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RESUMO

O processo de envelhecimento é fisiologico e afeta as fungbes tanto
corporais quanto cognitivas, com concomitante redugdo das funcdes
bioldgicas ao longo da vida de um individuo. A idade avangada é um
dos fatores de risco para o surgimento de doengas neurodegenerativas
como, por exemplo, a doenca de Alzheimer (DA). Aliado a perda de
memoria observada nos pacientes, algumas alteracdes moleculares
importantes em seus cérebros acompanham os sintomas da DA, como
por exemplo, agregados do peptideo beta amildéde (AB). A SUMOilagédo
é um exemplo de modificagdo pds traducional descoberta recentemente
onde proteinas denominadas SUMO (do inglés, small ubiquitin-like
modifier) sdo adicionadas a proteinas alvo promovendo dessa forma
alteracdo da localizagdo subcelular, modificando a interagdo com
substratos, entre outros efeitos. A SUMOilag&o ja foi demonstrada como
neuroprotetora em diferentes modelos. Entre as moléculas enddgenas
associadas a neuroprotecdo, o nucleosideo guanosina, apresenta um
importante papel como neuromodulador e neuroprotetor em estudos
sobre o envelhecimento e DA. Nesse sentido, 0 objetivo desta tese foi
investigar se a guanosina poderia modular a SUMOilagdo in vivo e
promover alteragcbes comportamentais e também foi investigado se a
guanosina poderia modular a SUMOilagdo in vitro aliado & investigacao
do possivel mecanismo de acdo. Para o estudo in vivo foram utilizados
camundongos da linhagem C57BL/6 de 3 e 24 meses de idade. Os
animais foram tratados com guanosina (8 mg/kg intraperitoneal) durante
14 dias, e nos ultimos 8 dias submetidos aos testes comportamentais de
campo aberto, realocacdo de objetos, labirinto em Y, borrifada de
sacarose, suspensdo pela cauda e labirinto aquatico de Morris. O
tratamento com guanosina nos animais jovens e idosos ndo alterou per
se a atividade locomotora dos animais. Nos camundongos jovens o
tratamento com guanosina per se promoveu uma melhora na memoria
espacial de curta duracdo no teste de realocacdo de objetos. J& nos
camundongos idosos a guanosina promoveu a melhora na memoria
espacial de trabalho no teste de labirinto em Y. Com relagdo aos
comportamentos tipo-depressivos ndo foram observados efeitos no teste
de borrifada de sacarose quanto ao parametro de autolimpeza. No teste
de suspensdo pela cauda a guanosina aumentou o tempo de imobilidade
dos animais jovens, sugerindo um efeito no coping estrategy desses
animais. Para memoria espacial de longa duracdo no labirinto aquatico
de Morris ndo houve diferengas. Com relacdo aos niveis de
SUMOilagéo, houve um aumento significativo de SUMO1-ilagdo global



no hipocampo dos animais jovens e idosos com 0 tratamento com
guanosina. Com a abordagem in vitro, foi avaliado se a guanosina
promovia modificagdes na SUMOilacdo global de proteinas. Para isso
astrocitos e neurdnios corticais de cultivo primario foram tratados com
1, 10, 100, 300 e 500 uM de guanosina nos tempos de 1, 6, 24 e 48 h.
Os resultados obtidos na caracterizacdo in vitro mostram que a
guanosina aumentou significativamente a SUMO2/3-ilacdo global tanto
em astrdcitos quanto em neur6nios no tempo de 1 h e nas concentracfes
acima de 10 pM, e que o aumento em 1 h ndo é devido ao seu
metabdlito guanina. Em astrdcitos corticais foi verificado se a guanosina
previne alteracbes na captacdo de glutamato, viabilidade celular, e
reatividade astrocitaria induzida pelo peptideo APi-42. DoS pardmetros
alterados pelo peptideo APi142 pode-se observar que a guanosina
preveniu o fenétipo de reatividade astrocitaria. Uma vez identificadas
modificagbes na SUMOilacdo, 0s possiveis mecanismos moleculares
foram investigados. O bloqueio da internalizacdo da guanosina, com
dipiridamol, ndo alterou o aumento na SUMO2/3-ila¢do global induzida
por guanosina, demonstrando uma agdo extracelular da guanosina. O
bloqueio dos receptores de adenosina do tipo Ai; com 0 antagonista
DPCPX, aboliu o efeito da guanosina. O antagonista de receptores Aza
de adenosina, ZM241385, aumentou a SUMOilagdo per se. Sugerindo
gue o receptor Aza também modula a SUMOZ2/3-ilagdo. Para verificar o
efeito da guanosina na perda de viabilidade mitocondrial, neurénios
corticais foram incubados com rotenona. No protocolo empregado a
guanosina foi capaz de alterar a incorporacdo do corante mitocondrial
mitotracker e aumentar o fator de fissdo mitocondrial, contudo para
compreender o que esses resultados sugerem, experimentos futuros
precisam ser realizados. Esta tese é a primeira a demonstrar que uma
molécula enddgena, o nucleosideo guanosina, modulou a SUMOilagéo.

