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RESUMO

O ferro € um metal essencial a manutencdo da vida de inUmeras espécies
animais, incluindo a humana. Apesar da essencialidade deste elemento quimico, seu
excesso pode levar a uma condigdo denominada “sobrecarga de ferro” (do inglés, iron-
overload). Neste contexto, o excesso de ferro pode contribuir para a formagéo de
radicais livres e oxidagao de fosfolipidios de membrana, o que atualmente tem sido
relacionado a morte celular ferroptética. Esse tipo de morte celular regulada e nao-
apoptética caracteriza-se principalmente pela oxidagdo de acidos graxos poli-
insaturados, niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (EROs) e diminui¢cao
dos niveis do antioxidante glutationa (GSH). Dentre as moléculas enddgenas que
podem inibir o desenvolvimento da ferroptose, tem-se a glutationa peroxidase 4
(GPx4), o sistema xCT e o fator de transcrigdo Nrf-2 (codificado pelo gene NRF-2 em
mamiferos), fator ortélogo ao gene SKN-1 no nematoide Caenorhabditis elegans. Este
fator de transcricdo desempenha um papel chave na expressao de diversas proteinas
antioxidantes, incluindo o préprio sistema xCT. A metformina, um farmaco
extensivamente prescrito para o tratamento do diabetes, pode modular positivamente
a via do Nrf-2 em mamiferos, através de um leve aumento da produgcao mitocondrial
de EROs, ativando defesas antioxidantes enddgenas. Entretanto, o papel da
metformina na regulacdo da ferroptose ainda é pouco conhecido. Desta forma, a
presente dissertagdo teve como objetivo a realizagdo de um estudo para investigar se
a metformina pode prevenir a morte celular ferroptética, através do fator SKN-1,
induzida por uma sobrecarga de ferro com citrato férrico amoniacal (FAC) em C.
elegans. De forma a alcangar o objetivo geral, a metodologia foi dividida em quatro
fases principais: (1) analise da toxicidade (letalidade) induzida por FAC e metformina;
(Il) analise do possivel efeito protetor da metformina contra a toxicidade induzida por
FAC; (lll) avaliagdo de um marcador de ferroptose (peroxidagao lipidica) nos animais
expostos ao FAC e/ou metformina; e (IV) avaliacdo do efeito da metformina na
expressao da proteina glutathiona-S-transferase (GST-4), a qual representa um alvo
downstream do fator SKN-1. Nossos resultados demonstraram que a metformina,
quando em contato prévio com bactérias Escherichia coli OP50, protege conta a
mortalidade e a peroxidacao lipidica induzida pelo modelo de iron-overload em
nematoides selvagens (cepa N2), porém, ndo em nematoides nocautes para o gene
SKN-1 (cepa QV225). Além disso, o tratamento com 50 mM de metformina (apos
metabolizada pela bactéria E. coli - OP50), durante 44 horas e iniciado em estagio L1,
aumentou a expressao da proteina GST-4 marcada com GFP em animais tipo
selvagens N2 (59%); porém, na cepa nocaute para SKN-1, o aumento da expressao
foi pouco expressivo (17%). Em conjunto, nossos dados demonstram que a protegéo
induzida pelo tratamento com metformina contra a mortalidade e a peroxidacao
lipidica induzidos pelo modelo de iron-overload (exposigdo ao FAC) depende da
metabolizagado da metformina pela bactéria E. coli e do gene SKN-1 em C. elegans.

Palavras-chave: /ron-overload, Ferroptose, Nrf-2, Caenorhabditis elegans, SKN-1.



ABSTRACT

Iron is an essential metal for the maintenance of life in several animal species,
including humans. Despite the essentiality of this element, its excess can lead to a
condition called "iron-overload". In this context, excess iron can contribute to the
generation of free radicals and oxidation of membrane phospholipids, which have now
been linked to ferroptotic cell death. This type of regulated and non-apoptotic cell death
is mainly characterized by the oxidation of polyunsaturated fatty acids, increased levels
of reactive oxygen species (ROS), and decreased levels of the antioxidant glutathione
(GSH). Among the endogenous molecules that can inhibit ferroptosis, there are
glutathione peroxidase 4 (GPx4), xCT system, and transcription factor Nrf-2 (encoded
by the NRF-2 gene in mammals), an orthologous factor to SKN-1 gene present in the
nematode Caenorhabditis elegans. This transcription factor plays a key role in the
expression of several antioxidant proteins, including the xCT system itself. Metformin,
a drug extensively prescribed for the treatment of diabetes, can positively modulate
the Nrf-2 pathway in mammals through a slight increase in mitochondrial production of
ROS, activating endogenous antioxidant defenses. However, the role of metformin in
the regulation of ferroptosis is still poorly understood. Thus, the present dissertation
aimed to conduct a study to investigate whether metformin can prevent ferroptotic cell
death, through SKN-1 factor, induced by iron overload - ammoniacal ferric citrate (FAC)
treatment - in C. elegans. In order to achieve the overall objective, the methodology
was divided into four main phases: (I) analysis of the toxicity (lethality) induced by FAC
and metformin; (ll) analysis of the possible protective effect of metformin against FAC-
induced toxicity; (1ll) evaluation of a marker of ferroptosis (lipid peroxidation) in animals
exposed to FAC and/or metformin; and (V) evaluation of the effect of metformin on the
expression of glutathione-S-transferase (GST-4) protein, which represents a
downstream target of SKN-1. Our results demonstrated that metformin, when pre-
incubated with Escherichia coli OP50 bacteria, protects against mortality and lipid
peroxidation induced by the iron-overload model in wild type nematodes (N2 strain),
but not in SKN-1 knockout nematodes (strain QV225). Furthermore, a 44 hours
(initiated at L1 stage) treatment with 50 mM metformin, after OP50 bacteria
metabolism, increased GFP-tagged GST-4 protein expression in N2 wild-type animals
(59%); however, in the SKN-1 knockout strain, the increase in expression was
negligible (17%). Taken together, our data demonstrate that the protection of
metformin against mortality and lipid peroxidation induced by the iron-overload model
in C. elegans is dependent on metformin metabolism by E. coli bacteria and on the
SKN-1 gene.

Keywords: /ron-overload, Ferroptosis, Nrf-2, Caenorhabditis elegans, SKN-1.
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1. INTRODUGCAO

1.1 FERRO E IRON-OVERLOAD

O ferro € um metal de transicao fundamental para a realizacdo de funcdes
essenciais no organismo humano, mantendo a saude e a vitalidade celular. Manter o
equilibrio desse mineral € de suma importancia para que processos bioquimicos
essenciais possam ocorrer normalmente. Dentre tais processos, destaca-se a
proliferagdo celular (LE; RICHARDSON, 2002), a resposta imune (MARTINS;
ALMEIDA; LIMA; KAPITAO et al, 2017), a respiracdo mitocondrial (VOLANI;
DOERRIER; DEMETZ; HASCHKA et al., 2017) e a sintese de DNA (LEDERMAN;
COHEN; LEE; FREEDMAN et al., 1984).

O ferro, no organismo humano, € adquirido principalmente através de duas
formas: dieta ou reciclagem de eritrécitos senescentes (LANE; BAE; MERLOT; SAHNI
et al., 2015). A absorg¢ao do ferro, realizada no duodeno e na porgdo proximal do
jejuno, se da através da importacao de ferro ferroso (Fe?*; ferro heme) e ferro férrico
(Fe3*; ndo heme) pelos enterdcitos, ocorrendo de duas formas principais, sendo elas
por endocitose ou via importadores de ferro ferroso (Fe?*) (REICHERT; DE FREITAS;
SAMPAIO-SILVA; ROKITA-ROSA et al., 2020).

No que se refere a importagdo de Fe?*, sabe-se que a enzima citocromo B
duodenal (Dcytb) ou a enzima redutase férrica dos eritrocitos podem reduzir o Fe3*
em Fe?* (MCKIE; BARROW; LATUNDE-DADA; ROLFS et al, 2001) que,
posteriormente, é transportado para o meio intracelular pela proteina transportadora
de metal divalente 1 (DMT1) e armazenado (Figura 1). Ja o Fe?* da dieta ligado ao
heme ¢ internalizado pela proteina transportadora de heme 1 (HCP-1) (ROUAULT,
2005); uma vez internalizado na célula, o ferro ferroso é armazenado como
hemossiderina e/ou ferritina, evitando a ocorréncia da reacao de Fenton (REICHERT;
DE FREITAS; SAMPAIO-SILVA; ROKITA-ROSA et al., 2020).

No processo de endocitose, principal via de importacao de ferro nas células, a
importagéo do Fe3* é mediada via receptor de transferrina 1 (TFR1) (Figura 1), sendo
o receptor de maior afinidade pelo ferro, e pelo receptor de transferrina 2 (TFR2)
(KAWABATA; GERMAIN; VUONG; NAKAMAKI et al., 2000; SHEOKAND; KUMAR;
MALHOTRA; TILLU et al., 2013; WEST; BENNETT; SELLERS; ANDREWS et al.,
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2000). O Fe®** liga-se a transferrina (proteina de alta afinidade por este cation
trivalente) e o complexo holotransferrina-TFR1 € mobilizado para os endossomos,
internalizado através de endocitose mediada por receptor (AISEN, 2004). O Fe3* é
entado liberado da transferrina e, através de um processo de oxidagao-reducéo, é
convertido em Fe?* (reagdo catalisada por uma redutase da familia da STEAP -
metalorredutase STEAP3) (KNUTSON, 2007; OHGAMI; CAMPAGNA; GREER;
ANTIOCHOS et al., 2005). Posteriormente, o Fe?* é liberado do endossomo para o
citoplasma via transportador de metal divalente 1 (DMT-1), onde pode ser utilizado
para varias fungdes metabdlicas, armazenado na ferritina ou permanecer labil
(REICHERT; DE FREITAS; SAMPAIO-SILVA; ROKITA-ROSA et al., 2020).

