fosforila a subunidade alfa do fator 2 de iniciacdo da traducéo
(elF2a) que por sua vez leva a inibicdo da traducdo global dos MRNAs. A fosforilagdo
de elF2a coincide com o declinio da sintese proteica celular global (Harding et al.,
1999). Em situacOes de estresse como o estresse do RE, esse mecanismo favorece a
sobrevivéncia celular, uma vez que se instala um evento bioldgico que torna possivel as
células lidarem com o acumulo de proteinas mal formadas, sem ocorrer 0 aumento da

quantidade de proteinas presente no interior do RE (Hetz, 2012; Gardner et al., 2013).

O moédulo PERK-elF2a também contribui para ativagdo transcricional da UPR. Genes
que contém sitios de entrada interna do ribossomo (IRES, do inglés internal ribosome
entry sites) na regido 5’ ndo traduzida tém, em seus respectivos mRNAS transcritos, um
escape do blogueio da traducdo do mRNA causado pela fosforilagdo do elF2a (Chan et
al., 2013). Este € o caso do fator de transcricdo ATF4, cuja traducdo especifica de seu
mRNA ocorre devido a presenca de janelas abertas de leitura & montante do sitio ATG
(UORFs, upstream open reading frames) e que contribuem para a sua traducdo
diferencial (Harding et al., 2000; Harding et al., 2003; Vattem & Wek, 2004; Wek &
Cavener, 2007). Assim, 0 mMRNA de ATF4 é seletivamente traduzido a medida em que

ocorre a fosforilagdo de elF2a mediada por PERK.

ATF4 ativa a transcricdo de varios genes alvo como, por exemplo, GADD34, que
codifica a subunidade reguladora de um complexo fosfatase de elF2a.. Esse fator de
transcricdo tem a habilidade de estimular fun¢Ges pro-sobrevivéncia, como o transporte
e sintese de aminoacidos. ATF4 pode também, por outro lado, promover a expressao de
fatores pro-apoptoticos, como a proteina homoéloga de C/EBP, CHOP (GADD153), que

esta diretamente associada a morte celular por apoptose (Gardner et al., 2013).

1.1.3 ATF6

ATF6 é uma glicoproteina de 670 aminoacidos e 90 kDa, possuindo duas formas,
ATF60 e ATF6p, expressas constitutivamente em grande variedade de células de
mamiferos. Durante o estresse do RE, ATF6 é translocado da membrana do RE para o
complexo de Golgi, onde a porcao citossolica N-terminal de ATF6 (designados N-
ATF6 ou p50ATF6), contendo aproximadamente 400 aminoacidos, é liberada através

de protedlise regulada pelas proteases S1P e S2P. Ao serem translocados para o nucleo,
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os fragmentos N-terminal se ligam a elementos responsivos ao estresse do RE como
ERSE (ER stress responsive cis-acting elements) e ERSE Il; UPRE (UPR element) e
UPRE 1, e assim promovem a ativacgao transcricional de diversos genes alvo (Yoshida
et al., 1998; Yoshida, Matsui et al., 2001; Yoshida, Okada et al., 2001).

N-ATF6a e N-ATF6P possuem dominios de ligacdo ao DNA conservados, localizados
proximos a regido central de cada proteina. No entanto, a porcdo N-terminal desses
fragmentos, responsavel pela ativacdo transcricional, difere em uma sequéncia de oito
aminoacidos. Essa sequéncia, responsavel pela alta atividade transcricional de N-
ATF60, esta ausente em N-ATF6p (Thuerauf et al., 2004). A geragdo de camundongos
nocautes para ATF6a ou ATF6p revelou que o desenvolvimento desses animais ocorre
normalmente na auséncia de uma das proteinas, porém o duplo nocaute para ATF6a e
ATF6B resulta em letalidade embrionaria. Estudos realizados em fibroblastos
embrionarios murinos (MEFs) deficientes de ATF6a ¢ ATF6p revelaram que ATFo6a,
mas nao ATF6p, é necessaria para ativagdo transcricional de chaperonas do RE e, ao
formar heterodimeros com XBP-1, leva a inducdo de componentes do ERAD
(Yamamoto et al., 2007).

Apesar do desenvolvimento normal de camundongos deficientes de ATF6, alguns
estudos sugerem que ATF6 possa ser importante também na manutencdo da fisiologia
de algumas células e tecidos, mesmo na auséncia do estresse do RE. No coracdo de
camundongos, a expressdao de dominante negativo de ATF6 leva a modificagbes na
estrutura do 6rgdo, o que resulta em morte por faléncia cardiaca ap6s 8 semanas de vida
desses animais (Toko et al., 2010). Em animais nocautes para ATF6, a injecdo
intraperitoneal de tunicamicina leva a inducdo de esteatose hepética, o que ndo é
observado nos animais selvagens (Yamamoto et al.,, 2010). Em células beta
pancreaticas, niveis basais da forma ativa de ATF6, pSOATF6, foram observados,
mesmo na auséncia de estresse do RE. Além disso, seu knockdown resultou em um
fenotipo apoptotico, sugerindo um papel para ATF6 na sobrevivéncia dessas células
(Teodoro et al., 2012). ATF6 também se mostrou importante para a sobrevivéncia de
células de melanoma, ao protegé-las da apoptose induzida por tunicamicina ou
tapsigargina (Tay et al., 2014), e ainda, para a sobrevivéncia de células endoteliais, ao
contribuir para os efeitos pro-sobrevivéncia do fator VEGF sobre essas células (Karali
etal., 2014).
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Por outro lado, diferentes estudos também tém demonstrado que ATF6 pode
desempenhar papel pro-apoptotico. Em células C2C12 mioblasticas de camundongo, foi
observado que a ativacdo de ATF6 ocorre durante o processo de morte, a0 passo que a
inibicdo de ATF6 aumenta a sobrevivéncia celular (Nakanishi et al., 2005). Ademais, a
super expressdo de ATF6 e de seu dominante negativo resulta na apoptose por um
mecanismo que envolve a inibicdo especifica do fator anti-apoptotico Mcl-1 (myeloid
cell leukemia sequence 1), uma proteina do tipo Bcl-2, por tornar as células mais

sensiveis a apoptose (Morishima et al., 2011).

Em células tratadas com substancias indutoras do estresse do RE, como tapsigargina ou
tunicamicina, foi observada uma rapida degradacdo da forma p90ATF6 nas duas
primeiras horas apds o tratamento, mas que € rapidamente revertida, levando a altos
niveis da proteina (Li et al., 2000). Hong et al. (Hong, Li et al., 2004) demonstraram
que o mecanismo molecular envolvido nessa degradacdo estd relacionado a
ubiquitinacdo de p90ATF6 e sua degradacdo pelo proteassoma em resposta ao
tratamento com esses indutores do estresse do RE. Em outro estudo de Hong et al.
(Hong, Luo et al., 2004) foi demonstrado que o estado de glicosilagdo de p90OATF6
pode servir também como um mecanismo sensor da homeostase do RE, podendo
resultar na ativacdo de ATF6 e da UPR. p90ATF6 existe constitutivamente como uma
proteina glicosilada, mas apos tratamento com tunicamicina uma forma completamente

ndo glicosilada, de migracdo mais rapida em gel, é observada.

