CHIP e o Controlo de Qualidade Proteico durante o Envelhecimento
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Resumo

A catarata € clinicamente definida como a perda total ou parcial da transparéncia do
cristalino, sendo associada a varios fatores de risco, como o envelhecimento. O cristalino pos-
sui um elevado teor proteico e as modificacdes das proteinas causam agregagao proteica indu-
zindo opacidade do cristalino. De modo a proteger as células de lesdes proteicas existem me-
canismos de controlo de qualidade proteico que promovem a reparacdo das proteinas lesadas
ou em ultimo caso a degradagdo das proteinas lesadas. O CHIP ¢ uma proteina que tem capa-
cidade de fazer a ponte entre a reparacao e a degradacdo. O objectivo deste trabalho consistiu
em caracterizar um modelo animal que sobrexpressa o CHIP em células epiteliais do cristali-
no e avaliar o efeito do CHIP na prevencao da catarata. Foram objecto de estudo ratinhos sel-
vagens e ratinhos transgénicos que sobrexpressam o CHIP em células epiteliais do cristalino,
e a catarata foi induzida por injec¢@o subcutanea de selénio. A formacao de catarata foi avali-
ada por recurso a observagao do cristalino numa lampada de fenda e de seguida avaliou-se a
percentagem de proteinas insoliveis no cristalino. Os animais transgénico foram identificados
através de PCR, usando primers especificos para o transgene inserido no genoma do animal.
Os resultados obtidos demonstraram que o CHIP endogeno ¢ expresso em diferentes tecidos
mas a sobreexpressao ¢ sO detectada no cristalino. Por outro lado, os resultados mostraram
que os animais transgénico injetados com selénio apresentavam uma diminui¢do da opacifica-
¢do do cristalino em comparagdo com os ratinhos selvagens injectados com selénio. Os resul-
tados sugerem que a sobreexpressao de uma proteina envolvida no controlo de qualidade pro-
teico, CHIP, parece reduzir a insolubilizagdo proteica e proteger da formagdo de catarata. Uma
vez que muitas doengas relacionadas com o envelhecimento estdo associadas a agregacao pro-
teica, um aumento dos niveis de CHIP pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas.



Abstract

Cataracts are clinically defined as the total or partial loss of transparency of the lens,
and they are associated with several risk factors, such as aging. The lens has a high protein
content and modification of proteins cause protein aggregation that induce lens opacity. In
order to protect the cells from protein injuries, there are protein quality control mechanisms
that promote the repair of damaged proteins or, at the worst scenario, the degradation of da-
maged proteins. CHIP is a protein that has got the capacity of bridging the gap between repair
and degradation. The aim of this study was to characterize an animal model that overexpres-
ses CHIP lens epithelial cells and evaluates the effect of CHIP in the prevention of cataracts.
The subjects of study were a wild mice and a transgenic mice, that overexpress CHIP only on
lens epithelial cells, and cataract was induced by subcutaneous injection of selenium. The ge-
neration of cataract was evaluated by a slit lamp, and the percentage of insoluble proteins in
the lens was then calculated. The transgenic animals were identified by PCR, using specific
primers for the transgene inserted into the genome of the animal. The results showed that en-
dogenous CHIP is expressed in different tissues, but the transgene is only detected in lens.
Besides that, the results showed that transgenic animals injected with selenium had a decrease
in lens opacity when compared with wild mice injected with selenium. The results suggest
that overexpression of a protein involved in protein quality control, CHIP, seems to reduce the
protein insolubility and protect the formation of cataracts. Once many aging related diseases
are associated with protein aggregation, increased CHIP levels can contribute to the develop-

ment of therapeutic strategies.
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Introduciao