O armazenamento do ferro intracelular se da majoritariamente pela ligagcéo do
Fe?* a proteina ferritina (AROSIO; LEVI, 2002). No interior da estrutura proteica da
ferritina, o Fe?* esta praticamente indisponivel para realizar reagdes redox e, desta
forma, também possui pequena capacidade de causar toxicidade, podendo ser
transportado para o meio extracelular através da ferroportina. No citoplasma, o Fe?* é
principalmente encontrado em seu estavel soluvel e quelatavel (ferro labil), o qual
pode estar ligado a compostos de baixa massa, como peptideos, carboxilatos e
fosfatos, ou mesmo estar em sua forma livre (CABANTCHIK, 2014).

Quando os niveis séricos de ferro estdo baixos, o ferro armazenado nas células
€ mobilizado para o meio extracelular pela ferroportina (FPN), podendo ser regulado
negativamente pela hepcidina (GANZ, 2008). Contudo, o ferro mobilizado para o meio
extracelular esta no estado Fe?* (ferroso) e, desta forma, necessita de uma reagao de
oxidagdo (catalisada pela acdo de enzimas oxidases: hefestina em enterécitos, e
ceruloplasmina em hepatdcitos e macrofagos) para formar Fe3*, o qual pode ligar-se
a transferrina (apotransferrina) sérica, podendo assim ser transportado pelo corpo
(GANZ, 2008; REICHERT; DE FREITAS; SAMPAIO-SILVA; ROKITA-ROSA et al.,
2020).
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Figura 1. Homeostase do ferro intracelular. A principal forma de entrado do ferro nas células é
através do receptor 1 da transferrina (TFR1) através de endocitose, logo apés o Fe3* é liberado do
complexo Tranferrina-TRF1 e reduzido a Fe?*, saindo da vesicula via transportador DMT-1. Segunda
forma de entrada de ferro na célula é por meio da reducdo do Fe®* em Fe2* pela familia transmembrana
das metaloredutases (STEAP), e através do transportador DMT-1 o Fe?* adentra a célula. Uma vez no
citoplasma da célula, o ferro pode ser armazenado na ferritina, ser utilizado para fungdes metabdlicas,
exportado da célula via transportador de ferroportina (Fpn), ou permanecer no citoplasma formando o
pool de ferro labil (LIP). Figura adaptada de CHIFMAN; LAUBENBACHER e TORTI, 2014.

Embora quantidades insuficientes de ferro possam acarretar em doencas,
como anemia (NAIGAMWALLA; WEBB; GIGER, 2012), a sobrecarga de ferro no
organismo humano (do inglés, iron-overload) pode contribuir para o desenvolvimento
de doencga hepatica crénica (KEW, 2014) ou mesmo doengas neurodegenerativas,
como a doencga de Alzheimer (DA) e de Parkinson (DP) (WARD; ZUCCA; DUYN;
CRICHTON et al., 2014). Neste contexto, o pool de ferro labil (do inglés, labile iron pool
- LIP) pode ser considerado potencialmente téxico, pois possui a capacidade de
catalisar reagdes de formagao de espécies reativas de oxigénio (do inglés, reactive
oxygen species - ROS) (GALARIS; BARBOUTI; PANTOPOULOS, 2019). Além de
catalisar a formagao de radicais livres, o ferro parece ter papel importante na
ferroptose por atuar como cofator de LOXs, que catalisam a formacao de lipidios
oxidados (APAROY; REDDY; REDDANNA, 2012; LV; WU; WANG; WANG, 2022;
PONTIKI; HADJIPAVLOU-LITINA, 2008).

1.2 FERROPTOSE
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A ferroptose (morte celular dependente de Ferro) € uma forma de morte celular
regulada e ndo-apoptética descrita recentemente, marcada pelo acumulo de ferro labil
no interior das células, assim como pela oxidagao de acidos graxos poli-insaturados
de membranas, densidade condensada da membrana mitocondrial e
desaparecimento da crista mitocondrial (DIXON; LEMBERG; LAMPRECHT; SKOUTA
et al., 2012; YAGODA; VON RECHENBERG; ZAGANJOR; BAUER et al., 2007).
Desta forma, a ferroptose se diferencia bioquimicamente e morfologicamente de
outras mortes celulares reguladas, como da apoptose (condensagao de cromatina e
a redugdo nuclear) e da necrose (inchago celular e organelar) (MOUJALLED;
STRASSER; LIDDELL, 2021).

Quando ocorre perda da homeostase intracelular relacionada a captagao, ao
transporte, ao armazenamento e a utilizacado do Fe?*, pode ocorrer o excesso de ferro
labil intracelular, o qual é altamente reativo de forma a catalisar, por meio da reacao
de Fenton, a formacéao de radicais hidroxila ("OH) a partir do perdxido de hidrogénio
(H202) (Figura 2) (GALARIS; BARBOUTI; PANTOPOULOS, 2019; WINTERBOURN,
1995).

Os radicais hidroxilas ("OH) formados a partir da reagao de Fenton (Fe?* + H202
- Fe® + "*OH + OH-), sdo altamente citotoxicos, pois possuem alta reatividade com
proteinas, DNA, e sdo capazes de iniciar a peroxidacado de lipidios, caracteristica
chave na ferroptose (JIANG; STOCKWELL; CONRAD, 2021; YANG; STOCKWELL,
2016). Isto leva a formacdo de radicais lipidicos e radicais peroxil lipidicos,
especialmente em acidos graxos poliinsaturados (do inglés, polyunsaturated fatty
acids - PUFAs) (Figura 2) (PEREZ; MAGTANONG; DIXON; WATTS, 2020). Salienta-
se que na ferroptose os PUFAs sao, preferencialmente, esterificados em fosfolipidios
de membrana e, posteriormente, oxidados a peroxidos lipidicos por espécies reativas
de oxigénio (ROS) (KAGAN; MAO; QU; ANGELI et al., 2017).

No que se refere as defesas antioxidantes, a glutationa peroxidase 4 (GPx4),
enzima que contém selenocisteina e possui glutationa como co-substrato, converte
hidroperdxidos lipidicos potencialmente téxicos em alcoois lipidicos nao toxicos
(Figura 2) (FORCINA; DIXON, 2019; URSINI; MAIORINO; GREGOLIN, 1985). Tanto
niveis baixos de GPx4 quanto sua inibigdo (induzida por RSL3, inibidor direto da
GPx4) resultam em maior peroxidagao lipidica e morte celular ferroptética. Entretanto,
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tal fato pode também ocorrer como consequéncia da deple¢cdo de GSH, ja que esta
molécula antioxidante é co-substrato da GPx4 (IMAI; MATSUOKA; KUMAGAI;
SAKAMOTO et al., 2017; URSINI, F.; MAIORINO, M., 2020). A deplecao de GSH pode
ser induzida com compostos como erastina, um inibidor do sistema Xc- (uma proteina
transmembrana que realiza o antiporte de cistina/glutamato) (STOCKWELL;
FRIEDMANN ANGELI; BAYIR; BUSH et al., 2017). O sistema xCT (SLC7a11), que
representa uma das subunidades do sistema Xc-, € capaz de realizar a importagao de
cistina na célula, molécula que sera posteriormente reduzida a cisteina e, juntamente
com o glutamato, servira como percursor para a sintese de GSH (BASSI; GASOL;
MANZONI; PINEDA et al., 2001). A GSH possui afinidade pelo Fe?*, diminuindo o pool
de ferro labil no citosol (HIDER; KONG, 2011). Desta forma, a diminuicdo desta
molécula resulta em aumento da concentragdo de Fe?* livre, facilitando a reagdo de
Fenton e a peroxidagéao lipidica, e impactando negativamente a atividade da GPx4
(HIDER; KONG, 2013; LV; SHANG, 2018; YANG; STOCKWELL, 2016).
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Figura 2. Homeostase do ferro e via da Ferroptose. Primeiramente, ocorre a endocitose da
transferrina ligada ao receptor 1 da transferrina (TFR1). Posteriormente, o Fe3* é liberado do complexo
Tranferrina-TRF1 e reduzido a Fe?*, o qual pode ser armazenado na ferritina ou permanecer no
citoplasma formando o pool de ferro labil (LIP). Através da Reacdo de Fenton, o Fe?* gera espécies
como o radical hidroxila, que reage com os lipidios de membrana, mais especificadamente os PUFAs,
proporcionando peroxidagao lipidica. Na figura, os exemplos de PUFAs s&o o acido araquidénico (AA)
ou o acido adrénico (AdA), levando a ferroptose. A peroxidagéo lipidica é inibida pela acdo da enzima
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GPx4, que utilizando a glutationa reduzida (GSH) como substrato, converte PE-AA/AdA-OOH em alcool
e agua. Na figura também ¢é ilustrado o sistema Xc-, o qual pode ser inibido por erastina, levando a
deplecédo de GSH por falta de seu precursor cistina. Figura adaptada de REICHERT; et al., 2020.

Tendo em vista que a indugao da ferroptose esta relacionada com a diminuicao
da atividade (ou dos niveis) de proteinas alvos do gene NRF-2 (do inglés Nuclear
Factor Erythroid 2-related Factor 2), que controla a regulagado e transcrigdo de genes
que estao envolvidos em processos de detoxificagdo celular e controle do estresse
oxidativo, como por exemplo o sistema xCT e a GPX4, este gene pode ser
considerado um regulador negativo da ferroptose (DODSON; CASTRO-
PORTUGUEZ; ZHANG, 2019).

1.3 ATIVACAO E IMPORTANCIA DO GENE NRF-2

NRF-2 é um fator de transcri¢ao que controla tanto a expressao basal de genes
sob condigdes homeostaticas ndo estressadas quanto a expressao induzivel de genes
sob perturbacado redox (CHANAS; JIANG; MCMAHON; MCWALTER et al., 2002;
MCMAHON; ITOH; YAMAMOTO; CHANAS et al, 2001). Este gene regula
diretamente, ou indiretamente, varios genes envolvidos em diversas fungdes celulares
que vao desde a citoprotegdo contra estressores enddgenos e ambientais até o
metabolismo da GSH, do ferro e de lipidios (HARADA; KANAYAMA; MARUYAMA,;
YOSHIDA et al., 2011; HAYES; DINKOVA-KOSTOVA, 2014).