1.2 Farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais

Farmacos anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) sdo amplamente utilizados para
tratar febre, dor e inflamagdo. O seu mecanismo classico de acédo é a inibicéo reversivel
das enzimas ciclo-oxigenase (COX), bloqueando a producéo de prostaglandinas (PG) a
partir de &cido araquidénico (um lipidio de membrana). O é&cido araquidénico é
convertido a PGG2 pela COX, que também catalisa a conversdao de PGG2 a PGH2.
PGH2 pode ser entdo convertida em outras PGs ou em tromboxano A2 (TXA2) por
enzimas especificas. O acido acetilsalicilico € uma excecao, pois € o unico AINE que
leva a inibicéo irreversivel de COX por acetilagdo (Brunton et al., 2011).
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Duas isoformas diferentes de COX podem ser moduladas pelos AINEs. A inibicdo de
COX-2 esta relacionada aos seus efeitos analgésicos, antipiréticos e anti-inflamatorios,
uma vez que essa enzima é induzida no processo inflamatério. Devido a sua expressdo
constitutiva, a inibicdo de COX-1 causa, porém ndo exclusivamente, os efeitos adversos
mais comuns dos AINEs, relacionados principalmente ao trato gastrointestinal. A
maioria dos AINEs comercialmente disponiveis é de inibidores ndo seletivos de COX,

atuando entdo sobre ambas as enzimas (Bacchi et al., 2012).

As diferentes classes de AINEs ndo sdo quimicamente relacionadas e, mesmo dentro de
um mesmo grupo, algumas modificagdes moleculares resultam em farmacos com

diferentes propriedades farmacoldgicas, toxicidade e seletividade para COX-1/COX-2.

1.2.1 AINESs e estresse do RE

Diversos farmacos da classe AINEs exercem acdes regulatdrias sobre componentes
proteicos das vias de sinalizacdo envolvidas no estresse do RE. Essas acdes também
podem ser especificas para tipos celulares diferentes, nos quais uma mesma molécula
pode exercer a¢des antagonicas de ativacdo ou inibicdo de um mesmo alvo. As respostas
celulares resultantes dessas acdes podem ser benéficas, sendo possivel a utilizacdo
terapéutica desses farmacos, porém pode também resultar em toxicidade (Migge &
Silva, 2015).

1.2.1.1 Salicilatos

Desde a primeira descri¢do dos efeitos da casca do salgueiro no tratamento da febre de
pacientes que sofriam de malaria (Stone, 1763) e dos diversos estudos subsequentes
relacionados a sua purificacdo e sintese, os salicilatos tém sido usados no tratamento de
diferentes doencas. Além do seu uso mais comum como anti-inflamatorio, antipirético e
analgésico, eles também sdo atualmente utilizados na prevencdo de doencas

cardiovasculares e do cancer (Vainio & Morgan, 1997; Amann & Peskar, 2002).

O protétipo dessa classe, o acido acetilsalicilico (AAS), é rapidamente metabolizado a

acido salicilico por esterases plasmaticas e celulares, podendo entdo ser considerado um
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pré-farmaco do salicilato. Vane (1971) estabeleceu que a modulacao da inflamacéo pelo
AAS ocorre pela inibicdo da enzima ciclo-oxigenase (COX), o que bloqueia a sintese de
prostaglandinas. O salicilato de sddio (NaSal), porém, é um inibidor muito fraco de
COX e, mesmo assim, possui atividade anti-inflamatoria equivalente a do AAS in vivo.
Sendo o &cido salicilico o metabdlito do AAS, essas evidéncias indicam a existéncia de
mecanismos moduladores da inflamacéo independentes de COX (Vane, 1971; Vane &
Botting, 2003; Steinberg et al., 2013).

Em varios tipos celulares, inclusive células cancerosas, os salicilatos e outros AINES
inibem a proliferacdo celular e induzem a apoptose, acdes relevantes para sua atividade
antitumoral e na prevencdo da carcinogénese. Os mecanismos moleculares envolvidos
ndo sdo completamente conhecidos, sendo que aqueles ja propostos sdo independentes
da inibicdo da COX, que incluem a ativacdo de caspases, a inibicdo da atividade de NF-
kB, a regulagdo positiva de proteinas pro-apoptoticas, geracdo de estresse oxidativo e a
geracdo de estresse do RE (Dikshit et al., 2006).

Estudos sobre os efeitos dos salicilatos sobre componentes do estresse do RE tem
revelado que esses farmacos afetam a expressdo e a atividade de diversas moléculas
relacionadas ao estresse do RE (Silva et al., 2007; Alhusaini et al., 2010) e levam a
ativacdo transcricional de diversos genes responsivos ao estresse do RE (Gentz et al.,
2013).

Aspirina e salicilato de sodio inibem a sintese proteica em um mecanismo dependente
da ativagdo de PERK e da fosforilagdo de elF2a, 0 que foi demonstrado em estudo que
utilizou fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) deficientes de PERK. Nos MEFs
selvagens, esses dois farmacos induziram uma expressdo significativa da proteina
CHOP, que estava reduzida nas células PERK -/- também tratados com os farmacos. A
degradacdo de caspase 12 também foi induzida, porém esses farmacos ndo apresentaram
efeito sobre o processamento de XBP-1 mediado por IRE-1 (Silva et al., 2007). Assim,
é provavel que PERK seja um componente do estresse do RE critico para a indugéo de

respostas celulares provocadas pelos salicilatos.

Gentz et al. (2013) avaliaram o envolvimento de GCN2, uma cinase que fosforila elF2a

de forma semelhante a PERK, na regulacdo da apoptose e na expressao de genes de
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estresse em células tratadas com salicilato de sédio. Foi demonstrado que a ativagédo
transcricional e a expressdo da proteina CHOP e o acumulo proteico de ATF6 séo
induzidos por NaSal e dependentes de GCN2 (Gentz et al., 2013).

Em um estudo in vitro, foi demonstrado que o salicilato de sodio alivia o estresse do RE
ao reduzir a expressdo de marcadores como ATF6, CHOP e GRP78 em adipdcitos
humanos primérios tratados com lipopolissacarideo (LPS), alta concentracéo de glicose,
acidos graxos saturados ou o indutor de estresse do RE tunicamicina (Alhusaini et al.,
2010).

As diversas evidéncias que demonstram a ativacdo ou inibicdo de componentes do
estresse do RE por AINEs e especificamente pelos salicilatos indicam o papel dessa via
na inducdo de efeitos citotoxicos e terapéuticos por esses farmacos. Estudos mais
aprofundados sobre os mecanismos envolvidos sdo, portanto, fundamentais para o
completo entendimento do seu mecanismo de acdo e para permitir 0 seu uso seguro e

mais amplo na prevencéo e no tratamento de doengas como o cancer.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Caracterizar a expressdo e a ativacdo do fator de ativacdo transcricional ATF6 em

células tratadas com o anti-inflamatorio salicilato de sodio.

2.2 Objetivos especificos

1. Realizar estudos da cinética de expressdo do mRNA, do acumulo proteico e da

atividade de ATF6 em células tratadas com salicilato de sodio;

2. Avaliar se a expressdo do mMRNA, o acimulo proteico e a atividade de ATF6 nas
células tratadas com salicilato de sédio sdo dependentes da proteina cinase de
elF2a PERK;

3. Avaliar a expressdo do mRNA e a atividade da proteina de ATF6 em resposta a

estimulacdo combinada de salicilato de sddio e agente indutor de estresse do RE;
4. Determinar, em estudos com células selvagens e nocautes para ATF6 tratadas

com salicilato de sodio, se a expressdo de genes alvos potenciais de ATF6 é
dependente de ATF®6.