Palavras-chave: Peptideo B-amiloide. Receptores de adenosina.
Sistema purinérgico. SUMO.



ABSTRACT

The aging process is physiological and affects both body and cognitive
functions, with a concomitant decrease in biological functions
throughout the individual's life. Aging is one of the risk factors for the
development of neurodegenerative diseases, such as Alzheimer's disease
(AD). In addition to the memory loss observed in AD patients, some
important molecular changes in their brains go along with the symptoms
of AD, for example, beta-amyloid (AB) peptide aggregates.
SUMOylation is a posttranslational modification recently discovered
where proteins called SUMO (small ubiquitin-like modifier) are target
to proteins thereby promoting subcellular localization alteration,
modifying the interaction with substrates among other functions.
SUMOylation shown neuroprotective effects in different models.
Among the endogenous molecules associated with neuroprotection, the
nucleoside guanosine plays an important role as a neuromodulator and
neuroprotectant in studies on aging and AD. In this sense, the objective
of this thesis was to investigate if guanosine could modulate
SUMOylation in vivo and promote behavioral changes, and wheater
guanosine clould modulate SUMOylation in vitro with the investigation
of the possible mechanisms of action. For the in vivo study, C57BL/6
male mice from 3 and 24 month-old were used. The animals received
guanosine (8 mg / kg intraperitoneal) for 14 days, and in the last 8 days
underwent behavioral tests: open field, object relocation, Y-maze,
splash, tail suspension and Morris's water maze. Guanosine treatment in
young and aged mice per se did not change the locomotor activity. In
young mice guanosine treatment improved short-term spatial memory in
object relocation test. In aged mice, guanosine improved working-term
spatial memory in the Y-maze test. Regarding the depressive-like
behaviors, no effects were observed on the splash test on the grooming
behavior. In the tail suspension test, guanosine increased the immobility
time of young animals, suggesting an effect on coping strategies of these
animals. For long-term spatial memory in the Morris water maze no
differences were found. Regarding SUMOylation levels, there was a
significant increase of global SUMO1-ylation in the hippocampus of
young and old mice with guanosine treatment. The in vitro approach, it
was evaluated in a time / concentration dependent manner if guanosine
promoted modifications in the global protein SUMOylation. For this
objective, astrocytes and neurons from cortical primary cultures were
treated with 1, 10, 100, 300 and 500 uM guanosine at times of 1, 6, 24
and 48 h. The results obtained in the in vitro characterization showed



that guanosine significantly increased the global SUMOZ2/3-ylation in
both astrocytes and neurons at 1 h and in concentrations above 10 uM.
The increase observed in 1 h was not due to its metabolite guanine. In
cortical astrocytes, it was verified if guanosine would promote changes
in glutamate uptake, cell viability, astrocyte reactivity induced by the
ApPi42 peptide. From the parameters altered by the APi.42 peptide,
guanosine prevented astrocytic reactivity phenotipe. Once SUMOylation
modifications were identified, the possible molecular mechanisms were
investigated. Blockade of guanosine internalization with dipyridamole
did not alter guanosine-induced global SUMOZ2/3-ylation increase,
demonstrating an extracellular action of guanosine. Blocking A;-
adenosine receptors with the DPCPX antagonist, abolished the effect of
guanosine. The Aa adenosine receptor antagonist, ZM241385,
increased SUMOylation per se. Suggesting that the Aza receptor also
modulates SUMO?2/3-ylation. To verufy the guanosine effect in
mithocondria viability, cortical neurons were incubated with rotenone.
In the used protocol guanosine was able to alter the incorporation of
mitochondrial dye mitotracker and increase mitochondrial fission factor.
Althoug, further experiments are need to understand these results. This
thesis is the first to demonstrate that an endogenous molecule, the
nucleoside guanosine, modulated SUMOylation.

Keywords: Amyloid B peptide. Adenosine receptor. Purinergic system.
SUMO.
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Organizacdo e apresentacdo da tese

Essa tese foi dividida em trés objetivos principais organizados
em trés capitulos.