Em condigdes homeostaticas, a proteina Nrf-2 esta presente no citosol da
célula, ligada a duas moléculas de Keap-1 (do inglés, Kelch-like ECH-associated
protein 1), ao dominio Neh2 de Nrf-2 nos motivos ETGE e DLG (através de seu
dominio de repeticdo Kelch) (ITOH; WAKABAYASHI; KATOH; ISHII et al., 1999;
TONG; KATOH; KUSUNOKI; ITOH et al., 2006). Keap-1 funciona como uma proteina
adaptadora para a ubiquitina ligase Cul3 E3, que é responsavel pela ubiquitilacao
continua e degradacao de Nrf-2 no citosol (WAKABAYASHI; ITOH; WAKABAYASHI,
MOTOHASHI et al., 2003).

Quando ha um aumento de estresse oxidativo celular, os residuos de cisteina
da Keap-1 modificam-se, perdendo a capacidade de direcionar Nrf-2 a ubiquitinizagao;
desta forma, o Nrf-2 é translocado para o nucleo celular e liga-se a regido de
elementos de resposta antioxidante (do inglés, antioxidant response elements - ARE),
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induzindo a expresséo de seus genes-alvos e mantendo a homeostase redox (Figura
3) (RAGHUNATH; SUNDARRAJ; NAGARAJAN; ARFUSO et al., 2018; URUNO;
YAGISHITA; YAMAMOTO, 2015).

A ativagao do sistema da Keap1/Nrf-2 (fator de transcricdo Nrf-2 - codificado
pelo gene NRF-2) através da via dos elementos de resposta antioxidante (ARE),
regula a transcricdo de genes antioxidantes e de detoxificagdo como resposta
biolégica ao estresse oxidativo, regulando negativamente a ferroptose (DODSON,;
CASTRO-PORTUGUEZ; ZHANG, 2019; TU; WANG,; LI; LIU et al., 2019).
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Figura 3. Translocacdo de Nrf-2 para o nucleo e ativacdo de genes alvos. Em condi¢cdes
homeostaticas, o Nrf-2 sofre um processo de ubiquitininagdo e é degradado no proteossoma, porém,
quando em condigdes de estresse, o Nrf-2 deixa de interagir com Keap-1 e é direcionado para o nucleo
da célula, onde se liga a regido ARE, ocorrendo a transcrigdo de genes que codificam proteinas para
manter o balango redox, diminuir a inflamagao e neutralizar a proteostase. Figura adaptada de FARINA;
etal., 2021.

O Nrf-2 pode regular o processo de ferroptose nas células através da
modulagao da expressao de proteinas responsaveis pelo metabolismo do ferro, como
a ferroportina (SLC40A71), e a cadeia pesada da ferritina (FTH7) (HARADA,
KANAYAMA; MARUYAMA; YOSHIDA et al., 2011). Além disso, o Nrf-2 pode ativar a
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expressao génica de uma seérie de proteinas detoxificantes, como a heme-oxigenase
1 (HMOX1/HO-1) — enzima que catalisa a liberacao do ferro ligado ao grupo heme —,
glutationa peroxidase 4 (GPx4) e desidrogenase quinona 1 (NQOT7), e de proteinas
envolvidas na produgdao da glutationa (GSH), como por exemplo a subunidade
SLC7A11 do sistema xCT, assim como a GCLM e GCLC subunidades da holoenzima
GCL (glutamato-cisteina ligase) que catalisa a reagdo quimica L-glutamato + L-
cisteina + ATP para formar a GSH (DODSON; CASTRO-PORTUGUEZ; ZHANG,
2019; FAN; PAN; ZHU; ZHANG, 2017; FARINA; VIEIRA; BUTTARI; PROFUMO et al.,
2021).

1.4 ORGANISMO MODELO Caenorhabditis elegans

A utilizagdo do C. elegans como modelo experimental é viavel, pois possui
rapido ciclo de vida, cerca de 25 dias (Figura 4), além do pequeno tamanho, a
simplicidade e o baixo custo facilitarem o cultivo de C. elegans em laboratorio
(BRENNER, 1974; RIDDLE; BLUMENTHAL; MEYER; PRIESS, 1997). As
similaridades dos processos bioquimicos do C. elegans com os dos mamiferos fazem
com que este nematdédeo seja um 6timo organismo modelo de pesquisa (ARTAL-
SANZ; DE JONG; TAVERNARAKIS, 2006; LEUNG; WILLIAMS; BENEDETTO; AU et
al., 2008). Além disso, estima-se que 60 a 80 % dos genes humanos possuem genes
ortdlogos no genoma de C. elegans, organismo que € amplamente utilizado para
estudos relacionados ao estresse oxidativo, sinalizagdo celular, regulagado genica,
envelhecimento e a toxicologia (CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE, 2015; LEUNG;
WILLIAMS; BENEDETTO; AU et al, 2008; MURAKAMI, 2007; RIDDLE;
BLUMENTHAL; MEYER; PRIESS, 1997; ZHENG; GREENWAY, 2012).
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Figura 4. Ciclo de vida de C. elegans. O nematoide hermafrodita C. elegans possui um primeiro
desenvolvimento em fase embrionaria, apds a eclosdo dos ovos, os nematoides possuem diferentes
fases larvais (L1, L2, L3 e L4), para entdo chegar a fase adulta, fase em que ocorre a postura dos ovos,
podendo viver mais 2 a 3 semanas. Quando ha falta de alimento na fase L1, o nematoide pode entrar
na forma dauer, podendo sobreviver até que se encontre em um ambiente com alimento novamente,
passando diretamente para a fase L4. Figura adaptada de ALTUN e HALL, 2009.

Devido a facilidade da manipulagdo génica, ja ha diversas cepas nocaute e
transgénicas que podem ser adquiridas do Caenorhabditis Genetics Center (CGC,
Universidade de Minnisota, EUA). Por serem transparentes, € possivel a visualizagao
de estruturas celulares e de transcritos marcados com proteina verde fluorescente (do
inglés, green fluorescent protein — GFP) no interior do nematoide (CHALFIE; TU;
EUSKIRCHEN; WARD et al., 1994; FEINBERG; VANHOVEN; BENDESKY; WANG et
al., 2008).

Com o seu ciclo de vida rapido, a facil manipulagao genética, sistemas simples
e grande quantidade de genes ortélogos aos mamiferos, o estudo da toxicidade do
ferro em C. elegans se torna mais facilitada, ja que este organismo modelo possui a
anatomia intestinal semelhante a de mamiferos (MCGHEE, 2013), fonte de absorgéo
do ferro nos organismos. Além disso, genes importantes para o metabolismo do ferro

em C. elegans sao ortdlogos aos dos de mamiferos, como por exemplo o
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transportador DMT1 (SMF-3), a ferritina (FTN-1, FTN-2) e a ferroportina (FPN-1.1,
FPN-1.2, FPN-1.3) (Figura 5) (ANDERSON; LEIBOLD, 2014).
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Figura 5: C. elegans expressa genes ortélogos aos de mamiferos no metabolismo do ferro. DMT1
(SMF-3), sendo o principal transportador de Fe?* no intestino do C. elegans; ferritina (FTN-1, FTN-2) e
ferroportina (FPN-1.1, FPN-1.2, FPN-1.3). Fonte: Adaptado de ANDERSON e LEIBOLD, 2014.

Estudos em C. elegans tém demonstrado que altos niveis de ferro podem, além
de aumentar o estresse oxidativo, diminuir a longevidade do nematoide (KLANG;
SCHILLING; SORENSEN; SAHU et al., 2014), além de promove fragilidade no
envelhecimento, podendo levar a morte ferroptética (JENKINS, N. L.; JAMES, S. A;;
SALIM, A.; SUMARDY, F. et al., 2020).

Em mamiferos o gene capaz de modular o metabolismo do ferro € o gene NRF-
2, que em C. elegans, seu gene ortdlogo € o gene SKN-1. Neste organismo, a
importancia de SKN-1 contra danos oxidativos é de igual importancia ao NRF-2 em
mamiferos, atuando em respostas antioxidantes, fungdes homeostaticas e de
envelhecimento e longevidade (TULLET; GREEN; AU; BENEDETTO et al., 2017).

Entretanto, a relagdo do gene SKN-1 com ferroptose € desconhecida.
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1.5 METFORMINA

Estudos mostram que a metformina, um farmaco antidiabético oral pertencente
a classe das biguanida, mundialmente utilizado para o tratamento de Diabetes Mellitus
tipo Il (DM II), vem sendo muito utilizada em C. elegans para estudos de longevidade
(CABREIRO; AU; LEUNG; VERGARA-IRIGARAY et al., 2013; DE HAES;
FROONINCKX; VAN ASSCHE; SMOLDERS et al., 2014; XIAO; LIU; KONG; ZHU et
al., 2022). Além disso, ha evidéncias de que a metformina é capaz de modular
positivamente o gene SKN-1/NRF-2 (KATILA; BHURTEL; PARK; CHOI, 2021;
ONKEN; DRISCOLL, 2010).

A metformina é altamente hidrofilica e, em seres humanos e roedores, seus
principais alvos sdo figado, intestino e musculo esquelético (FORETZ; VIOLLET,
2014; SANTOMAURO JUN; UGOLINI; SANTOMAURO; SOUTO, 2008; ZHANG; XU;
YU; CHEN, 2019), sendo transportada por transportador catiénico orgéanico tipo 1 e 2
(do inglés, organic cationic transporter — OCT-1 e OCT-2) (VIOLLET; GUIGAS; SANZ
GARCIA; LECLERC et al., 2012; WANG; JONKER; KATO; KUSUHARA et al., 2002).
Regulando os niveis de glicemia na célula, a metformina é capaz de ativar a AMPK,
tanto em cultivos celulares de hepatdcitos humanos (células HepG2), quanto em
hepatdcitos, em musculo esquelético de ratos (ZANG; ZUCCOLLO; HOU; NAGATA
et al.,, 2004; ZHOU; MYERS; LI; CHEN et al., 2001). A AMPK funciona como um
sensor energético celular, diminuindo a relacdo ATP/AMP em situacdo de estresse
celular, e entéo inibe vias anabdlicas que demandem gasto de ATP, estimulando as
vias catabdlicas, gerando ATP e recuperando a homeostase energética celular
(GRAHAME HARDIE, 2014; YOUNG; LI; BARON; RUSSELL, 2005).