19



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura de células

As células utilizadas nesses estudos foram fibroblastos embrionarios murinos (MEFs)
SV40 imortalizados, WT e KO (para PERK ou ATF6). MEFs SV40 imortalizados WT
ou PERK-KO sdo provenientes do laboratério do Dr. David Ron (New York University,
EUA) atualmente na University of Cambridge, Reino Unido (Harding et al., 2000).
MEFs SV40 imortalizados WT ou ATF6-KO séo provenientes do laboratério do Dr.
Randal J. Kaufman (Sanford-Burnham Medical Research Institute, EUA) (Wu et al.,
2007). As células foram mantidas em meio DMEM (Meio Eagle Modificado
Dulbecco’s, LGC), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB-Gibco) e
antibidticos (100pug/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina), em estufa a 37°C,
em atmosfera com 5% de CO2.

Para manutencdo de estoque das células, as monocamadas com 80 a 90% de confluéncia
eram lavadas com PBS e tripsinisadas, sendo entdo ressuspensas em soro fetal bovino, e
tendo em seguida a adi¢do gota-a-gota de DMSO (Hybri-Max, Sigma), até atingir 10%
concentracdo final. Um mililitro dessa suspensdo era distribuida para tubo de
congelamento (TPP) que era transferido para um freezer a -70°C. Apo6s 24-48 horas,
alguns tubos eram transferidos para botijdo de nitrogénio liquido a -196°C, enquanto

outros permaneciam no freezer a -70° C.

Todas as células foram testadas para a deteccdo de micoplasma através da coloracédo
com DAPI e visualizacdo em microscépio de fluorescéncia. Brevemente, as células
eram cultivadas sobre laminulas circulares e fixadas com paraformaldeido 2%, sendo
em seguida coradas com DAPI, corante fluorescente que evidencia 0 DNA do nucleo da
célula e, em caso de contaminacdo, dos micoplasmas. Culturas de células que
estivessem contaminadas com micoplasam foram tratadas com o farmaco
antimicrobiano ciprofloxacino, na concentragdo 10 pg/mL para o controle e eliminagéo

dos micoplasmas.
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3.2 Tratamentos das células

A cada experimento uma solugdo 1 mol/L de salicilato de sédio (Sigma-Aldrich) era
preparada em agua para injecdo estéril. Para isso, o NaSal era pesado em balanca
analitica de preciséo e entdo diluido com agua estéril e livre de pirogénios até completa
solubilizacdo. Para esterilizacdo da solucéo, ela era filtrada em filtro com didmetro de
poro de 0,22 um, com auxilio de uma seringa, para um recipiente estéril. O volume
necessario para se obter uma solucdo 20 mM era adicionado ao meio previamente

presente nas placas de cultura contendo as células.

Para o tratamento com tunicamicina (Sigma-Aldrich), foi preparada uma solucdo
estoque de 0,5 mg/mL em DMSO. O volume necessario para se alcancar a concentragdo

de 1,5 ou 3 pg/mL era adicionado ao meio contido nas placas de cultura de células.

3.3 PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR)

Extracédo do RNA total

Apos o tratamento das células cultivadas em placas de 6 ou 12 pocos com NaSal, o
meio de cultura era desprezado, e um mililitro do reagente TRIzol (Invitrogen) era
imediatamente adicionado por pogo. As placas foram armazenadas em freezer a -20° C.
Posteriormente, foi seguido o procedimento descrito pelo fabricante do reagente TRIzol.
Apo6s descongelamento, o conteldo de cada pogo foi transferido para tubos de
microcentrifuga de 1,5 mL e as amostras foram entdo incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente. Foram realizadas as etapas de separacdo de fases e obtencédo do
RNA conforme instrucdes do fabricante (Invitrogen). Ao final, o RNA foi solubilizado
em agua DEPC com o auxilio de uma micropipeta. Em seguida as amostras foram
incubadas a 55° C durante 10 minutos e posteriormente estocadas a -80° C. Para a
quantificacdo do RNA, 1 pL de cada amostra foi analisado em espectrofotdmetro
(NanoVue Plus, GE Healthcare Life Sciences).

Obtencao da primeira fita de cDNA
Um micrograma de RNA total de cada amostra foi utilizado para a sintese da primeira
fita de cDNA, de acordo com instrugdes do fabricante da enzima MMLV-RT

(Invitrogen).
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RT-gPCR

Para a reacdo de RT-gPCR, uma dilui¢do 1:10 da reacédo da primeira fita de cDNA foi
utilizada como DNA molde por reacdo. A reacdo foi realizada de acordo com as
instrucdes do fabricante do Master Mix contendo SYBR Green (Maxima SYBR Green
Master Mix, Thermo Scientific) para um volume de 15 pL por reacédo, tendo sido feitas
duas réplicas técnicas para cada amostra. Foram utilizados pares de oligonucleotideos
especificos para os genes alvos ATF6, CHOP, GRP78 e GADD34, e para 0s genes
referéncia RPL32 e HPRT (ver Tabela 1). As reac6es foram realizadas em equipamento
StepOne Plus (Life Technologies) e as condic¢Ges térmicas da PCR foram programadas
da seguinte maneira: desnaturacgéo inicial 95° C durante 5 minutos seguidos de 40 ciclos
de desnaturacdo a 95° C por 20 segundos, pareamento a 60° C por 30 segundos e
extensdo a 72° C por 30 segundos. Posteriormente a cada reacdo foram realizadas as
etapas de obtencdo da curva de dissociacdo (melting curve) dos oligonucleotideos

utilizados, conforme programacao do equipamento.

Tabela 1: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados

Gene alvo Sigla Sequéncia (5’ - 3’) Eficiéncia
(MRNA) de
amplificacao
Atf6 (ATF6) QRT-mATF6 FWD2  TCGCCTTTTAGTCCGGTTCTT ]
ORT-mATE6 REV2  GGCTCCATAGGTCTGACTCC 107%
Hspa5 BiP/GRP78 Forward  TGGTATTCTCCGAGTGACAGC ] _
(GRP78/BIP) BiP/GRP78 Reverse ~ AGTCTTCAATGTCCGCATCC Néo avaliada
Ddit3 CHOP/GADD153 TGCAGTCATGGCAGCTGAGTC
(Gadd153/CHOP) Forward N0 avaliada
CHOP/GADD153 TAGAACTCTGACTGGAATCTG
Reverse
Ppplrl5a Gadd34 Forward ACCATGACTCAGTGCTGTGAC X )
(Gadd34) Gadd34 Reverse CGCAGCTTCTATCTGATCTGC Nao avaliada
Gene referéncia  Sigla Sequéncia (5’ - 3’)
Rpl32 (RPL32) QRT-mRPL32 FWD GCTGCCATCTGTTTTACGG .
QRT-mMRPL32REV ~ TGACTGGTGCCTGATGAACT 107%
Hprt (HPRT) QRT-mHPRT FWD  TCAGTCAACGGGGGACATAAA ]
QRT-mHPRT REV GGGGCTGTACTGCTTAACCAG 96%
Gapdh (GAPDH) QRT-mGAPDH TTGTCTCCTGCGACTTCAACA
FWD?2 Nao avaliada
QRT-mGAPDH

GGTCTGGGATGGAAATTGTGAG

22



REV?2

Atp5b (ATP5b)  QRT-mAtpSb FWD  GGTTCATCCTGCCAGAGACTA -
QRT-mAtpSb REY ~ AATCCCTCATCGAACTGGACG N avaliada

Cycl (CYC1) QRT-mCycl FWD CAGCTTCCATTGCGGACAC N_
QRT-mCycl REV GGCACTCACGGCAGAATGAA Néo avaliada

Validagéo de genes referéncia

Os genes RPL32 e HPRT foram escolhidos como genes referéncia para os experimentos
realizados com base nos resultados obtidos em uma validacéo realizada com esses dois
genes e ainda GAPDH, ATP5b e Cycl. A melhor combinagdo de genes referéncia foi
determinada através do software NormFinder (Andersen et al., 2004).