O cristalino € um tecido natural, biconvexo e relativamente eldstico que esta localiza-
do no interior dos olhos, atrds da iris. Histologicamente apresenta a seguinte constitui¢ao:
capsula, epitélio, fibras e ligamentos suspensos ou zonulas (1). As fibras mais recentes sao
progressivamente depositadas sobre as mais velhas em camadas, de modo que o nucleo con-
tém as fibras mais antigas. Nao possui enervacao nem vascularizagao e a perda da transparén-
cia deste impede que a imagem atinja nitidamente a retina, e designa-se de catarata. A transpa-
réncia do cristalino deve-se a uma combinacdo de factores, como a falta de vasos sanguineos,
a disposicdo compacta das fibras e proteinas, e a manutencdo de um estado de relativa desi-
dratagdo e auto-oxidacao (2). O seu conteudo proteico € superior ao de qualquer outro tecido
(cerca de 35% do peso do cristalino), particularidade essencial a manuten¢do das propriedades
opticas (3). As proteinas estruturais do cristalino podem ser classificadas como soltveis ou
insoliveis em 4gua, e com a idade, as proteinas do olho sdo danificadas, agregam-se e acumu-
lam-se no cristalino, gerando a opacidade do tecido. A perda de transparéncia do cristalino
(catarata) resulta de agregagdo proteica, perturbagdes de fase proteica e distirbios no regular
alinhamento e deposicdo das fibras celulares (4).

A catarata ¢ a principal causa de défices visuais no mundo (5), sendo um fenomeno
multifactorial associado a diversos factores de risco, como a idade, condigdes genéticas, radi-
acdo solar (ultravioleta), exposicdo a tabaco, insultos quimicos, entre outros (6). Existem va-
rios modos de induzir a catarata, sendo a sobredosagem de selénio (mineral essencial no or-
ganismo humano, mas téxico em doses elevadas) um dos métodos mais simples. Assim, a in-
jeccdo de selénio num rato com idade inferior a 16 dias, periodo critico de maturacdo da lente,

activa a via proteolitica dependente de célcio, indugdo de stress oxidativo e precipitacdo de



cristalinas (7). A catarata induzida pelo selénio ¢ semelhante a catarata associada com a idade
nos humanos (7).

O sistema de controlo de qualidade proteico das células permite que as mesmas, apds
um insulto, possam reparar as proteinas lesadas ou, em ultimo caso, degrada-las, e desse
modo impedir a acumulagdo de proteinas danificadas, que no caso do cristalino pode proteger
da acumulacdo de proteinas insoluveis que induzam opacificagdo do cristalino. A capacidade
de degradar proteinas ¢ uma fun¢do essencial de todas as células eucariotas, desempenhando
um papel importante no controlo de qualidade proteico ao eliminar rapidamente proteinas le-
sadas ou mal enroladas, que apresentam uma conformagdo tridimensional irregular e cuja
acumulagdo pode interferir com a viabilidade celular. As principais vias proteoliticas das célu-
las sdo a via lisossomal, a via dependente de calcio e a via da ubiquitina-proteossoma (UPP).
A actividade da via UPP diminui com a idade, conduzindo a uma acumula¢ao de cristalinas
oxidadas, particularmente no ntcleo da lente, contribuindo para agregacao e difracao da luz
(8).

O CHIP consiste numa proteina que desempenha um papel fundamental no sistema de
controlo de qualidade proteico das proteinas, nomeadamente porque tem capacidade de inte-
ragir com proteinas envolvidas na reparagdo proteica e na degradagdo das proteinas, uma vez
que pode ubiquitinar as proteinas e dirigi-las para o proteassoma para a degradagdo e remog¢ao
(9, 10). J4 foi demonstrado que a sobreexpressdo de CHIP diminui a agregacdo proteica e a
morte celular associada a doengas cronicas neurodegenerativas, incluido a doenca de Parkin-
son ¢ de Alzheimer (11-13).

O conhecimento dos mecanismos de controlo de qualidade de proteina pode ajudar a
compreender as possiveis falhas neste sistema, que resultam na acumulacao de agregados de

proteinas danificadas que sao encontrados em varias doengas degenerativas assim como no



desenvolvimento de catarata. Neste trabalho pretende-se estabelecer a relagdo entre a sobre-

expressdao de CHIP e o controlo proteico.