Em relacdo ao seu mecanismo de agdo em humanos, a metformina parece
atuar inibindo a gliconeogénese através da inibigdo do Complexo 1 da cadeia
respiratoria mitocondrial e levando a ativagao da AMPK, reduzindo também a sintese
de acidos graxos, colesterol e lipoproteinas, por meio da fosforilagdo e consequente
inativagdo da acetil-CoA carboxilase (ACC) (ZHOU; MYERS; LI; CHEN et al., 2001).
Consequentemente, contribui para o aumento da oxidagdo dos acidos graxos,
melhorando a sensibilidade a insulina e diminuindo os niveis de glicose sanguinea
(FULLERTON; GALIC; MARCINKO; SIKKEMA et al., 2013). J& no musculo

esquelético, a ativacdo de AMPK resulta na ativacdo de via de sinalizagdo para
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translocacdo da GLUT-4 para a membrana aumentando a captagao de glicose, tanto
durante o exercicio fisico quanto no repouso (MALIN; KASHYAP, 2014; TURBAN;
STRETTON; DROUIN; GREEN et al., 2012).

Além da regulacdo do metabolismo energético regulando a homeostase da
glicose em seres humanos, a metformina também parece proteger contra o estresse
oxidativo gerado por ROS (BATANDIER; GUIGAS; DETAILLE; EL-MIR et al., 2006),
e € capaz de aumentar a longevidade em diferentes organismos modelo, como em
camundongos C57BL (Mus musculus) e no inseto D. melanogaster (MARTIN-
MONTALVO; MERCKEN; MITCHELL; PALACIOS et al., 2013; PRYOR; NORVAISAS;
MARINOS; BEST et al., 2019). Em C. elegans, mostrou-se que a metformina pode
aumentar a longevidade dos nematoides jovens via ativagdo de aak-2 (ortélogo ao
AMPK em mamiferos), e consequentemente, do gene SKN-1, aumentando as defesas
antioxidantes e a resisténcia ao estresse oxidativo (Figura 6) (ESPADA;
DAKHOVNIK; CHAUDHARI; MARTIROSYAN et al., 2020; ONKEN; DRISCOLL,
2010).

Metformina o Intestino Resisténcia Aumento do Tempo de
o — @ e ao Estresse ' Salide/Longevidade
. Oxidativo g
Figura 6: Ativacdao de SKN-1 pela metformina promovendo aumento da longevidade. LKB1 e

AMPK sao necessarios para os beneficios da metformina para a saude e a AMPK atua a montante do
SKN-1 intestinal para os beneficios da metformina. Figura adaptada de ONKEN e DRISCOLL, 2010.

Desta forma, a metformina pode atuar través de um aumento moderado do
estresse oxidativo, ativando defesas compensatoérias contra este estresse, e podendo
levar a um fendmeno conhecido como mitohormese, onde a resposta biolégica para
esse aumento de estresse leva a um incremento em mecanismos de defesa,
culminando em maior resisténcia e viabilidade da célula, e/ou aumento da longevidade
do organismo (DE HAES; FROONINCKX; VAN ASSCHE; SMOLDERS et al., 2014;
SCHULZ; ZARSE; VOIGT; URBAN et al., 2007).

Considerando que (i) o gene Nrf-2 pode modular negativamente a ferroptose
em mamiferos através do aumento da expressdo de proteinas antioxidantes e/ou
relacionadas ao metabolismo do ferro, (ii) o gene SKN-1 em C. elegans (ortélogo ao
Nrf-2) tem papel benéfico contra diversas condi¢des oxidativas, e que (iii) a metformina

foi apontada como uma molécula capaz de ativar Nrf-2/SKN-1 através de um leve
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aumento da producdo de ROS, ativando a defesa contra o estresse oxidativo,
hipotetizamos que a metformina pode prevenir a ferroptose em C. elegans através da

ativacdo do gene SKN-1.
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2. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a sobrecarga de ferro (iron-overload) caracteriza-se pelo aumento
da concentracgao de ferro livre no organismo. Embora seja razoavel hipotetizar que tal
sobrecarga leve a morte celular ferroptotica, isto anda n&o esta totalmente
esclarecido. Ja foi mostrado que a metformina pode modular positivamente a via NRF-
2, a qual representa um elemento chave na inibicdo da ferroptose. Além disso, sabe-
se que o gene SKN-1 é ortélogo ao gene NRF-2. Desta forma, parece ser justificavel
a realizacdo de um estudo para investigar se a metformina pode prevenir a morte
celular ferroptética, através de um pré-estresse energético capaz de ativar a via SKN-

I/NRF-2, induzida por uma sobrecarga de ferro em C. elegans.

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL.:
Investigar se a metformina protege, via gene SKN-1, contra a ferroptose em um

modelo de dano induzido por citrato férrico amoniacal (FAC) em C. elegans.

3.2 OBJETIVOS EXPECIFICOS:

- Padronizar um modelo de sobrecarga de ferro (do Inglés, iron-overload)
baseado na exposi¢ao aguda a FAC em C. elegans;

- Investigar a importancia do gene SKN-1 na defesa de C. elegans contra a
toxicidade induzida pela exposicdo aguda a FAC, através do uso das cepas N2 e
QV225;

- Medir os niveis de marcadores ferroptoticos (niveis de peroxidagao lipidica)
em C. elegans (cepas N2 e QV225) expostos ao FAC;

- Investigar o possivel efeito protetor da metformina sobre a morte induzida por
FAC;

- Investigar se o tratamento de C. elegans com metformina causa a ativagao do
gene SKN-1 através do uso das cepas CL2166 e QC224 e da técnica de microscopia

de fluorescéncia.
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4. METODOLOGIA

De forma a alcancar o objetivo geral deste projeto, a metodologia foi dividida
em quatro fases principais: (l) analise da toxicidade (letalidade) induzida por FAC; (II)
analise do possivel efeito protetor da metformina contra a toxicidade induzida por FAC,;
(lll) avaliagdo de marcadores de ferroptose (peroxidagao lipidica); e (IV) avaliagdo do

efeito da metformina na expressao da proteina GST-4.

4.1 CEPAS DE C. elegans, CRESCIMENTO E MANUTENGAO

As cepas de C. elegans utilizadas para os experimentos foram: cepa selvagem
(N2); cepa mutante nocaute para SKN-1 (QV225 - skn-1 (zj15) IV); cepa reporte para
GST-4 (CL2166 — dvis19 [(pAF15)gst-4p::GFP::NLS] Ill); cepa mutante nocaute para
SKN-1 e reporte para GST-4 (QV224 - dvis19 [(pAF15)gst-4p::GFP::NLS] Ill; skn-1
(zj15) IV).

Para crescimento e reproducido dos vermes, foram utilizadas placas de Petri
(100 mm) com o meio de cultivo nematode growth medium (NGM) contendo agar 50
mM; NaCl 50 mM; peptona 20 mg/ml; colesterol 5 ug/mL; CaCl2 1 mM; MgSO4 1 mM;
tampao fosfato e potassio pH 6,0 25 mM; nistatina 12,5 Ul/mL; estreptomicina 50
pMg/mL. As placas com NGM ja solidificado foram recobertas com Escherichia coli
OP50 vivas (BRENNER, 1974). Para manter o cultivo dos vermes, foi transferido um
pedacgo de agar com animais, aproximadamente 1 cm?, para uma nova placa de 100
mm com OP50 (procedimento realizado sob condigdes estéreis, utilizando capela de
fluxo laminar). Posteriormente, as placas com os animais foram incubadas na estufa
a 20° C.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente foi realizada uma curva de letalidade para avaliacdo da toxicidade
do FAC nos nematoides. Os mesmos foram sincronizados e, apos a eclosao dos ovos,
colocados em placas NGM de 100 mm com OP50 até atingirem a fase L4, fase larval
em que os nematoides foram expostos ao tratamento agudo com FAC (0 mM; 25 mM;
50 mM; 100 mM e 145 mM) (Figura 7), conforme descrito no item 4.3. Posteriormente,

como primeira estratégia, foi realizada uma curva de letalidade da metformina, de



30

forma a avaliar a sua toxidade. Os nematoides sincronizado foram colocados, desde
a fase L1 até as 144 h de vida, em placas NGM de 35 mm com OP50 com diferentes
concentragdes (0, 15, 25, 50 e 100 mM), conforme descrito no item 4.4.1. Para a
segunda estratégia de exposicdo dos nematoides a metformina, esta foi adicionada
ao agar ainda liquido apos autoclavar, tendo concentracdo final de 50 mM de
metformina no agar, para a metformina passasse por possivel processao de
metabolizacao pelas bactérias, E. coli cepa OP50, conforme descrito no item 4.4.2.

ApOs a realizagado da avaliagédo da toxicidade do FAC, foram escolhidas duas
concentragdes do composto (50 e 145 mM) para avaliar o possivel efeito protetor da
metformina sobre a morte induzida por FAC. Os nematoides foram sincronizados e,
ap6s a eclosdo, colocados em placas contendo agar NGM suplementado com
metformina (concentracéo final de 50 mM) e OP50, desde a fase L1 até as 144 horas
de vida. Posteriormente, na fase L4, os vermes foram tratados com FAC (juntamente
ao tratamento com a metformina), tendo como tratamentos experimentais o CTL (100
pl de meio M9), FAC (50 e 145 Mm), Metformina (50 mM), FAC+Metformina. A
contagem de sobrevivéncia foi realizada em 0, 48 e 96 horas apds o tratamento com
FAC (Figura 7), conforme descrito no item 4.4.2. O mesmo foi realizado para as
diferentes concentragbes de metformina (0, 15, 25 e 50 mM), conforme descrito no
item 4.4.1.