3.4 RT-PCR e fracionamento em gel de agarose

Para a realizagdo de RT-PCR 2 pL de cDNA de cada amostra foram adicionados a uma
mistura contendo 0,125 pL de enzima Taqg DNA polimerase (Phoneutria), 2,5 pL de
tampé&o 10 10x (Phoneutria), 0,75 pL de MgCl, 50 mM (Phoneutria), 0,5 pL de mistura
de dNTPs (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) a 10 mM e 16,625 pL de H,O deionizada
autoclavada. Foram adicionados também 1,25 uL de cada oligonucleotideo relativo a
amplificacdo simultdnea das duas formas de XBP-1 (XBP-1 ndo processado e
processado). As misturas foram submetidas a amplificacdo no termociclador MyCycler
(BioRad). Ao final, os amplicons foram fracionados em gel de agarose 3% corado com
brometo de etideo.

3.5 Western Blot

Obtencéo dos extratos celulares

Apos tratamento com NaSal ou tunicamicina, o meio foi removido e a monocamada de
células foi lavada duas vezes com PBS 1X. Foi adicionado entdo tampéo de lise RIPA
(150 mM NaCl; 1% Triton X-100; 0,5% Deoxicolato de sodio; 0,1% SDS; 50 mM Tris-
HCI ph 7,4) contendo inibidores de proteases (PMSF 1 mM; Ortovanadato de sodio 2
mM; Pepstatina 1 pg/mL; Aprotinina 2 mg/mL; Leupeptina 1 pg/mL). As placas foram
entdo armazenadas a -20° C. Apds o descongelamento, as células foram raspadas das

placas e coletadas em tubos de microcentrifuga que foram mantidos em gelo por pelo
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menos 30 minutos e vortexados a cada 10 minutos. Os tubos foram entdo centrifugados

a 4° C e o sobrenadante foi coletado.

Fracionamento eletroforeético e transferéncia

Para o fracionamento eletroforético das amostras, tampédo de amostra (Tris-HCI 0,5M
pH 6,8 contendo 0,4% SDS; 30% Glicerol; 10% SDS; 6% [-Mercaptoetanol; 1,2% Azul
de bromofenol) foi misturado a trinta microgramas dos extratos celulares, que foram
aplicados em gel de poliacrilamida a 10% e submetidos a eletroforese a uma tensédo de
150 V em tampéo Tris-Glicina (Tris base 25 mM pH 8,3; Glicina 250 mM; 0,1% SDS).
Ao final da corrida, o gel foi colocado entre um papel Whatmann 3M e a membrana
PVDF (Polifluoreto de vinilideno) previamente equilibrada em tampéo de transferéncia.

A transferéncia imida foi realizada por uma hora sob tensdo de 100 V.

Imunoensaio e revelagéo

Apos rinsagem em TBS-T (Tris-HCI 20 mM pH 7,6; NaCl 137 mM; 0,1% TweenR 20)
a membrana foi incubada em solucdo de bloqueio (TBS-T contendo 5% (p/v) de leite
em po desnatado). Apos o bloqueio, a membrana foi incubada a 4° C por 16 horas com
0 anticorpo primério diluido em solucdo de bloqueio. Apds lavagens com TBS-T, a
membrana foi incubada a temperatura ambiente sob agitacdo por mais 1 hora com o
anticorpo secundario correspondente conjugado com peroxidase e diluido em solucéo de
blogqueio. Para a deteccdo do anticorpo secundario, a membrana foi transferida para uma
placa cassete de raios-X e 1 mL da solucéo substrato “Pierce® ECL Western Blotting”
(Thermo Scientific) foi gotejado sobre ela. Em camara escura, a membrana foi exposta
por diferentes intervalos de tempo que variavam de 30 segundos a 20 minutos a um
filme de autorradiografia Kodak T-MAT G/RA Film (Kodak). Apds a exposicdo, 0
filme foi revelado (nas instalacbes do Centro de Aquisicdo e Processamento de
Imagens, ICB/UFMG) utilizando-se as solucGes correspondentes.

Anticorpos

Os anticorpos primarios especificos utilizados foram: anti-ATF6 (Santa Cruz
Biotechnology) e anti-p-actina (Sigma). Os anticorpos secundarios utilizados estavam
de acordo com a espécie animal em que foram produzidos, podendo ser coelho ou

camundongo. Nos immunoblots, os anticorpos primarios e secundarios foram diluidos
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em solucédo de bloqueio [TBS-T (Tris-HCI 20mM pH 7.6; NaCl 137mM; Tween 0,1%)

contendo 5% (p/v) de leite em p6 desnatado], ou com modificacbes quando necessarias.
3.6 Ensaio de atividade de luciferase

Para determinar a atividade transcricional de ATF6 por ensaios de gene reporter, foi
utilizado o plasmideo p5xATF6-GL3 (Wang et al., 2000), obtido da Addgene. No dia
anterior & transfeccdo, 0,3x10° células por poco foram plaqueadas em placas de 24
pocos. As células foram transfectadas com p5xATF6-GL3 e co-transfectadas com pRL-
TK. Dessa forma, a ativagdo de ATF6 induzida ap6s o tratamento das células com
agentes indutores de estresse foi avaliada diretamente nos extratos celulares. O
plasmideo pRL-TK, que contém o gene da luciferase de Renilla sob o controle do
promotor da timidina cinase do virus HSV-1, é co-transfectado para a normalizacdo dos
resultados. A normalizagéo dos resultados foi determinada pela raz&o da luminescéncia
do gene reporter da atividade transcricional de ATF6 sobre a luminescéncia do gene
normalizador HSV-TK. As transfec¢6es foram realizadas com polietilenoimina (PEI) na
razdo 10:1 (microlitros de PEI 1mg/mL : micrograma de DNA plasmideano). Vinte e
quatro apds a transfeccdo, as células foram tratadas com salicilato de sodio ou
tunicamicina (agente indutor de estresse do RE) por diferentes intervalos de tempo. Em
alguns estudos, como no tratamento simultdneo com salicilato de sédio e tunicamicina,
as células foram pré-tratadas por uma hora com salicilato de s6dio ou tunicamicina,
seguido do tratamento por diferentes intervalos de tempo com o outro composto. Ao
final dos tratamentos, os sobrenadantes foram descartados e os extratos celulares foram
obtidos com Tampdo de Lise Passiva 1X (PLB, Passive Lysis Buffer), fornecido pelo kit
para a realizacdo do ensaio de atividade da luciferase conforme recomendacbes do
fabricante (Sistema Dual-luciferase, Promega). Para medir a atividade da luciferase,
20pl do extrato celular foram transferidos para uma placa de 96 pocgos
(FluoroNuncMaxiSorp, Nunc), onde foi adicionado o reagente Luciferase Assay
Reagent Il (LAR 11), seguido da captura da luminescéncia em luminédmetro (Lumicount-
Packard). Posteriormente, foram adicionados 40ul do substrato da Renilla, realizando-se

também captura e registro dos valores.
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3.7 Analise estatistica
A andlise de variancia ANOVA foi utilizada para determinagdo a significancia

estatistica dos diferentes tratamentos empregados. O nivel de significancia de 5% foi

considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Expressdo do mRNA de ATF6 em células tratadas com salicilato de sddio

A caracterizacdo da expressdo de ATF6 em células tratadas com salicilato de sodio,
primeira parte do objetivo geral deste trabalho, foi realizada com estudos da analise
quantitativa dos niveis do mRNA de ATF6 em experimentos de RT-gPCR. O par de
oligonucleotideos de ATF6 utilizado foi obtido no banco de oligonucleotideos da
Universidade Harvard (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank/) e analises de BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) confirmam que o par escolhido é especifico
para ATF6a. A curva de dissociacdo pode ser visualizada na se¢cdo Figuras Anexas.