Material e Métodos
Animais

Os animais transgénicos foram obtidos pela microinje¢cao nuclear de DNA (Figura 1)
em ratinhos da estirpe C57BL6, no Instituto Gulbenkian da Ciéncia (Lisboa, Portugal). Os
ratinhos foram mantidos no Biotério da Faculdade Medicina da Universidade de Coimbra,
Portugal, com acesso a racdo ad libitum e a 4gua. A temperatura foi mantida a 22 °C+2 °Ce
a humidade 55 % + 5 %. Os animais foram sujeitos a ciclos de luz/escuridao de 12 horas/12
horas. O protocolo experimental foi conduzido de acordo com o Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals, estando por isso de acordo com as normas nacionais para experimen-

tacao animal.
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Figura 1: Representagdo esquematica do minigene usado na producao de ratinhos transgénicos. Para

sobrexpressar CHIP em células epiteliais do cristalino usou-se o promotor o-cristalina, € o minigene

contém a sequéncia codificadora para o CHIP e de Ubc5.

Genotipagem

A extraccdo do DNA dos animais foi obtida de um pedago de cauda, a qual adicionou-
se 500 ul de tampao de extrac¢dao (100 mM Tris com e 5 mM EDTA a pH 8 0.2 % SDS) e 2 ul
de proteinase K (Invitrogene, Carlsband, CA, EUA). Apos estarem durante a noite a 55 °C, as
amostras foram centrifugadas a 13 200 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente e adi-

cionou-se a fase superior obtida 500 pl de uma mistura de cloroféormio/fenol (Sigma-Aldrich,



Alemanha). Seguidamente, centrifugou-se a 13 200 rpm durante 5 minutos a temperatura am-
biente e adicionou-se a fase superior obtida 500 pl de cloroférmio. Apds uma nova centrifu-
gacdo a 13 200 rpm durante 5 minutos, adicionou-se a fase superior 350 uL. de isopropanol e
85 uL de acetato de sédio 3 M. Procedeu-se a nova centrifugacdo da mistura, durante 30 mi-
nutos a 13 200 rpm e a 4 °C, e o pellet obtido foi lavado com 500 pl etanol a 80% e centrifu-
gou-se novamente a 13200 rpm durante 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e
deixou-se evaporar o etanol a temperatura ambiente. De seguida o sedimento foi ressuspendi-
do em 50 pL de tampao (10 mM de Tris-HCl a pH 8,5) e colocou-se durante 10 minutos a 70
°C. As amostras de DNA foram submetidas a PCR para deteccdo de DNA do minigene. O
produto de PCR para um animal transgénico deve ter um fragmento de 300 bp. Resumida-
mente, para a amplificagdo por PCR, as amostras contendo desoxirribonucleotideos fosfatados
(ANTP's), primers especificos (cadeia sense e cadeia antisense, Tabela 1), polimerase, DNA
extraido dos ratinhos, foram sujeitas ao seguinte protocolo num termociclador: 2 minutos a
95°C, 32 ciclos (30 segundos a 95°C, 30 segundos a 58 °C, 25 segundos a 72 °C), 10 minutos
72 °C e deixar a 4 °C. As amostras foram posteriormente sujeitas a electroforese num gel de
agarose (0,8 %) com brometo de etideo e visualizadas num transluminador com luz UV e re-
gistadas as bandas com o auxilio do sistema GelDoc (BioRad, He- mel Hempstead, Reino

Unido).

Tabela 1 - Sequéncia dos primers usados no PCR

Cadeia Sense ATGATGAATTCATGCGGGCCCAGCAGGCCTGCATT

Cadeia Antisense | GCAGGTCGACTCAGTAGTCCTCCACCCAGCCATTCTA (final CHIP).




Inducao de cataratas nos ratinhos com selénio

Os animais com 10 dias de idade foram injectados subcutaneamente com uma solucao
salina (Grupo I) ou com uma solugdo de selénio 30 umoles/kg peso corporal (Grupo II). Apds
6 dias de injec¢do os animais foram anestesiados € os olhos observados numa lampada de

fenda.