No capitulo | sdo apresentados os efeitos da guanosina em
camundongos C57BL/6 jovens e idosos em diferentes testes
comportamentais com uma concomitante investigacdo do perfil de
SUMOilacéo no cortex pré-frontal e hipocampo.

No capitulo Il sdo apresentados os resultados de uma
caracterizacdo in vitro para os efeitos da guanosina na SUMOilagéo de
proteinas em culturas de astrocitos e neurdnios corticais. Nesse mesmo
capitulo sdo apresentados os resultados obtidos no que tange a
investigacdo dos mecanismos de acdo da guanosina quanto a modulagéo
da SUMOQilacdo e o mecanismo de glioprotecdo da guanosina frente a
reatividade astrocitaria induzida pelo peptideo ABi.s2.

No capitulo Il sdo apresentados os resultados de uma
investigagdo in vitro para os efeitos neuroprotetores da guanosina na
disfungdo mitocondrial que estd presente em inumeras doencas
neurodegenerativas.

Quando houver a necessidade de adicdo de um novo tépico,
para melhor compreensdo, além do apresentado na introducdo desse
trabalho, em cada um dos capitulos é apresentado um aprofundamento
tedrico. Os objetivos especificos e os materiais e métodos de cada topico
estudado encontram-se descritos em seus respectivos capitulos.
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Capitulo | - Avaliacdo dos efeitos da guanosina na meméria e no
comportamento tipo-depressivo de camundongos C57BL/6 jovens e
idosos e o perfil de SUMOilagdo global de proteinas

Esse capitulo foi desenvolvido no Laboratdrio de Investigagdo Neuroquimica no
Departamento de Farmacologia da UFSC, coordenado pela professora Dr?.
Helena Cimarosti, e no Laboratério Experimental de Doengas
Neurodegenerativas no Departamento de Farmacologia da UFSC, coordenado
pelo professor Dr. Rui Prediger.

1 INTRODUCAO
1.1 Envelhecimento, Doenca de Alzheimer e Depressao

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), no ano de 2060, 1 em cada 4 brasileiros tera mais de 65 anos. A
projecdo para a expectativa de vida do brasileiro ao nascer — segundo
essa mesma pesquisa — serd alcancar 77,9 anos para homens e 84,2 anos
para mulheres, ou seja, teremos um predominio da populacdo idosa no
Brasil, fato esse que ja acontece em outros paises do mundo
(ALVARENGA; BRITO, 2018; IBGE, 2018).

Por definicdo, o envelhecimento é uma reducdo das funcdes
bioldgicas ao longo do tempo de vida de um individuo (SINGER, 2016).
O processo de envelhecer é fisioldgico, e afeta as funcdes tanto
corporais quanto cognitivas. Varios sdo os fatores que se somam e
afetam o funcionamento e o envelhecimento do cérebro, por exemplo,
dietas altamente caldricas, baixa escolaridade, as prdprias replicactes
celulares, os niveis de neurotransmissores, a idade avancada, entre
outros (MATTSON, 2003; PETERS, 2006; GUEST, 2019).

Com o aumento na expectativa de vida observado nos ultimos
anos também é de se esperar um aumento no indice de doencas
neurodegenerativas como, por exemplo, a doenca de Alzheimer (DA) e
a doenca de Parkinson (DP) (KARRAN; MERCKEN; DE STROOPER,
2011). A DA ¢ a doenca neurodegenerativa mais comum e acomete
cerca de 35,6 milhdes de pessoas no mundo sendo a maior causa de
deméncia em idosos (MAZUREK, 2000). Estima-se que, em 2050, 100
milhGes de pessoas terdo a DA no mundo (KARRAN; MERCKEN; DE
STROOPER, 2011). A DA ¢é caracterizada por uma neurodegeneracao
irreversivel, levando a uma série de sintomas iniciais e intermediarios.
Esses sintomas incluem perda progressiva da memoria e do desempenho
cognitivo, confusdo com tempo e espaco, isolamento social, mudancas
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de personalidade e no humor. Ja os sintomas tardios incluem dificuldade
de comunicacdo, mudancas de comportamento e desorientacdo
(MATTSON, 2004; GALTS etal., 2019).

Segundo a Alzheimer Association (2018), cerca de 40% dos
individuos diagnosticados com a DA também apresentam quadros de
depressdo que ocorre principalmente nos estagios iniciais e
intermediarios da DA. A depressdo ja foi considerada como um pré-
sintoma, ou seja, antecede 0s sintomas caracteristicos da DA. A
depressdo consiste de um distarbio psiquiatrico sendo uma das maiores
causas de incapacidade e afastamento de atividades. Acomete pessoas de
todas as idades e no mundo todo, além disso, a depressdo é um
componente muito presente em doencas neurodegenerativas (GALTS et
al., 2019).