Inicialmente, em MEFs selvagens, foram realizados estudos de cinética e dose resposta
apos o tratamento com NaSal (Figura 2 A e B, respectivamente). Foi observado que o
aumento dos niveis do MRNA de ATF6 é induzido de modo tempo e dose dependente
em resposta ao tratamento com NaSal. No estudo de cinética, observa-se que ocorre
acumulo do mRNA ja a partir de duas horas de tratamento com NaSal 20 mM, sendo
observado o maior acimulo apds 12 horas de tratamento. A fim de determinar o efeito
de diferentes concentragdes de salicilato de sodio sobre a expressdo de ATF6 realizamos
também um estudo de dose-resposta. Para tanto, elencamos o intervalo de tempo de 12
horas de tratamento, uma vez que a expressdo maxima de ATF6 ocorreu neste tempo,
conforme demonstrado previamente. Observamos que a concentragdo minima
necessaria para induzir um aumento na expressao do mRNA foi 5 mM, sendo esse

acumulo crescente até a dose de 20 mM.

Ao examinar a expressdo de ATF6 nas células nocautes para PERK (Figura 2 C),
observamos que também ocorre o acimulo do mRNA ap6s tratamento com NaSal 20
mM nos tempos de 4, 12 e 24 horas. Entretanto, de forma surpreendente, foi notorio que
esse acumulo é robusto e significativamente maior do que o observado nos MEFs WT
em todos os tempos estudados. Esses resultados sugerem que PERK desempenha um
papel de regulacéo negativa sobre a expressédo de ATF6 induzida por salicilato de sodio.
Essa observacdo é corroborada pela demonstracdo comparativa, neste mesmo

experimento, que como esperado, a expressdo do mMRNA de ATF6 em células
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submetidas ao estresse do RE induzido por tunicamicina é dependente de PERK (Teske
etal., 2011).
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Figura 2: Andlise da expressdo do mRNA de ATF6 em células tratadas com salicilato
de sodio.

(A) MEFs foram tratados com NaSal 20mM nos tempos indicados ou com diferentes concentragdes por
12 horas (B). (C) MEFs WT e PERK-KO foram tratados com tunicamicina (1,5ug/mL) por 8 horas ou
com NaSal 20mM nos tempos indicados. Ao final dos tratamentos, o RNA total foi obtido para analise
por RT-gPCR da abundéncia relativa do mRNA de ATF6. A expressdo relativa do mRNA de ATF6 foi
determinada pela equacéo 2 %"t ytjlizando RPL32 como gene normalizador.

Na Figura 3 A esta representado um segundo experimento dos estudos de expressdo do
MRNA de ATF6 em MEFs WT e PERK-KO. Ao calcularmos a razdo (fold) entre os
valores de expressdo relativa do mRNA de ATF6 em MEFs PERK-KO e dos MEFs
WT, obtivemos o gréafico representado na Figura 3 B, que demonstra que a diferenca de
expressao do mMRNA de ATF6 entre as células WT e PERK-KO ocorre no intervalo de
tempo de 8 horas de tratamento com NaSal, sendo cerca de 6 vezes mais abundante nas
celulas PERK-KO.
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Figura 3: Expressdo do mRNA de ATF6 em MEFs WT e PERK-KO tratados com

NaSal.
(A) MEFs WT e PERK-KO foram tratados com tunicamicina (1,5ug/mL) por 8 horas ou com NaSal

20mM nos tempos indicados. Ao final dos tratamentos, 0 RNA total foi obtido para analise por RT-gPCR
da abundéncia relativa do mRNA de ATF6. A expressdo relativa do mRNA de ATF6 foi determinada
pela equacdo 2°%"%Ct tilizando RPL32 como gene normalizador. (B) Os valores de 2°%"deCt gag
células PERK-KO foram divididos pelos valores de 2°%"#%"Ct qas células WT para célculo da razao (fold)

da expressdo de ATF6 entre as duas células.
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4.2 Acumulo da proteina de ATF6 em células tratadas com salicilato de sodio

Baseado nos resultados obtidos dos estudos de analise da expressdo do mRNA de ATF6
induzida por NaSal, o préximo passo foi avaliar o acimulo da proteina ATF6 nos MEFs
selvagens e nocautes para PERK. Como mostra a Figura 4, o acimulo de ATF6 (90
kDa) ocorre nos tempos de 4 e 8 horas de tratamento com NaSal 20 mM nas células
selvagens. Porém, nas ceélulas deficientes de PERK, tal acimulo ndo ocorre, tendo
niveis semelhantes aqueles observados nas células ndo tratadas. O mesmo é observado

no controle com tunicamicina 1,5 pg/mL.

No experimento realizado, observamos nos MEFs WT que, além da massa molecular de
90 kDa esperada para ATF6, o anticorpo anti-ATF6 utilizado também detecta o
acumulo de um polipeptideo com massa molecular de aproximadamente 70 kDa. A
observacdo dessa massa molecular de 70 kDa de ATF6 ja foi previamente descrita na
literatura (Luo & Lee, 2002). Ademais, € interessante notar que, da mesma forma que o
polipeptideo de 90-kDa, ndo ocorre o acimulo de 70-kDa nos MEFs PERK-KO.

MEF WT MEF PERK KO
NaSal 20 mM NaSal 20 mM
NT Tu 4h 8h NT Tu 4h 8h
e ——— a— - - » - 90 kDa
ATFOC - - D - - — -
e — — T70kDa
B-actina — 42kDa

Figura 4: Acimulo da proteina ATF6 em células tratadas com salicilato de sédio ou

tunicamicina.
MEFs WT ou PERK-KO foram plaqueados e tratados com NaSal 20 mM por 4 e 8 horas ou tunicamicina

1,5 pg/mL por 8 horas. O extrato celular total foi obtido com tampéo de lise RIPA e 30 ug de extrato
foram fracionados em gel de poliacrilamida 10%. Apds transferéncia para membrana de PVVDF foi feita a

incubacgdo com anticorpo anti-ATF6 e posteriormente, apos stripping, com anticorpo anti-p-actina.
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4.3 Analise da ativacéo transcricional de ATF6 induzida pelo salicilato de sodio

Como apresentado anteriormente, conseguimos demonstrar o efeito do salicilato de
sodio sobre a expressdao do mRNA e da proteina de ATF6. Com o objetivo de avaliar a
ativacdo transcricional de Atf6 em resposta ao tratamento com NaSal, realizamos um
estudo de gene reporter da luciferase utilizando o plasmideo denominado p1052 (Teske
et al., 2011), o qual contém a regido promotora do gene Atf6 murino. Nesse trabalho em
que o segmento gendmico correspondente a regido promotora de Atf6 foi clonado e
caracterizado, os autores demonstraram que ao utilizar o plasmideo reporter p1052, a
tunicamicina foi capaz de induzir a ativacdo transcricional de Atf6, da mesma forma
como demonstramos na Figura 5. No entanto, nos tratamentos com NaSal nos intervalos

de tempo de 4 e 8 horas, ndo observamos ativacao transcricional de Atf6 (Figura 5).
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Figura 5: Andlise da ativacdo transcricional da regido promotora de ATF6 em MEFs