Homogeneizagao do cristalino e quantificacio proteica

Os animais foram sacrificados e os olhos enucleados para se retirar o cristalino. Os
cristalinos foram homogeneizados em tampao de fosfato contendo 5 mM de EDTA, 2 mM de
PMSF, 10 mM de Iodoacetamina e um Cocktail de inibidores proteoliticos (Roche) com um
homogenizador mecanico a 4°C. As amostras foram de seguida centrifugadas a 10 000rpm
durante 15 minutos a 4°C. Apoés a centrifugagdo, separou-se o sobrenadante (proteinas solu-
veis, FS) do sedimento. O sedimento foi resuspendido em tampao de fosfato contendo 8 M de
ureia suplementado com 2 mM de PMSF, 10 mM de lodoacetamina e o Cocktail de inibidores
proteoliticos sendo de seguida submetido a ultrasons. Apos centrifugacio a 10 000 rpm duran-
te 15 minutos a 4°C, o sobrenadante foi retirado e conservado, representando a frac¢do inso-
lavel (proteinas insolaveis, FI). Apds homogeneizagdo a proteina foi determinada na FS e FI
pelo método de Bradford, distribuido pela BioRad (segundo as instrugdes do fabricante), sen-

do realizada a leitura de absorvancia a 655 nm.

Tabela 2: caracterizacio dos anticorpos primarios utilizados na marcacio dos western blots.

Anticorpo Origem Diluicao Empresa

aA-B cristalina Rabitt 1:2000 Cell Signaling(Boston,
MA, EUA)

CHIP Goat 1:1000 abcam



Western blot analysis

As proteinas desnaturadas foram separadas num gel de 12% de poliacrilamida, em
condi¢des desnaturantes. As proteinas foram electrotransferidas para membranas de nitrocelu-
lose (Biorad, Hemel Hempstead, Reino Unido) durante 90 minutos, a 100 V e a 4°C. Posteri-
ormente, as membranas foram bloqueadas durante 1 hora com 5% (m/v) de leite magro em
tampao salino com Tween-20 (TST) a temperatura ambiente sob agita¢do. De seguida, foram
incubadas durante 1 hora com um anticorpo primdrio (Tabela 2) diluido em TST com 5% (m/
v) de leite magro. O anticorpo que ndo se ligou foi removido por lavagem das membranas du-
rante 30 minutos em TST sob agitacdo. A membrana foi incubada com anticorpos conjugado
com a peroxidase, diluidos em TST (1:25 000) e leite magro 5% (m/v), foi incubado com a
membrana durante uma hora sob agitacdo e a temperatura ambiente. Apos lavagem da mem-

brana, os imunocomplexos foram visualizados por quimioluminescéncia utilizando o reagente

ECL e o sistema VERSADOC Quantity one.



Resultados

A linhagem de ratinhos utilizada ¢ heterozigdtica, pelo que se torna necessario genoti-
par os animais a cada ninhada. O DNA foi amplificado por PCR, apos tratamento de um
fragmento de cauda. Na figura 2 temos o exemplo de um gel de agarose das amostras obtidas
apos PCR, visualizado num transiluminador de luz UV e fotografado. O fragmento que nos
indica que se trata de um animal transgénico (Tg) tem o peso de 300 pb. Os ratinhos que nao

apresentam esse fragmento, sdo considerados normais (WT).

&%o Amostras DNA & &

300 pb

Figura 2: Genotipagem dos ratinhos. A extrac¢cdo de DNA ¢ realizada segundo o método de fenol/clo-
roformio, e a amostra precipitada com isopropanol/acetato de sddio. As amostras sdo amplificadas
num termociclador e posteriormente corridas num gel de agarose a 0,8% com brometo de etideo, e

visualizadas num transluminador com luz UV. O segmento amplificado tem aproximadamente 300 pb.

A figura 3 mostra que a proteina CHIP ¢ expressa em todos os tecidos analisados, no-
meadamente no cristalino, figado, coracdo e rins, mas o minigene introduzido no genoma do
animal apenas ¢ expresso no cristalino de animais Tg. O peso molecular do CHIP enddgeno ¢
de 35 KDa, no entanto, no caso dos cristalinos extraidos aos animais Tg verifica-se o apare-
cimento de mais uma banda de aproximadamente 45 kDa quando se usa o anticorpo contra a

proteina CHIP, correspondente a parte do transgene que sobrexpressa CHIP. Esta mesma ban-
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da nao aparece nos outros tecidos analisados, o que comprova que a expressao do transgene ¢

restrita ao cristalino.

' Minigene (45 kda)
- «—— CHIP endogeno (35 kda)
|

Figura 3: Expressao do CHIP nos diferentes tecidos. Os tecidos de animais Tg ¢ WT foram homoge-
neizados em tampdo de Laemmli e submetidos a western blot e analisadas com um anticorpo contra

CHIP. (Tg - transgénico; WT- selvagem).