Para avaliacdo de marcador ferroptotico, os nematoides foram sincronizados e,
apods a eclosao, tratados pré-tratados e tratados com os grupos ja mencionados. Apds
48 h de tratamento com FAC, os nematoides foram lavamos em tampédo M9 e
incubados com a sonda fluorescente C11 BODIPY 581/591 (10 uM em M9), para a
identificacdo de peroxidacao lipidica; posteriormente foram anestesiados com
levamisol (10 mM) em almofadas de agarose, e analisados em um microscépio

confocal Leica DMI6000 B (Figura 7), conforme descrito item 4.5.
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Figura 7: Delineamento experimental. Pré-tratamento com metformina da fase L1 do C. elegans até
o fim da curva de sobrevivéncia (incluindo a curva de letalidade da metformina). Os tratamentos com
FAC foram realizados quando os nematoides atingirem a fase L4 (0 h) (incluindo a curva de letalidade
do FAC) e a sobrevivéncia foi contada em 48 e 96 h. As analises de microscopia foram realizadas na
fase L4, para observar a expressédo de GST-4, e 48 h apos L4, para a avaliagdo da peroxidagéo lipidica.

Por fim, os nematoides (cepas CL2166 e QV224) foram utilizados para
investigar a presenca do gene SKN-1 pela ativagdo da GST-4 através da exposic¢ao a
metformina. Para isso, os nematoides foram sincronizados e, apdés a eclosao,
colocados em placas com agar NGM contendo metformina (50 mM) e OP50. Quando
os nematoides atingiram a fase L4, foram coletados das placas e lavados 3 vezes com
tampao M9, posteriormente foram anestesiados com levamisol (10 mM) em almofadas
de agarose, e as imagens de microscopia foram adquiridas utilizando o microscopio

Olympus BX41 (Figura 7), conforme descrito item 4.6.
4.3 CURVA DE LETALIDADE - FAC (MODELO /RON-OVERLOAD)

A toxicidade mediada pelo ferro foi induzida pelo tratamento de nematoides
com citrato férrico amoniacal (FAC) (KLANG; SCHILLING; SORENSEN; SAHU et al.,
2014). Os nematoides das cepas N2 e QV225 foram sincronizados e, quando
atingiram a fase L4, foram expostos (25 a 30 vermes) a diferentes concentra¢des de
FAC (0 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM e 145 mM) em placas de 35 mm durante 96
horas. Em 0, 48 e 96 horas apds os tratamentos, conforme protocolo ja definido pelo
grupo de pesquisa (dados ainda n&o publicados); os vermes sobreviventes foram
contados com auxilio de uma lupa e a dose letal 50% (DL50) foi calculada com base
na curva de sobrevida dose-resposta. Vermes sem movimento ou reagéo a estimulos

suaves foram classificados como mortos. Todos os tratamentos foram realizados em
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triplicata e os experimentos foram repetidos, de forma independentemente, cinco

veZzes.

4.4 EXPOSIGAO E POSSIVEL PROTECAO DA METFORMINA

4.4.1 Exposicao direta do C. elegans a metformina

Vermes em estagio L1 foram expostos diretamente a concentragdes crescentes
de metformina, sendo avaliada a possivel toxicidade da mesma. Para a exposi¢ao
direta dos nematoides a metformina, placas com agar NGM padrdo e com bactéria
OP50 foram preparadas previamente; nos dias dos experimentos a metformina era
adicionada na placa, por cima da bactéria, e em seguida os nematoides eram
transferidos para as placas com metformina.

Primeiramente, os nematoides foram sincronizados e, apds a eclosao dos ovos,
estes foram lavados trés vezes com tampao M9 (KH2PO4 22 mM; Na2HPO4 42 mM,;
NaCl 86 mM; MgS0O4 1M) através de centrifugacdes (dois minutos cada, 1699 x g a
20°C) em tubos cbnicos tipo falcon de 15 ml. Os nematoides em estagio L1 (25 a 30
vermes) foram expostos a diferentes concentragées de metformina (0 mM, 15 mM, 25
mM, 50 mM e 100 mM) até as 144 horas de vida, apos L1, em placas de 35 mm com
OP50. Em 0, 48, 96, e 144 horas, os vermes sobreviventes foram contados.

Os nematoides foram pré-tratados com metformina desde a fase L1, quando
atingiram a fase larvar L4 foram lavados com M9, e destes, cerca de 25 a 30
nematoides foram transferidos para suas respectivas placas (35 mm) (triplicatas) e
submetidos aos tratamentos experimentais: CTL (100 pl de meio M9), FAC,
Metformina, FAC+Metformina. A taxa de sobrevivéncia foi analisada nos tempos 0
horas (fase L4), 48 e 96 horas apods a fase L4 e ao tratamento com FAC. Todos os
tratamentos foram realizados em triplicata e os experimentos foram repetidos

independentemente pelo menos quatro vezes.

4.4.2 Suplementagao do agar com metformina

As placas foram suplementadas com metformina, tendo uma concentragao final
de 50 mM no agar (CABREIRO, et al., 2013). Primeiramente, foi realizada a
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autoclavagem do agar NGM e, posteriormente, foi adicionada a metformina ([] méae
2,11 M) diluida em tamp&o M9 ao meio NGM liquido. Para os grupos controle, foi
adicionado apenas tampao M9 ao meio NGM liquido. Placas de Petri contendo agar
NGM suplementado ou ndo com metformina foram secas a temperatura ambiente
durante 24 horas e, posteriormente, foram semeadas com E. coli OP50, ficando dois
dias em estufa a 37° C para o crescimento da bactéria.

Dois dias apds a adigcdo de OP50 as placas, larvas sincronizadas L1 foram
transferidas para estas (média de 2.000 nematoides em cada placa de Petri de 60 mm
com OPS50). Quando atingiram a fase L4, os nematoides foram transferidos para
Placas de Petri de 35 mm, contendo 3 mL de agar NGM suplementado, ou ndo, com
metformina, juntamente com o tratamento com FAC (50 e 145 mM). A taxa de
sobrevivéncia foi avaliada apos 48 e 96 h da fase L4 e todos os tratamentos foram
realizados em triplicata e os experimentos foram repetidos, de forma

independentemente, quatro vezes.

4.5 PEROXIDAGAO LIPIDICA - C11 BODIPY 581/591

Para visualizar a taxa da peroxidacado lipidica, foi utilizada a técnica de
microscopia confocal, conforme ja protocolado pelo grupo de pesquisa (dados nao
publicados). Os vermes foram tratados conforme descrito nos itens anteriores e, 48 h
apo6s a fase L4, 30 vermes foram coletados, lavados trés vezes com tampao M9 e
transferidos para uma solugcéo de C11 BODIPY 581/591 (10 yM em M9) e incubados
por 1 h para incorporagao da sonda fluorescente (HOW et al., 2018; HOW et al., 2019).
Apos a marcacao, os vermes foram novamente lavados trés vezes com M9,
ressuspensos em 100 uL de M9, anestesiados com 10 mM levamisol em almofadas
de agarose a 2%, e analisados em um microscopio confocal Leica DMI6000 B
acoplado a um scanner confocal TCS SP5. As imagens foram capturadas em objetiva
20x / 0,70 e BODIPY581-591-C11 oxidado foi lido em 488 nm (excitagdo) e 543 nm
(emissé&o), e o ndo-oxidado em 530 nm (excitagdo) e 590 nm (emisséo). Para a andlise
dos dados, foi utilizado o software Imaged, e o indice de peroxidagao lipidica foi
calculado usando a seguinte proporgao: [fluorescéncia verde/fluorescéncia total

(verde + vermelha)].
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4.6 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

A técnica de microscopia confocal também foi utilizada para avaliar a expressao
da enzima glutathiona-S-transferase (GST-4). Esta enzima é um classico alvo
downstream cujo aumento da expressao proteica depende da ativagao do gene SKN-
1. Neste sentido, foi investigado o efeito do tratamento com metformina na expressao
proteica (medida através da quantificacdo da fluorescéncia) em cepas CL2166 e
QVv224.

ApoOs a eclosdo, os nematoides foram transferidos para placas de 35 mm
(triplicatas) contendo agar NGM suplementado, ou ndo, com metformina (50 mM)
(CABREIRO, et al., 2013). Para grupo de controle positivo da expressao de GST-4,
nematoides L3 foram expostos por 14 - 15 h a t-BHQ (Terc Butil Hidroquinona) 2 mM.
Quando os nematoides atingiram o estagio L4, 30 animais de cada grupo foram
coletados e lavados trés vezes com tampao M9, posteriormente, foram ressuspensos
em 100 uL de M9, anestesiados com levamisol 10 mM em almofadas de agarose a
2% e analisados. As imagens de microscopia foram adquiridas utilizando o
microscopio Olympus BX41, utilizando a onda de fluorescéncia verde, e quantificadas

pelo software ImaeJ.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os graficos e analises estatisticas foram realizados com a utilizagdo do
programa GraphPad Prism 8.0. Primeiramente foram realizados testes de
normalidade para avaliar se os dados foram paramétricos, e apds utilizamos o teste
de Grubbs para deteccao de possiveis outliers. Para comparagao entre dois grupos
foi utilizado o teste t de Student e as taxas de letalidade foram comparadas por
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett. Os demais dados foram analisados
por ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Newman-Keuls. Os resultados foram
representados como média +/- desvio padrao (S.D.) e considerados significativos

quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 MODELO DE /IRON-OVERLOAD INDUZ MORTALIDADE EM C. elegans.

O excesso de ferro intracelular € um evento primario que leva a danos nos
orgaos em pacientes com sobrecarga de ferro. Para investigar o dano mediado pela
sobrecarga de ferro, primeiro desenvolveu-se um modelo in vivo baseado na
exposicao ao citrato de aménio férrico (FAC) em C. elegans. Em animais do tipo
selvagem (cepa N2), a exposicdo ao FAC causou mortalidade dependente da
concentragcédo no tempo de 96 h (Figura 8 B), embora n&o tenham sido observadas
alteragdes significativas na taxa de mortalidade apds 48 h de exposi¢cao, com excegao

da maior concentragao testada (145 mM) (Figura 8A).
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Figura 8: Modelo de Iron-overload induz mortalidade em C. elegans. Os nematoides da cepa N2
(selvagem) foram tratados com diferentes concentra¢des de FAC (0, 15, 25, 50, 100 e 145 mM) a partir
da fase L4, e a sobrevivéncia dos mesmos foi contada no tempo de 48 h (A) e 96 h (B) apds L4. A taxa
de sobrevivéncia é apresentada como % do numero inicial de animais vivos (~25/experimento/grupo).
Os dados sao representados como média +/- SD (N = 3). * p < 0,05, **** p < 0,0001 em comparagéo
com o respectivo controle apés ANOVA de um fator seguida do teste de Dunnett.