WT tratados com NaSal ou tunicamicina.
MEFs WT foram plaqueados e, apds 16 horas, transfectados com os plasmideos p1052 e pLR-TK. As

células foram tratadas 24 horas apoés a transfec¢do com NaSal 20 mM pelos tempos de 4 e 8 horas e com
tunicamicina 1,5 pg/mL pelo tempo de 6 horas. O extrato celular foi obtido com o Passive Lysis Buffer do
kit Dual Luciferase (Promega) e as leituras de atividade de luciferase foram realizadas conforme
instrucBes do fabricante. A atividade relativa da luciferase foi calculada pela razdo entre as leituras de

luciferase do vagalume (p1052) pelas leituras de luciferase da Renilla (pLR-TK).
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4.4 Analise da atividade transcricional de ATF6 induzida pelo tratamento com

salicilato de sédio

Por ser um fator de transcricdo, ATF6 apresenta a habilidade de se ligar a elementos
regulatérios presentes em genes responsivos ao estresse do RE. Uma vez que
observamos que NaSal induz a expressdo de ATF6 assim como o seu acumulo proteico,
decidimos avaliar a atividade transcricional de ATF6 em MEFs transfectados com gene
reporter da luciferase contendo cinco cépias de sitios de ligacdo a ATF6, 0 p5SXATF6-
GL3 (Wang et al., 2000), e que foram posteriormente tratados com NaSal. Quando
células transfectadas com esse plasmideo sdo tratadas com um agente indutor de
estresse de RE, ocorrera o acimulo da forma p50ATF6 de ATF6 que, por sua vez, se
liga aos sitios de ligacdo de ATF6 clonados no plasmideo pGL3-basic. Com isso, de
forma proporcional a quantidade de ATF6 ativo presente na célula, devera ocorrer a

sintese da proteina luciferase, refletindo assim a atividade transcricional de ATF®6.

Inicialmente, a atividade transcricional de ATF6 foi testada em células HEK293 que
foram transfectados com p5xATF6-GL3 e posteriormente tratadas com NaSal ou
tunicamicina. Como pode ser observado, o tratamento de células HEK293 (Figura 6)
com tunicamicina resultou na indugédo da atividade transcricional de ATF6. No entanto,
nas células HEK293 que foram tratadas com salicilato de s6dio nos tempos de 4 e 8

horas, ndo ocorreu essa inducédo (Figura 6).
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Figura 6: Atividade transcricional de ATF6 em células HEK293 (A) ou MEFs WT (B).
Células HEK293 (A) ou MEFs WT (B) foram plaqueados e, ap6s 16 horas, transfectados com os

plasmideos p5xXATF6-GL3 e pLR-TK. As células foram tratadas 24 horas ap6s a transfecgdo com NaSal
20 mM ou com tunicamicina 1,5 pg/mL pelo tempo de 6 horas (A) ou somente com tunicamicina nas
concentragdes 1,5 pg/mL ou 3,0 pg/mL (B). O extrato celular foi obtido com o Passive Lysis Buffer do kit
Dual Luciferase (Promega) e as leituras de atividade de luciferase foram realizadas conforme instrugdes
do fabricante. A atividade relativa da luciferase foi calculada pela razéo entre as leituras de luciferase do

vagalume (p5xATF6-GL3) pelas leituras de luciferase da Renilla (pLR-TK).
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4.4.1 Cinética da atividade transcricional de ATF6 no tratamento com NaSal

Examinando especificamente o efeito do salicilato de sodio sobre a atividade
transcricional de ATF6 em MEFs WT e PERK-KO, observamos que em ambas as
células tratadas com NaSal 20 mM nao houve inducdo da atividade transcricional de
ATF6 nos intervalos de tempo de 4 e 8 horas (Figura 7). Nas células tratadas com
tunicamicina, a atividade transcricional de ATF6 é reduzida nas células PERK-KO, o
que esta de acordo com a observacdo de niveis mais baixos da proteina ATF6 nas
células deficientes de PERK ap6s o tratamento com tunicamicina e de dados da

literatura (Teske et al., 2011).
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Figura 7: Cinética da atividade transcricional de ATF6 em células tratadas com

salicilato de sodio.
MEFs WT ou PERK-KO foram plaqueados e, ap6s 16 horas, transfectados com os plasmideos p5xATF6-

GL3 e pLR-TK. As células foram tratadas 24 horas apo6s a transfecgdo com NaSal 20 mM pelos tempos
de 4 e 8 horas ou com tunicamicina 1,5 pg/mL pelo tempo de 8 horas. O extrato celular foi obtido com o
Passive Lysis Buffer do kit Dual Luciferase (Promega) e as leituras de atividade de luciferase foram
realizadas conforme instru¢bes do fabricante. A atividade relativa da luciferase foi calculada pela razéo
entre as leituras de luciferase do vagalume (p5xATF6-GL3) pelas leituras de luciferase da Renilla (pLR-
TK).
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4.5 Analise dos efeitos do pré-tratamento com salicilato de sédio sobre a atividade

e a expressdo de ATF6 e XBP-1 induzidas pela tunicamicina

4.5.1 Efeito do preé-tratamento com salicilato de sédio sobre a atividade transcricional

de ATF6 induzida pela tunicamicina

Para analisar o efeito da pré-exposicao das células ao NaSal sobre a atividade de ATF6
induzida por tunicamicina, as células que foram transfectadas com p5xATF6-GL3
foram pré-tratadas com NaSal por uma hora, seguindo-se entdo a adicdo de
tunicamicina ao meio de cultura por diferentes intervalos de tempo, mantendo-se o
tratamento combinado pelo tempo de 6 horas. Como pode ser observado na Figura 8,
quando as células foram tratadas apenas com tunicamicina foi observada a ativacdo de
ATF6. Curiosamente, foi observado que a pré-exposicdo das células ao NaSal prejudica
a atividade de ATF6, uma vez que houve uma reducdo significativa da atividade de
ATF6 induzida pela tunicamicina no tempo estudado. Esses resultados indicam que a

atividade transcricional de ATF6 induzida por tunicamicina é inibida por NaSal.
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Figura 8: Avaliacdo da atividade transcricional de ATF6 em células tratadas com

salicilato de sodio e em seguida com tunicamicina.
MEFs WT foram plaqueados e, apds 16 horas, transfectados com os plasmideos p5xATF6-GL3 e pLR-

TK. As celulas foram tratadas 24 horas ap6s a transfeccdo; inicialmente foi realizado o pré-tratamento
com NaSal 20 mM por 1 hora e posteriormente tunicamicina 1,5 pg/mL foi adicionada ao meio de cultura
e o tratamento foi mantido por mais 6 horas. Em outro poco da placa as células foram tratadas somente
com tunicamicina 1,5 pg/mL por 6 horas. O extrato celular foi obtido com o Passive Lysis Buffer do kit
Dual Luciferase (Promega) e as leituras de atividade de luciferase foram realizadas conforme instrucdes
do fabricante. A atividade relativa da luciferase foi calculada pela razéo entre as leituras de luciferase do
vagalume (p5xATF6-GL3) pelas leituras de luciferase da Renilla (pLR-TK).
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4.5.2 Efeito do pré-tratamento com salicilato de sodio sobre a expressdo de ATF6

induzida pela tunicamicina

Ao avaliarmos a expressdo de ATF6 nas células que foram pre-tratadas com NaSal e
posteriormente tratadas com tunicamicina, foi verificado que ndo ha diferencas
significativas na expressdo do mRNA de ATF6 (Figura 9) induzida pelo tratamento com
NaSal ou tunicamicina na presenca ou auséncia de NaSal, no tempo de 6 horas. Esses
resultados indicam que o NaSal ndo interfere na expressao de ATF6 induzida por
tunicamicina, sugerindo que a inibicdo da atividade transcricional de ATF6 causada
pelo NaSal envolve um mecanismo independente da redugdo dos niveis de ATF6 nas

células.
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Figura 9: Expressdo do mRNA de ATF6 em células pré-tratadas com salicilato de
sodio e posteriormente tunicamicina.
MEFs WT foram inicialmente pré-tratados com NaSal 20 mM por 1 hora e posteriormente tunicamicina