A indugdo da catarata foi realizada por injec¢ao subcutanea de selénio, em animais
WT e Tg, aos 10 dias de idade, tal como descrito na sec¢do dos métodos. Apds 6 dias avaliou-
se numa lampada de fenda os olhos destes animais, e os resultados mostram que os animais
Tg apresentam menos catarata comparados com os animais WT injectados com selénio (Figu-
ra 4).

As 4 imagens superiores correspondem aos grupos controlo e mostram o aumento da
opacidade do cristalino quando se injecta selénio subcutaneo, em relacdo a injec¢do salina.
Este ¢ um resultado esperado, e que comprova a eficadcia do método de selénio na inducdo de
cataratas (7). Os resultados obtidos com os ratinhos Tg mostram um grau menor de opacifica-

¢do, com injec¢ao de selénio em comparacao com os animais WT submetidos ao selénio.
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Wt - veiculo (I) Wt - selénio (I1I)

Tg - veiculo (II) Tg - selénio (IV)

Figura 4: Avaliagdo da opacificacao dos cristalinos de animais controlo (Wt) e transgénicos (tg) com

uma lampada de fenda: Ratinhos controlo (I e III) e ratinhos transgénicos (Il e IV) injectados com se-
Iénio (III e IV) com veiculo (solugdo salina) (I e II). As fotografias foram tiradas aos 16 dias de idade,

com recurso a uma lampada de fenda.

De seguida, procedeu-se a avaliagdo da solubilidade das proteinas de homogeneizados
totais de cristalinos, quantificando a frac¢do de proteinas soliiveis e insoliveis, quer dos ani-
mais Tg quer dos WT, injectados ora com uma solugdo salina de controlo ora com selénio. Os
resultados mostram que a injec¢do de selénio, que mostrou induzir catarata (Figura 4), induz
também uma diminui¢do da quantidade de proteinas soltiveis em ratinhos WT, quando compa-
radas com os animais injectados com o veiculo (Grafico 1). Em ratinhos Tg, ndo foram obser-
vadas alteragdes significativas na razdo de proteinas soluveis a insoliiveis entre os ratinhos

injectados com selénio ou com veiculo (Grafico 1).
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Grifico 1: Quantificagdo proteica em homogeneizados dos cristalinos dos ratinhos. As proteinas solu-
veis (FS) e insoluveis (FI) em agua foram avaliadas. Resultados a partir de n=10 e apresentados atra-
vés da média + EPM (p-value <0,05) (Wt - ratinhos normais sujeitos a injecc¢ao salina; WtS - ratinhos
normais sujeitos a injec¢do de selénio; Tg - ratinhos transgénicos sujeitos a injeccao salina; TgS - rati-

nhos transgénicos sujeitos a injec¢do de selénio).

Tem sido descrito que a actividade chaperone da a-cristalina é essencial para manter a
transparéncia do cristalino (14). A degradacdo destas proteinas devido aos mecanismos prote-
oliticos dependentes de calcio que ocorrem no cristalino na catarata induzida por selénio (14,
15), pode comprometer a sua transparéncia optica e resultar na insolubilizacdao proteica. Os
resultados apresentados na figura 5 mostram os niveis de a-cristalina, e sugerem que um au-
mento da expressdo de a-cristalina nos Tg, em relacdo aos WT. No entanto, apds injec¢cao

com selénio os ratinhos WT tem maior quantidade de a-cristalina (figura 5).
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Figura 5: Efeito do selénio nos niveis de a-cristalina . Os cristalinos dos ratos foram homogeneizados

e posteriormente desnaturados. De seguida procedeu-se a analise por western blot para a-cristalina.