5.2 METFORMINA NAO PROTEGE DA MORTALIDADE INDUZIDA POR UM
MODELO DE IRON-OVERLOAD EM C. elegans.

Ja é de conhecimento na literatura que a metformina é capaz de aumentar a
longevidade em C. elegans (CABREIRO; AU; LEUNG; VERGARA-IRIGARAY et al.,
2013; DE HAES; FROONINCKX; VAN ASSCHE; SMOLDERS et al., 2014; XIAO; LIU;
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KONG; ZHU et al., 2022). Considerando a relagao da ferroptose com fragilidade e
envelhecimento (JENKINS, NICOLE L.; JAMES, SIMON A.; SALIM, AGUS;
SUMARDY, FRANSISCA et al., 2020), avaliou-se se ela é capaz de proteger contra a
morte induzida por iron-overload. Primeiramente, foi observado o efeito concentragao—
dependente da metformina sobre a taxa de mortalidade (durante 144 h a partir da fase
L1) de forma a investigar se o composto pode induzir mortalidade ao C. elegans.
Observou-se que concentragdes altas de metformina podem ser téxicas ao C.
elegans, causando mortalidade (Figura 9 A-C).

Posteriormente, avaliou-se se as concentragbes de metformina que n&do foram
téxicas protegeriam da mortalidade induzida pelo modelo de iron-overload, através da
exposicao ao FAC (50 e 145 mM), em C. elegans do tipo selvagem (cepa N2).
Observou-se que nao ocorreu protecao significativa induzida pela metformina, tanto
no tempo de 48 h quanto em 96 h (Figura 9 D-E). Esses resultados demonstram que
a exposicgao direta a metformina, quando em altas concentracdes, pode ser téxica aos
nematoides. Além disso, em concentracbes aparentemente atoéxicas, a metformina
nao consegue proteger contra a mortalidade induzida pelo modelo de iron-overload.
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Figura 9: Metformina nao protege da mortalidade induzida por um modelo de iron-overload em
C. elegans. (A-C) Curva de letalidade - Nematoides do tipo selvagem (cepa N2) foram colocados em
placas contendo diferentes concentracdes de metformina (0, 15, 25, 50 e 100 mM), desde a fase L1
até as 144 h de vida. A sobrevivéncia foi contada nos tempos de 48 h (A), 96 h (B) e 144 h (C). (D-E)
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Curvas de sobrevivéncia — nematoides (cepa N2) foram pré-tratados desde a fase L1 com diferentes
concentragcdes de metformina (0, 15, 25 e 50 mM), e no estagio L4, os nematoides foram expostos a
50 ou 145 mM de FAC durante 48 (D) ou 96 h (E). A taxa de sobrevivéncia é apresentada como % do
numero inicial de animais vivos (~25/experimento/grupo). Os dados sdo representados como média +/-
SD (N = 3). ns = nao significativo, * p < 0,05 e ** p < 0,001 em comparagdo com o respectivo controle
apos ANOVA one-way seguida do teste de Dunnett (A-C) e ANOVA de dois fatores seguida do teste
de Newman-Keuls (D-E).

53 A METFORMINA DEPENDE DA METABOLIZACAO BACTERIANA PARA
PROTEGER CONTRA A MORTALIDADE INDUZIDA POR UM MODELO DE /RON-
OVERLOAD EM C. elegans.

Segundo Cabreiro et al., 2013, a metformina precisa ser metabolizada pelas
bactérias que sao consumidas pelos C. elegans para que possa aumentar a
longevidade (CABREIRO; AU; LEUNG; VERGARA-IRIGARAY et al., 2013). Desta
forma, decidiu-se testar se a metformina consegue proteger contra a mortalidade
induzida pelo modelo de iron-overload em C. elegans, através de sua metabolizagao
pelas bactérias Escherichia coli (cepa OP50). A metformina foi adicionada ao agar
NGM (concentragao final de 50 mM) e, no dia seguinte, adicionou-se OP50 nas placas
contendo o agar suplementado e as placas foram incubadas durante dois dias a 37°C
para o crescimento do tapete bacteriano.

Os nematoides foram expostos desde a fase L1 em placas com o agar
suplementado com metformina 50 mM e, quando atingiram a fase L4, foram expostos
ao modelo de iron-overload, através da exposi¢cao ao FAC (50 e 145 mM), com ou
sem metformina. A taxa sobrevivéncia foi avaliada em 48 e 96 h apds a exposicédo ao
FAC. No tempo de 48 h apdés a exposicdao os FAC, houve um pequeno (porém
significativo) aumento na taxa de mortalidade induzido pelo FAC (50 mM) (Figura 10
A). Ja no tempo de 96 h apds a exposi¢cado ao FAC, observou-se que a metformina 50
mM foi capaz de proteger da morte induzida pelo modelo de iron-overload, em ambas
as concentragdes de FAC utilizadas (Figura 10 B). Esses resultados demonstram que
a metformina precisar ser metabolizada para que ocorra a protegdo contra a morte

induzida pelo modelo de iron-overload.
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Figura 10: A metformina depende da metabolizagdao bacteriana para proteger da mortalidade
induzida por um modelo de iron-overload em C. elegans. Nematoides do tipo selvagem (cepa N2),
a partir de L1, foram expostos a Metformina (MET 50 mM). No estagio L4, os nematoides foram
expostos a 50 ou 145 mM de FAC durante 48 (A) ou 96 h (B). A taxa de sobrevivéncia é apresentada
como % do numero inicial de animais vivos (~25/experimento/grupo). Os dados sao representados
como média +/- SD (N = 3). ns = nao significativo, * p < 0,05, **** p < 0,0001 em comparagdo com o
respectivo controle apés ANOVA two-way seguida do teste de Newman-Keuls.

5.4 A METFORMINA DIMINUI A PEROXIDACAO LIPIDICA INDUZIDA POR UM
MODELO DE IRON-OVERLOAD EM C. elegans.

Além da protegao contra mortalidade induzida por iron overload, avaliou-se se
a metformina é capaz de proteger conta a peroxidagao lipidica, evento crucial da
ferroptose, a qual é oriunda de uma sobrecarga de ferro nas células. Os resultados
demonstram que, em C. elegans do tipo selvagem (cepa N2), ocorreu aumento da
peroxidacao lipidica nos animais que foram expostos ao modelo de iron-overload
utilizando o FAC (50 mM durante 48 h). No entanto, em nematoides L1 incubados em
placas previamente tratadas com 50 mM metformina e OP50, observou-se protegcao
contra a peroxidacao lipidica induzida pelo FAC (50 mM) (Figura 11 A-B). Esses
resultados demonstram a ocorréncia de peroxidacao lipidica induzida por 50 mM FAC
em um momento que precede a morte (Figura 8A) e que a metabolizagdo da
metformina pelas bactérias OP50 protege da peroxidacdo lipidica induzida pelo
modelo de iron-overload em C. elegans.
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Figura 11: Metformina diminui a peroxidagao lipidica induzida por um modelo de iron-overload
em C. elegans. (A) Nematoides do tipo selvagem (cepa N2) foram expostos a veiculo ou 50 mM de
metformina partir de L1. No estagio L4, os vermes foram expostos a 50 mM FAC durante 48 h. A
peroxidagao lipidica (coloragdo BODIPY-C11) é apresentada como fluorescéncia [verde/total (verde +
vermelho)]. ns = ndo significativo; ** p < 0,001; **** p < 0,0001 por ANOVA de dois fatores seguida do
teste de Newman-Keuls. N = 15 vermes por grupo (derivado de 3 experimentos independentes). (B)
Imagens de microscopia confocal representativas de fluorescéncia BODIPY-C11 vermelha e verde de
um (i) controle, (ii) FAC (50 mM), (iii) metformina (50 mM) e (iv) FAC (50 mM) + metformina (50 mM) -
48 h apos a exposigao FAC.
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5.5 MODELO DE /RON-OVERLOAD INDUZ MORTALIDADE EM C. elegans
NOCAUTES PARA O GENE SKN-1.

Onken e Driscoll, 2010, observaram que a metformina ativa o gene SKN-1,
ortdlogo ao gene NRF-2 dos mamiferos, aumentando a longevidade de C. elegans.
Desta forma, foram verificar se a metformina (através da sua metabolizagao pelas
bactérias) protegeria contra a mortalidade induzida pelo FAC em nematoides nocautes
para SKN-1.

Para investigar o dano mediado pela sobrecarga de ferro, os nematoides
nocautes para o gene SKN-1 (cepa QV225) foram expostos ao citrato de amoénio
férrico (FAC). Apds 96 h de exposicao ao FAC, foi observado um aumento na taxa de
mortalidade dependente da concentracédo (Figura 12 B), embora ndo tenham sido
observadas alteracdes significativas na taxa de mortalidade as 48 h, com exce¢ao da

maior concentragdo testada (145 mM) (Figura 12 A), de forma similar a cepa

selvagem N2 (Figura 8A).
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Figura 12: Modelo de Iron-overload induz mortalidade em C. elegans nocautes para o gene SKN-
1. Os nematoides da cepa nocaute para o gene SKN-1 (QV225) foram tratados com diferentes
concentragdes de FAC (0, 15, 25, 50, 100 e 145 mM) a partir da fase L4, e a sobrevivéncia dos mesmos
foi contada no tempo de 48 h (A) e 96 h (B) apods L4. A taxa de sobrevivéncia é apresentada como %
do numero inicial de animais vivos (~25/experimento/grupo). Os dados s&o representados como média
+/-SD (N =3). *p <0,05, ** p <0,001 e *** p < 0,0005 em comparagcédo com o respectivo controle apos
ANOVA de um fator seguida do teste de Dunnett.



42

56 A METFORMINA NAO PROTEGE DA MORTALIDADE INDUZIDA PELO
MODELO DE /IRON-OVERLOAD EM C. elegans NOCAUTES PARA O GENE SKN-1.