1,5 pg/mL foi adicionada ao meio de cultura e o tratamento foi mantido por mais 6 horas. Foram também
realizados tratamentos com NaSal 20 mM por 1 e 7 horas. Ao final dos tratamentos, 0 RNA total foi
obtido para andlise por RT-gPCR da abundancia relativa do mRNA de ATF6. A expressao relativa do

mMRNA de ATF6 foi determinada pela equagdo 2 %"t ytjlizando RPL32 como gene normalizador.
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4.5.3 Efeito do pré-tratamento com salicilato de sodio sobre o processamento de XBP-1

induzido por tunicamicina

Ja foi demonstrado na literatura que ATF6 e XBP-1 podem formar dimeros e atuar
conjuntamente na ativagdo transcricional de diferentes genes alvo durante o estresse do
reticulo endoplasmatico (Yamamoto et al., 2007). Embora o NaSal ndo exerca efeitos
sobre o processamento do MRNA de XBP-1 mediado por IRE-1 (Silva et al., 2007), que
é um evento marcante do estresse do RE, ja foi observado que a expressdo de XBP-1
pode ser induzida por NaSal (Gentz et al., 2013). No entanto, XBP-1 exerce sua funcao
como fator de transcricdo apos seu mRNA sofrer processamento pela atividade
endonucleédsica de IRE-1 durante o estresse do RE. Assim, decidimos avaliar se o NaSal

pode interferir no processamento de XBP-1 induzido por tunicamicina.

Para brevemente explanar como € realizada essa anélise, o processamento de XBP-1
pode ser visualizado em gel de agarose 3%, concentragdo na qual a forma processada
(amplicon de 574-pb) pode ser separada da forma ndo processada (amplicon de 600-pb)
devido a diferenca de tamanho das duas formas (26 nucleotideos). Portanto, na Figura
10 é possivel observar que o tratamento com salicilato de sédio no intervalo de tempo
testado ndo induz o processamento de XBP-1, corroborando observagdes ja publicadas
(Silva et al., 2007). No entanto, quando as ceélulas sdo tratadas por 6 horas com
tunicamicina, observa-se a amplificacdo predominante da forma processada. Nas células
que foram previamente tratadas com NaSal seguido do tratamento com tunicamicina,
observa-se que ndo ha diferencas significativas no processamento de XBP-1 entre o
tratamento apenas com tunicamicina e o tratamento com tunicamicina nas células que
foram expostas previamente ao NaSal. Esses resultados indicam que o NaSal ndo afeta o

processamento de XBP-1 induzido durante o estresse do RE.
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Figura 10: Analise do processamento de XBP-1 induzido pelo tratamento com

salicilato e/ou tunicamicina.
MEFs WT foram inicialmente pré-tratados com NaSal 20 mM por 1 hora e posteriormente tunicamicina

1,5 pg/mL foi adicionada ao meio de cultura e o tratamento foi mantido por mais 6 horas. Foram também
realizados tratamentos com NaSal 20 mM por 1 e 7 horas. Ao final dos tratamentos, 0 RNA total foi
obtido para analise por RT-PCR. Os produtos de PCR foram fracionados em gel de agarose 3% corado
com brometo de etideo, para a separacéo e visualizagdo das formas ndo processada e processada de XBP-

1. CP: controle positivo. CN: controle negativo. PM: Peso molecular.
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4.6 Expressao de genes alvo de ATF6 em células selvagens e deficientes para ATF6

tratadas com salicilato de sodio

Pelos dados apresentados até 0 momento, observamos que NaSal induz a expressdo do
MRNA e o acumulo proteico de ATF6(p90) sem, no entanto, causar sua ativacgéo.
Ademais, quando as células sdo expostas previamente ao NaSal e entdo submetidas ao
estresse do RE, observamos que a atividade de ATF6, mas ndo de IRE-1, é
significativamente atenuada. Contudo, tomados em conjunto, esses resultados sugerem
que a forma ndo ativada de ATF®6, i.e., ATF6(p90), que se acumula em resposta ao
tratamento com NaSal bloqueia sua propria ativagdo subsequente em resposta ao um
agente indutor de estresse do RE (ver Discussdo - Figura 13). Assim, seria razoavel
supor que genes que sdo induzidos por NaSal, porém alvos de ATF6, teriam sua
expressao inalterada em células desprovidas de ATF6. Para avaliar essa hipotese,
realizamos experimentos com MEFs WT e ATF6-KO. Nesses experimentos o

tratamento com tunicamicina foi usado como controle da expressdo desses genes.

Dentre 0s genes relacionados ao estresse do RE e regulados por ATF6 que foram
elencados para nossos estudos, apenas CHOP (Figura 11 A) e GADD34 (Figura 12),
mas ndo BiP/GRP78 (Figura 11 B), tiveram a expressdo induzida pelo tratamento com
NaSal. No caso de CHOP, essa inducdo ocorre com cinética semelhante entre as células
selvagens e as células deficientes de ATF6, porém aparentemente em niveis mais
elevados nas células deficientes de ATF6. No entanto, ndo foi encontrada diferenca
estatisticamente significativa. Nos tempos avaliados de 4, 8, 12 e 24 horas de tratamento
a expressdo do mRNA de CHOP permanece nos mesmos niveis, também semelhantes
aqueles observados no tratamento com tunicamicina, sendo estatisticamente

significativa em relacdo as células ndo tratadas.

BiP, cuja expressdo foi significativamente induzida por tunicamicina, ndo teve sua
expressao induzida por NaSal (Figura 11 B). Os niveis relativos do mRNA de BiP
observados no tratamento com tunicamicina sdo 10 e 5 vezes maiores do que aqueles
observados nas celulas WT e ATF6-KO tratadas com NaSal, respectivamente, os quais,
por sua vez, permanecem em niveis semelhantes ao de células néo tratadas (NT), ndo
havendo diferenca estatisticamente significativa entre eles. De modo importante, o fato

de NaSal ndo induzir a expressdo de BiP, uma molécula marcante do estresse do RE,
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indica que este farmaco néo causa estresse do RE, embora genes responsivos ao estresse
do RE tenham sua expresséo induzida como demonstrado por Gentz e colaboradores
(Gentz et al., 2013).
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Figura 11: Expressdo de genes alvo de ATF6 em células tratadas com salicilato de
sodio.

MEFs WT ou ATF6-KO foram tratados com NaSal 20 mM pelos tempos de 4, 8, 12 ou 24 horas ou
tunicamicina 3,0 pg/mL por 8 horas. Ao final dos tratamentos, 0 RNA total foi obtido para analise por
RT-qPCR da abundéncia relativa do mRNA de CHOP (A) ou BiP (B) A expressao relativa do mRNA de

CHOP ou BiP foi determinada pela equagéo 2 %" ytjlizando RPL32 como gene normalizador.

Outro gene relacionado as vias de estresse do RE que teve sua expressdo induzida pelo
NaSal ¢ GADD34, a fosfatase de elF2a. Na Figura 12 A est4 demonstrada a cinética de
expressao desse gene em MEFs WT que foram tratados com NaSal nos tempos de 4, 8,
12 e 24 horas, além do controle positivo, i.e., tratamento com tunicamicina. Nos tempos
de 8 e 12 horas pés-tratamento com NaSal e no tratamento com tunicamicina, a
diferenca de expressdo é estatisticamente significativa em relacdo ao controle néo
tratado. No tempo de 24 horas de tratamento, 0s niveis de expressao retornam a niveis
basais. De nosso conhecimento, essa é a primeira evidéncia que NaSal induz a
expressao de GADD34.