Muito do conhecimento sobre a DA e a depressdao vém do
estudo em diferentes modelos animais, embora alguns dos sintomas
acima citados, tanto para a DA quanto para a depressdo, sejam
caracteristicas puramente humanas, ou seja, ndo acontecem
naturalmente em outras espécies tais como ratos, camundongos e
primatas. Contudo, varios aspectos do aprendizado e memdria bem
como comportamentos tipo-depressivos podem muito bem ser
explorados em modelos animais utilizando animais idosos,
administracdo de drogas que promovam alteracdes no comportamento,
intervencdo cirdrgica, entre outros (HELLWEG et al., 2007,
KRISHNAN; NESTLER, 2011; QUILLFELDT, 2015; SCHAMNE, et
al., 2018).

De uma maneira didatica, existem classificacfes para o estudo
das memorias. E possivel separéa-las de acordo com a duracio, onde uma
memoria de curta duracdo pode ser testada dentro de minutos ou horas
ou uma memdria de longa duracdo que pode ser testada em até dias ou
meses. As memérias podem ser classificadas de acordo com o seu
contetido, por exemplo, em humanos, memérias declarativas que
envolvem a memoria de fatos e eventos, ou de procedimentos como
andar de bicicleta. Ainda, as memorias podem ser associativas ou ndo
associativas, ou seja, uma tarefa que envolva a associacdo com um
estimulo. As memdrias ainda passam por um processo de formacao
dividido em aquisicdo, consolidacdo e evocagdo (para revisdo ver
SQUIRE, 1987; SQUIRE; KNOWLTON; MUSE, 1993, MCGAUGH,
2000; IZQUIERDO, 2002, QUILLFELDT, 2015).

Da mesma forma que o estudo das memoérias, 0s
comportamentos tipo-depressivos podem ser avaliados em diferentes
testes validados na literatura. Por exemplo, o teste de borrifada de
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sacarose pelo qual é possivel avaliar algumas caracteristicas tipo-
depressivas através da reducdo/aumento no comportamento de
autolimpeza, podendo ser interpretado como auto cuidado, motivacéo,
anedonia. E o teste de suspensdo pela cauda que, através dos parametros
reducdo/aumento no tempo de imobilidade, avalia questBes de
desamparo comportamental uma vez que o animal, por ndo conseguir
escapar da tarefa exibe a postura de imobilidade (para revisdo ver
CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005; KRISHNAN; NESTLER,
2011; GALTS et al., 2019).

A perda de memdria é uma caracteristica observada na DA e em
outros tipos de deméncia e tem relacdo com a morte neuronal nas areas
cerebrais afetadas, tais como hipocampo, amigdala e cdrtex, as quais se
relacionam com a formacdo de memdrias (CASELLI et al., 2006;
JELLINGER et al., 2006). Além dos sintomas caracteristicos da DA,
existe uma série de alteracdes patofisioldgicas que sdo multifatoriais
mas podem ser classificadas de diferentes formas para permitir analisar
e investigar as mudancas cerebrais gque ocorrem na doenca. Alteracdes
macroscapicas cerebrais como, por exemplo, o encolhimento do cérebro
sdo bem caracteristicas na DA. Existem ainda mudancas microscapicas,
tais como morte neuronal e alteragfes nos astrocitos (ROSSNER et al.,
2005).

Outra caracteristica bem evidente na DA seriam as mudancas
moleculares como alteracBes em proteinas que sdo marcos patolégicos
da doenca, como por exemplo, a hiperfosforilacdo da proteina tau e os
depositos extracelulares do peptideo beta-amiloide (AB) que formam as
placas amiloides (MASTERS et al., 1985; GOEDERT et al., 1988;
D'ANDREA et al.,, 2001; SELKOE, 2003; PARAMESHWARAN;
DHANASEKARAN; SUPPIRAMANIAM, 2008; BALLARD et al.,
2011; SERRANO-POZO et al., 2011). A formacdo das placas amiloides
nos pacientes com DA ¢ proveniente de uma clivagem diferencial da
proteina precursora amiloide (amyloid precursor protein, APP). A APP
¢ clivada por B- e y-secretases, originando um peptideo insollvel capaz
de agregar-se e causar neurotoxicidade.