Os nematoides nocautes para o gene SKN-1 (cepa QV225) foram expostos
desde a fase L1 em placas com o agar suplementado com metformina 50 mM (com
OP50, as quais foram deixadas a 37°C durante dois dias antes da realizagdo de cada
experimento), e quando atingiram a fase L4 foram expostos ao modelo de iron-
overload, através da exposi¢cao ao FAC (50 e 145 mM), com ou sem metformina, e a
sobrevivéncia foi contada. No tempo de 96 h apds a exposi¢cdo ao FAC, observou-se
que a metformina 50 mM néo foi capaz de proteger da morte induzida pelo modelo de
iron-overload, em ambas as concentracées de FAC utilizadas (Figura 13 A-B), ao
contrario da cepa selvagem (N2) (Figura 10 A-B). Esses resultados demonstram que
a protecao da metformina (apdés metabolismo bacteriano) contra a morte induzida pelo

modelo de iron-overload parece depender da ativagao do gene SKN-1 em C. elegans.

A B
Co-tratamento FAC e MET 48 H - QV225 Co-tratamento FAC e MET 96 H - QV225
- 120
120 Bm Controle Bm Controle

—_ o *%
2 00- T Y MET 50 mM % 100- ” MET 50 mM
3 z ' ns
2 o < ns
< 80 < 804 [ r
; > % o
g £ é
o i 60—

60 ]
[<]
(2] (72}

40— 40-

O
S $ S & S S
4@‘ 0@% \5‘6 Q@ %Q \D&%
<
Qv I QV’ QV’C

Figura 13: A metformina nao protege da mortalidade induzida pelo modelo de iron-overload em
C. elegans nocautes para o gene SKN-1. Nematoides nocautes para o gene SKN-1 (cepa QV225), a
partir de L1, foram expostos a Metformina (MET 50 mM). No estagio L4, os nematoides foram expostos
a 50 ou 145 mM de FAC durante 48 (A) ou 96 h (B). A taxa de sobrevivéncia é apresentada como %
do numero inicial de animais vivos (~25/experimento/grupo). Os dados sao representados como média
+/- SD (N = 3). ns = n&o significativo e ** p < 0,001 em comparagado com o respectivo controle apos
ANOVA de dois fatores seguida do teste de Newman-Keuls.

57 A METFORMINA NAO PROTEGE CONTRA A PEROXIDACAO LIPIDICA
INDUZIDA POR UM MODELO DE IRON-OVERLOAD EM C. elegans NOCAUTES
PARA O GENE SKN-1.
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Por néo observar protecdo da metformina contra a mortalidade induzida pelo modelo
de iron-overload em nematoides nocautes para o gene SKN-1 (cepa QV225), avaliou-
se se a metformina dependia da ativacdo do gene SKN-1 para proteger contra a
peroxidagao lipidica induzida por FAC. Os resultados demonstram que, em C. elegans
nocautes (cepa QV225), ocorreu aumento da peroxidagao lipidica nos animais que
foram expostos ao modelo de iron-overload utilizando o FAC (50 mM), No entanto,
nematoides que foram tratados com FAC, mas foram expostos a placas com agar
suplementado com metformina (50 mM), e OP50, desde a fase L1, ndo observou-se
protecao significativa contra a peroxidagao lipidica induzida pelo FAC (50 mM) (Figura
14 A-B), diferentemente da cepa selvagem (N2) (Figura 11 A-B). Esses resultados
demonstram que a protecao induzida por metformina (ap6s metabolismo bacteriano)
contra a peroxidagao lipidica induzida pelo modelo de iron-overload em C. elegans

parece depender da ativagdo do gene SKN-1.
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MET 50 mM FAC 50 mM

MET 50 mM + FAC 50 mM

Figura 14: A metformina nao protege contra a peroxidagao lipidica induzida por um modelo de
iron-overload em C. elegans nocautes para o gene SKN-1. (A) Nematoides nocautes para o gene
SKN-1 (cepa QV225) foram expostos a veiculo ou 50 mM de metformina partir de L1. No estagio L4,
os vermes foram expostos a 50 mM FAC durante 48 h. A peroxidacéo lipidica (coloracdo BODIPY-C11)
é apresentada como fluorescéncia [verde/(verde + vermelho)]. ns = ndo significativo; ** p < 0,001; ****
p < 0,0001 por ANOVA de dois fatores seguida do teste de Newman-Keuls. N = 15 vermes por grupo
(derivado de 3 experimentos independentes). (B) Imagens de microscopia confocal representativas de
fluorescéncia BODIPY-C11 vermelha e verde de um (i) controle, (ii) FAC (50 mM), (iii) metformina (50
mM) e (iv) FAC (50 mM) + metformina (50 mM) - 48 h apds a exposigao FAC.
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5.8 A METFORMINA AUMENTA A EXPRESSAO DE GST-4 ATRAVES DA
ATIVACAO DO GENE SKN-1 EM C. elegans.

Para avaliar se a metformina (apds metabolismo bacteriano) esta ativando o
gene SKN-1 em C. elegans, utilizou-se cepas (CL2166 e QV224) com GFP fusionada
a proteina GST-4 (downstream a ativagado do gene SKN-1). Na cepa CL2166 (CL2166
— dvs19 Ill.), observou-se que um aumento de quase 60% da fluorescéncia de
GFP::GST-4 em nematoides tratados com metformina (50 mM, apés metabolismo
bacteriano) de L1 a L4. Entretanto, tal aumento que nao foi observado em animais da
cepa nocaute para SKN-1 (QV224 - dvs19 llI; skn-1 (zj15) IV) (Figura 15 A-C). Como
grupo controle positivo para o aumento da expressao de GST-4 induzido por SKN-1,
nematoides da cepa CL2166, na fase L3, foram expostos por 14 - 15 h ao t-BHQ 2
mM; observou-se um aumento de 150% da fluorescéncia de GFP::GST-4 em relagao
ao seu controle (Figura 15 B-C). Esses resultados demonstram que o aumento da
expressao de GST-4 depende, principalmente, do gene SKN-1 em C. elegans, e que
a metformina (apés metabolismo bacteriano) ativa este gene, aumentando a

expressao de GST-4 no nematoide.
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C CL2166 QV224 CL2166

Figura 15: Metformina aumenta a expressao de GST-4 através da ativagdo do gene SKN-1 em C.
elegans. (A) Expresséo relativa de GST-4 em comparagéo ao controle das cepas CL2166 e QV224
contendo GFP::GST-4. Os nematoides de ambas as cepas foram expostos a metformina (50 mM) da
fase L1 a L4. (B) Controle positivo de expressdo de GST-4. Nematoides na fase L3 da cepa CI2166
expostos a 2 mM de t-BHQ durante 14-15 h. (C) Fotos representativas de cada grupo analisado. A
fluorescéncia (GFP::GST-4) ¢é apresentada como fluorescéncia [(fluorescéncia média -
background)/area]. * p < 0,05; **** p < 0,0001 por ANOVA de dois fatores seguida do teste de Newman-

Keuls (A) e teste t de Student (B). N = 30 vermes por grupo (derivado de 3 experimentos
independentes).
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6. DISCUSSAO

A metformina € um farmaco amplamente utilizado em seres humanos para o
tratamento de Diabetes Mellitus tipo Il (DM 1) (ORGANIZATION, 2013). Por outro lado,
estudos experimentais tém demonstrado que este farmaco também possui efeitos
benéficos ndo relacionados com a homeostase da glicose, mas sim com a protegao
do estresse oxidativo gerado por ROS e com o aumento da longevidade
(BATANDIER; GUIGAS; DETAILLE; EL-MIR et al., 2006; DE HAES; FROONINCKX;
VAN ASSCHE; SMOLDERS et al., 2014; XIAO; LIU; KONG; ZHU et al., 2022). De
particular importancia, tem-se observado o aumento da longevidade nas espécies de
camundongos C57BL (Mus musculus), no inseto D. melanogaster e no nematoide C.
elegans (MARTIN-MONTALVO; MERCKEN; MITCHELL; PALACIOS et al., 2013;
PRYOR; NORVAISAS; MARINOS; BEST et al., 2019). As evidéncias experimentais
tém sugerido que o aumento da longevidade induzido por metformina ocorre, ao
menos em parte, pela modulagao positiva da via do Nrf2, um fator de transcricdo que
regula a expressdo de multiplos genes antioxidantes, regulando o balango redox do
organismo (FARINA; VIEIRA; BUTTARI; PROFUMO et al., 2021; HAYES; DINKOVA-
KOSTOVA, 2014). Considerando alvos downstream ao Nrf2 apresentam papel
protetor conta o estresse oxidativo, incluindo aquele relacionado a ferroptse, neste
estudo objetivou-se investigar se a metformina protege, via gene SKN-1 (ortélogo ao
Nrf2 em nematddeos) contra a ferroptose em um modelo de dano induzido por citrato
férrico amoniacal (FAC) em C. elegans.

Em resumo, os resultados do presente estudo demonstraram que a metformina,
quando em contato prévio com bactérias E. coli OP50, protege conta a mortalidade e
a peroxidacgao lipidica induzida pelo modelo de iron-overload em nematoides N2,
porém, ndo em nematoides nocautes para o gene SKN-1 (cepa QV225). Além disso,
o tratamento com 50 mM de metformina, metabolizada durante 44 horas (iniciado em
estagio L1), aumentou a expresséo da proteina GST-4 marcada com GFP em animais
tipo selvagens N2 (59%); porém, na cepa nocaute para SKN-1, o aumento da
expressao foi pouco expressivo (17%).