Diferente do que é descrito na literatura (Wu et al., 2007), ndo observamos diferencas
significativas na expressdéo de GADD34 nos MEFs WT e ATF6-KO tratados com
tunicamicina (Figura 12 B). Nas células deficientes de ATF6 também ocorre indugéo de
GADD34 nos tempos de tratamento com NaSal, em niveis aparentemente elevados no

intervalo de tempo de 4 horas, porém reduzidos nos intervalos de tempo de 12 e 24
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horas quando comparados aos das células selvagens. No entanto, as diferencas ndo sao

estatisticamente significativas.
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Figura 12: Expressdo do mRNA de GADD34 induzida pelo salicilato de sodio.
MEFs WT (A) ou WT e ATF6-KO (B) foram tratados com NaSal 20 mM pelos tempos de 4, 8, 12 ou 24

horas ou tunicamicina 3,0 pg/mL por 8 horas. Ao final dos tratamentos, 0 RNA total foi obtido para
analise por RT-gPCR da abundancia relativa do mRNA de GADD34 A expressao relativa do mRNA de

GADD34 foi determinada pela equacéo

2—deltadeltaCt

utilizando RPL32 como gene normalizador.
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5. DISCUSSAO

O estresse do reticulo endoplasmético é uma resposta celular ao acimulo de proteinas
mal formadas no interior dessa organela, que leva a ativacdo de vias de sinalizacéo que,
através da ativacdo transcricional de diversos genes, resulta na resolucao do estresse ou

na morte celular.

ATF6 é uma das trés proteinas sensores, localizadas na membrana do RE, que iniciam a
resposta a proteinas mal formadas. Durante o estresse do RE, ATF6 é transportado até o
complexo de Golgi, clivado em sitios especificos e o fator de transcricdo ativo gerado é
entdo transportado para o nucleo da célula. O tratamento de células com substancias
indutoras do estresse do RE, como a tunicamicina, leva tanto a ativacdo de ATF6 pela

via descrita como também ao aumento da sua expressao.

Por outro lado, como revisado recentemente por n6s (Mugge & Silva, 2015 - Anexo), ja
foi demonstrado na literatura que o tratamento de diferentes tipos celulares com
farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais de diferentes classes pode induzir a
expressdo e ativagdo de alguns genes envolvidos no estresse do RE, tendo sido
demonstrada predominantemente a expressao de BiP e CHOP e a ativagdo de PERK e
ATF6.

Em relacdo aos salicilatos, ja havia sido demonstrado por Silva et al. (2007) que
aspirina e salicilato de sodio induzem a ativacdo de PERK e a fosforilacdo de elF2a,
porém ndo induzem a ativacdo de IRE1 e o processamento de XBP-1. Gentz et al.
(2013) demonstraram posteriormente que a expressao da proteina de ATF6 é induzida

pelo salicilato de sodio e que essa expressao é dependente da cinase de elF2a GCN2.

No presente trabalho, demonstramos que tanto 0 mRNA quanto a proteina ATF6 sao
induzidos pelo salicilato de sddio e, ainda, que essa expressdo € regulada de maneira
diferente nas células deficientes de PERK. Intrigante, a expressao mais robusta do
MRNA de ATF6 ndo é acompanhada pelo acimulo da proteina nos MEFs PERK-KO.
Esses resultados sugerem a inducdo de modificacbes pos-traducionais em ATF6,
mediadas por PERK, nas células tratadas com NaSal. Fosforilacdo, glicosilacdo e

ubiquitinagdo de ATF6 ja foram demonstradas e podem resultar em modificacGes na
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meia vida dessa proteina. Experimentos para avaliagdo da meia vida de ATF6 em MEFs

WT e PERK-KO tratados com NaSal serdo realizados em breve.

A investigacdo da ativacdo transcricional de ATF6 seria mais um passo no estudo da
expressao de ATF6 em células tratadas com NaSal . O plasmideo de gene reporter de
luciferase contendo a regido promotora de ATF6 funcionou em células tratadas com
tunicamicina, da mesma forma que no artigo em que foi descrito (Teske et al., 2011).
Entretanto, o NaSal ndo induziu a sintese de luciferase nas células transfectadas e
tratadas posteriormente com o farmaco, o que pode indicar que os elementos
regulatorios do gene de ATF6 induzidos por NaSal ndo se encontram dentro da regido
promotora. Estudos mais aprofundados sobre essa regido promotora e outras regides do
gene de ATF6 sdo necessarios para se identificar o elemento responsivo a NaSal nele

contido.

Diferentemente da tunicamicina, o tratamento com NaSal de células transfectadas com o
plasmideo p5SxXATF6-GL3 ndo induz a atividade transcricional de ATF6 e, ainda, o pré-
tratamento com NaSal promove inibicdo da atividade transcricional induzida pela
tunicamicina. Como demonstrado, ndo ocorre a diminui¢do da expressdo do mRNA de
ATF6 no tratamento combinado o que indica que, apesar do NaSal induzir a expresséo
de ATF6 no nivel de mRNA, esse farmaco ndo induz a ativacdo de ATF6 e pode
também reduzir a sua ativacdo induzida pela tunicamicina. Hipoteses para os efeitos do
pré-tratamento com NaSal precisam ser investigadas, mas é possivel que a ativacdo de
ATF6 seja prejudicada pela inducdo de modificacbes pés-traducdo na proteina. A
auséncia de processamento de XBP-1 em células tratadas com NaSal indica que os

efeitos observados sejam mediados exclusivamente por ATF6.

Uma vez que ndo ocorreu a indugdo da forma ativa de ATF6 nas células tratadas com
NaSal, € possivel que a expressdo de genes alvo exclusivos de ATF6 seja inibida por
esse tratamento. CHOP e GADD34, genes que tem sua expressdo induzida por NaSal,
sdo alvos também de ATF4, o fator de transcricdo cuja sintese € induzida pela
fosforilagéo de elF2a por PERK. Em relagéo a BiP, que néo é alvo exclusivo de ATF6
na via de estresse do RE, mais investigacGes precisam ser realizadas, mas o fato que
NaSal ndo induz sua expressao é uma evidéncia adicional de que os salicilatos induzem

a ativacao de genes relacionados ao estresse do RE por vias ndo convencionais.
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Figura 13: Modelo de efeitos do salicilato de sddio sobre ATF®6.
No modelo proposto, a tunicamicina, um conhecido agente indutor do estresse do RE, induz a expressdo

de uma forma de ATF6 que é ativada durante o estresse do RE. Por outro lado, o salicilato de sodio, ao
mesmo tempo em que induz a expressao de diversos genes de estresse do RE, a proteina ATF6 induzida e
acumulada apo6s tratamento com esse farmaco sofre modificacbes modificagdes pds-traducionais. A

ocorréncia dessas modificacdes impede que essa forma de ATF6 seja ativada durante o estresse do RE.
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6. CONCLUSOES

Os resultados deste trabalho demonstram que ATF6 é um alvo da acdo dos farmacos
salicilatos e que essa acdo resulta no aumento da sua expressdo, mas ndo na sua
ativacdo. O salicilato de sodio também é capaz de inibir a atividade transcricional de
ATF6 induzida pela tunicamicina, o que pode demonstrar uma propriedade de inibigdo
do estresse do RE. Estudos mais aprofundados sobre os mecanismos de acdo desses
farmacos ainda precisam, portanto, ser realizados, para que novas aplicacdes clinicas

sejam fundamentadas.
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FIGURAS ANEXAS

Curvas de dissociacdo dos oligonucleotideos utilizados
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