Discussio

O controlo proteico surge como condi¢ao fundamental para um bom desempenho do
metabolismo celular, surgindo na literatura imensas associagdes entre a desregulacdo desse
fendomeno e o envelhecimento (16, 17). Neste trabalho usando um modelo animal transgénico
que sobreexpressa uma proteina que faz a ligagdo entre os sistemas de reparacdo e de degra-
dagdo, que constituem o sistema de controlo de qualidade das proteinas nas células, preten-
deu-se avaliar o efeito na acumula¢do de proteinas lesadas. De facto, o cristalino ¢ o tecido
ideal para este tipo de estudo: maioritariamente constituido por proteinas; niucleo com baixa
atividade metabolica e, consequentemente, com turnover proteico reduzido; com o envelhe-
cimento vai ocorrendo deposi¢cdo proteica de forma continuada (desde o periodo gestacional

até a morte do organismo); além de que acumulagdo/agregacao proteica ¢ facilmente avaliada

neste tecido.
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A inducao das cataratas em ratos de 10-14 dias com uma tUnica inje¢do de selénio ¢ um
método ja descrito na literatura e que conduz a formagao de uma catarata semelhante & catara-
ta associada ao envelhecimento (7). Através das imagens obtidas pela lampada de fenda (Fi-
gura 3), foi possivel observar a opacificagdo do cristalino dos ratinhos normais, quando sujei-
tos a inje¢do de selénio, contrastando com o observado nos ratinhos transgénicos, nos quais se
verifica uma menor perda de transparéncia do cristalino apds injec¢do do selénio. Por outro
lado, uma desregula¢do do sistema de controlo proteico leva a uma acumulacdo de proteinas
lesadas, o que no caso do cristalino leva a uma perda de transparéncia e formacao de catarata.
Assim, os resultados obtidos dos niveis de proteinas soluveis e insoliiveis mostram que no
modelo animal com sobreexpressao da CHIP, existe uma maior capacidade do sistema de con-
trolo de qualidade e por isso uma menor quantidade de proteinas insoluveis.

A a-cristalina assume um papel fulcral na preservacao da transparéncia do cristalino,
nao s6 por ser um dos principais constituintes das proteinas citoplasmaticas, mas também pela
sua actividade de chaperona. Tem a capacidade de manter a conformacao e estrutura de outras
proteinas, conservando-as no seu estado nativo. A sua ac¢do € particularmente relevante na
preservacao das B- e y- cristalinas, formando com estas complexos soltiveis, mas também se
aplica a inimeras enzimas e proteinas funcionais, como a Na+/K+ATPase. Com a idade, e
devido a auséncia de sintese de nova proteina, ocorre uma deplec¢do de a-cristalina no ntcleo
do cristalino (2). Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que a sobreexpressdao de CHIP
conduz a uma diminui¢ao dos niveis de a-cristalina nas células do cristalino. Os mecanismo
envolvidos na formagao de catarata pelo selénio parece levar a um aumento dos niveis de a-
cristalina de alto peso molecular. Esse aumento de a-cristalina, parece estar a ser combatido

pela sobreexpressao de CHIP nos ratinhos transgénicos.
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Hoje em dia sabe-se que muitas patologias relacionadas com o envelhecimento, in-
cluindo a formagdo de catarata, estdo associadas a acumulacao de proteinas lesadas. Sdo mui-
tos os factores que naturalmente causam danos proteicos e em condigdes de stress as células
podem responder realizando um controlo de qualidade através da actuagdo do sistema de cha-
perones moleculares ou da via do proteossoma dependente da ubiquitina, reconhecendo as
proteinas mal enroladas ou parcialmente desnaturadas, impedindo a sua acumulacdo (18, 19).
Alguns estudos descrevem que em condi¢des de stress oxidativo ocorre a inibi¢do do proteos-
soma, o que também ¢ consistente com os resultados obtidos de aumento dos niveis de conju-
gados de ubiquitina com o stress (20). Através dos resultados obtidos pela observagdo da
transparéncia do cristalino dos animais transgénicos e pela analise do perfil de proteinas, os
resultados sugerem que a sobrexpressao da CHIP nas células epiteliais do cristalino pode re-
duzir a insolubilizacao proteica e proteger da formacao de catarata. Uma vez que muitas do-
encas relacionadas com o envelhecimento estdo associadas a agregacao proteica, um aumento
de CHIP pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias de forma a preveni-las E im-
portante conhecer e aprofundar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no sistema
de controlo de qualidade de proteinas, uma vez que pode ser usado de forma a evitar uma sé-

rie de alteracdes fisiopatologicas associadas ao envelhecimento.
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