O ferro (Fe) € um metal de transigdo essencial ao organismo humano, pois
participa de diversos processos bioquimicos necessarios para a vida. No entanto, os

niveis aumentados de Fe no organismo causam toxicidade e, em C. elegans, o
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aumento dos niveis de Fe diminui a sobrevivéncia (KLANG; SCHILLING; SORENSEN;
SAHU et al., 2014), além disso, alteragdes no ferro ferroso em C. elegans promove
fragilidade no envelhecimento, podendo levar a ferroptose (JENKINS, N. L.; JAMES,
S. A,; SALIM, A.; SUMARDY, F. et al., 2020), a qual representa um tipo de morte
celular dependente de ferro (DIXON; LEMBERG; LAMPRECHT; SKOUTA et al.,
2012). Conforme mencionado previamente, ha evidéncias de que a metformina é
capaz de aumentar a longevidade de C. elegans modulando positivamente o gene
SKN-1, ortélogo de NRF-2 em mamiferos (ONKEN; DRISCOLL, 2010). Além disso, a
ativagdo do gene NRF-2 tem se mostrado importante para a prote¢cao da mortalidade
ferroptotica, diminuindo os niveis de ROS e regulando de forma direta ou indireta o
metabolismo da GSH e GPx4, do ferro e de lipidios (DODSON; CASTRO-
PORTUGUEZ; ZHANG, 2019; HARADA; KANAYAMA; MARUYAMA; YOSHIDA et al.,
2011; HAYES; DINKOVA-KOSTOVA, 2014; URSINI, FULVIO; MAIORINO, MATILDE,
2020). Desta forma, hipotetizamos (previamente ao desenvolvimento deste trabalho)
que seria possivel a ocorréncia de prote¢cao da metformina contra a ferroptose em C.
elegans, induzida por FAC, através da ativagdo do gene SKN-1.

Os resultados demonstram que a toxicidade causada pelo Fe, em um modelo
de iron overload, causou mortalidade concentragao e tempo dependente, assim como
peroxidagao lipidica em ambas as cepas, selvagem (N2) e nocaute para o gene SKN-
1 (QV225) (Figuras 8 e 12). Esses dados corroboram com a literatura, demonstrando
que a exposicao ao ferro é toxica ao C. elegans (KLANG; SCHILLING; SORENSEN,;
SAHU et al., 2014). Nossos dados demonstraram um aumento da peroxidacao lipidica
nos nematoides expostos a 50 mM de FAC, no tempo de 48 horas (antes de indugao
significativa de mortalidade). Assim, sugere-se que a peroxidagao (marcador de
ferroptose) ocorre previamente a mortalidade. Estudos com Ferrostatina-1 poderiam
reforgar o envolvimento da ferroptose no modelo. Neste contexto, dados do grupo
(Mann et al. 2023, ainda nao publicados) ja demonstraram que a Ferrostatina-1
protege contra a peroxidacgao lipidica causada por FAC em um modelo experimental
idéntico ao utilizado no atual estudo, demonstrando que a causa da peroxidagao
lipidica é ferroptotica. No mesmo estudo previamente mencionado (Mann et al. 2023,
ainda nao publicados), a Ferrostatina-1 também protegeu contra a mortalidade

causada pelo FAC.
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Observou-se que a metformina, quando metabolizada pela bactéria E. coli, na
cepa selvagem N2, protegeu contra a mortalidade e da peroxidagao lipidica induzida
pela exposi¢cado ao FAC, tanto na concentragao de 50 mM quanto na mais alta de 145
mM (Figuras 10 e 11). No entanto, foi observado que esta protecdo nao ocorre
quando a metformina é oferecida ao verme sem metabolizag&o prévia pela bactéria
(Figura 9). O mesmo ocorre para a cepa nocaute para o gene SKN-1 (QV225), ndo
ocorrendo a protegao contra a mortalidade induzida por FAC quando a metformina é
oferecida ao verme sem metabolizagao prévia pela bactéria (Figura 13). Além disso,
a cepa QV225 ja demonstrou ser mais fragil na condi¢cao controle (auséncia de FAC)
nos estudos de sobrevivéncia (Figura 12 e 13). Adicionalmente, quando se avaliou os
niveis de peroxidagao lipidica, observou-se que o tratamento com metformina (apds
metabolizacdo pela E. coli) ndo protegeu contra a indugcédo de peroxidagao por FAC.
Ao contrario, o tratamento com metformina (ap6s metabolizagao pela E. coli) causou
um aumento nos niveis de peroxidacao lipidica em comparagdo ao grupo tratado
apenas com FAC (Figura 14). Em conjunto, esses dados corroboram com os dados
da literatura, que demonstram que o aumento da longevidade em C. elegans depende
da metabolizacdo da metformina pela E. coli, e da ativacdo do gene SKN-1
(CABREIRO; AU; LEUNG; VERGARA-IRIGARAY et al., 2013; ONKEN; DRISCOLL,
2010); nossos dados demonstram que 0 mesmo ocorre na protecédo da metformina
contra mortalidade e peroxidacao lipidica induzidos pelo modelo de iron-overload
através da exposicao ao FAC (Figura 16).

Para comprovar se a metformina estaria protegendo através da ativagéo do
gene SKN-1, avaliou-se a expressao da GST-4, classico alvo downstream cujo
aumento da expressao proteica depende da ativacdo do gene SKN-1 (OLIVEIRA;
PORTER ABATE; DILKS; LANDIS et al., 2009). Particularmente, investigou-se o efeito
do tratamento com metformina na expressdo proteica (medida através da
quantificacdo da fluorescéncia) nas cepas CL2166 (GST-4::GFP) e QV224 (nocaute
para SKN-1 e GST-4::GFP). O tratamento com metformina (metabolizada por E. coli)
durante 44 horas (da fase L1 a L4 dos nematoides) aumentou significativamente em
59% a expressdo proteica de GST-4, em relacdo ao controle, na cepa CL2166,
demonstrando que o tratamento com a metformina ativa o gene SKN-1 (Figura 15);
corroborando com os dados de protecao da mortalidade e peroxidacao lipidica

induzidos pelo modelo de iron-overload através da exposicdo ao FAC, possivelmente
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pelo motivo da metformina ativar as defesas antioxidantes em C. elegans antes serem
expostos ao FAC.

Ja na cepa QV224, nocaute para o gene SKN-1, também se observou um leve
aumento da expressdo de GST-4; porém, foi pouco expressivo (17% em relagdo ao
controle) (Figura 15). Possivelmente esse leve aumento se deve ao fato de outras
vias também serem capazes de ativar a GST-4, como por exemplo o gene DAF-16,
ortélogo ao FoxO em mamiferos (Ql; JI; LE; LI et al., 2021). No entanto, mesmo
induzindo um pequeno aumento na expressao de GST-4 na cepa nocaute para o gene
SKN-1, o tratamento com metformina n&o foi capaz e proteger contra a mortalidade e
peroxidagao lipidica induzidas por FAC, corroborando a ideia de que a protecéo
observada contra a morte ferroptética pelo modelo de iron-overload depende da via

de ativacado de SKN-1 em C. elegans (Figura 16).
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Figura 16: Possivel via de atuagdo da metformina em C. elegans. Primeiramente a metformina é
metabolizada pela bactéria E. coli, a qual o C. elegans se alimenta. Suspeita-se que algum metabdlito
da metformina ative o gene SKN-1 em C. elegans, levando a ativagdo de genes que possam prevenir
a ferroptose.
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A literatura relata que o tratamento com metformina, apés metabolizagao por
bactéria OP50, é capaz de ativar aak-2 em C. elegans, ortdlogo a AMPK (do inglés,
Adenosine  Monophosphate Activated Protein Kinase) em mamiferos e,
consequentemente, ativa o gene SKN-1, aumentando a longevidade (CABREIRO; AU;
LEUNG; VERGARA-IRIGARAY et al., 2013; ONKEN; DRISCOLL, 2010). Nosso
estudo demonstra que a ativagdo do gene SNK-1 pelo tratamento com metformina
(apbés metabolizagdo) é necessaria para que ocorra a protegao contra a mortalidade e
peroxidacgao lipidica induzidos pelo modelo de iron-overload através da exposi¢ao dos
nematoides ao FAC. Segundo Pryor et al. 2019, a metformina, através da
metabolizagcdo da bactéria E. coli, aumenta os niveis de agmatina (aminoguanidina
sintetizada pela decarboxilagdo do aminoacido arginina) no organismo, aumentando
a longevidade e a oxidagao de acidos graxos em C. elegans, assim como causando
aumento da longevidade e diminui¢ao de peso em Drosophila melanogaster (PRYOR,;
NORVAISAS; MARINOS; BEST et al., 2019). Desta forma, o aumento dos niveis de
agmatina no organismo do nematoide, resultantes da metabolizacdo e/ou acao da
metformina na E. coli, pode ser um possivel responsavel pela protecédo induzida pelo
tratamento com metformina na mortalidade induzida por FAC. Esta hipotese, embora
necessite de comprovacgao, é reforgada pelo fato de que a agmatina é capaz de ativar
o gene NRF-2 em mamiferos (FREITAS; EGEA; BUENDIA; NAVARRO et al., 2015).
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7. CONCLUSAO

Neste estudo conseguiu-se padronizar um modelo de iron-overload baseado na
exposicao aguda a FAC em C. elegans, e observou-se que a metformina metabolizada
pela bactéria E. coli protege contra a mortalidade e peroxidagao lipidica causados pela
exposicao de C. elegans ao FAC. Além disso, a metformina foi capaz de aumentar os
niveis de expressdo de GST-4 na fase L4 na cepa selvagem (N2) de C. elegans. Ja
na cepa nocaute para o gene SKN-1 exposta as mesmas condigdes, ndo se observou
protecdo do tratamento com a metformina, demonstrando esta protege da mortalidade
e da peroxidacéo lipidica através da ativagdo do gene SKN-1, confirmando a hipotese
desta dissertacdo, em que a metformina previne a ferroptose causada pelo modelo de
iron-overload baseado na exposi¢cdo aguda a FAC em C. elegans através da ativagéo
do gene SKN-1.

Mais estudos com ferrostatina-1, para investigacdo da ferroptose no modelo de
iron-overlod através da exposi¢cdo do C. elegans ao FAC, sdo necessarios. Além
disso, para melhor investigacao da via de atuacao e possivel metabdlito da metformina
que atuem na protecdo conta o dado ferroptético, € importante a realizagcdo de
experimentos para avaliar se a exposigao direta a agmatina € capaz de impedir a
mortalidade e a peroxidacao lipidica causadas por FAC em C. elegans, permitindo um
maior entendimento a respeito da via bioquimica de protecdo da metformina na

mortalidade causada pelo no modelo de iron-overlod através do FAC em C. elegans.
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