Em individuos saudaveis, a clivagem da APP ¢é efetuada pelas
enzimas o-secretase seguida pela y-secretase, originando um peptideo
soltvel que ndo se acumula (para revisdo ver CHOW et al., 2010). Apos
sua clivagem o peptideo AP pode ter diferente nimero de aminoacidos,
geralmente entre 38 e 43 (a nomenclatura utilizada demonstra esse
numero: APiso - 40 aminoacidos, e AP142 - 42 aminoacidos). Estudos
prévios ja mostraram que o AP1-42 € mais insollvel e mais abundante nas
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placas amiloides do que o ABi-20 (SKOVRONSKY; DOMS; LEE, 1998;
IWATSUBO et al., 1994).

Além dos processos de clivagem, uma vez sintetizadas, as
proteinas podem passar por diferentes processos de regulacdo. Nesse
contexto, tanto o dobramento proteico correto, quanto 0s processos de
degradacéo e agregacdo de proteinas sdo mecanismos chave e regulados
por um sistema denominado modificacbes pos-traducionais (MPTS)
(HARTL, 2017). As MPTs sdo capazes de controlar a atividade de
proteinas pré-existentes de uma forma a responder rapidamente as
mudancas no meio intra e extracelular sem a necessidade de sintese de
novo, mas promovendo alteracOes tanto na localizacdo dessas proteinas
alvo, quanto aspectos funcionais como a interagdo com outras proteinas,
e ajustar os processos de agregacao e degradacdo citados anteriormente
(KHOURY; BALIBAN; FLOUDAS, 2011). Os exemplos de MPTs
mais estudadas sdo fosforilacdo, acetilagdo, ubiquitinagdo, metilacéo,
nedilagcdo e SUMOilacdo (FICULLE et al., 2018).

1.2 SUMOilagéo

O processo de SUMOilacdo ja foi demonstrado como um
importante regulador de proteinas envolvidas no envelhecimento celular,
na DA e em indmeras outras doencas do SNC, como isquemia,
Parkinson,  Huntington, entre  outras (para revisdo  ver
SILVEIRINHA; STEPHENS; CIMAROSTI, 2013; ANDERSON et al.,
2017). Para entender de que forma um anico fenbmeno, a SUMOQilacéo,
pode acarretar modificacdes de inimeras proteinas em tantas doencas
distintas, é preciso entender primeiro o que é e COmo 0corre 0 processo
de SUMOilac&o.

A SUMOilacdo é um fendmeno reversivel e fisioldgico, onde
ocorre a ligacdo covalente de uma proteina de 101 aminoacidos
chamada SUMO (small ubiquitin-like modifier) em proteinas pré-
existentes na célula. A SUMO liga-se covalentemente nas regides
consenso que contém o aminoacido lisina (Figura 1), modulando a
atividade, estabilidade e localizagdo subcelular da proteina pré-existente
(HAY, 2005; GEISS-FRIEDLANDER; MELCHIOR, 2007; HENLEY
et al., 2014). Atualmente sdo descritas 5 isoformas da proteina SUMO
em mamiferos, denominadas SUMO1, SUMO2, SUMO3, SUMO4 ¢
SUMOS5. Compartilhando 50% de homologia com a isoforma SUMOL1,
existem as isoformas SUMO2 e SUMO3 (diferem por apenas 3 residuos
entre si) sendo assim denominada SUMO2/3. A SUMO2/3 possui uma
lisina (11° residuo) que Ihe confere a capacidade de formar cadeias de
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poli-SUMOilacdo. Essas caudas sdo estendidas até o momento que a
isoforma SUMOL é recrutada, pois, essa isoforma ndo pode ser auto-
SUMOilada (TATHAM et al., 2001; BENCSATH et al., 2002;
BYLEBYL et al., 2003; GEISS-FRIEDLANDER; MELCHIOR, 2007;
YEH, 2009; HENLEY et al., 2014; LIANG et al., 2016).

A SUMO4 foi descoberta em 2004, mas ainda ndo é claro se
essa isoforma comporta-se como as demais conjugando-se a proteinas
alvo. Sabe-se que ela é expressa em baixos niveis e pode ter sua
expressdo aumentada em periodos de estresse celular exacerbado, bem
como é mais expressa no baco, linfonodos e rins, sendo implicada em
disfuncdes como, por exemplo, diabetes (BOHREN et al., 2004; GUO et
al., 2004; WEI et al., 2008). A isoforma SUMOS5, descrita mais
recentemente, em 2016, é tecido especifica, podendo ser encontrada nos
pulmdes, baco e sangue periférico (LIANG et al., 2016).

As proteinas alvo podem ser SUMOiladas e deSUMOiladas
devido ao ciclo de SUMOQilacéo (Figura 1). A primeira etapa desse ciclo
consiste na maturacdo da SUMO, com uma clivagem enzimatica para
expor a regido di-glicina COOH-terminal pelas enzimas sentrina
proteases (SENPs). Estdo descritas seis SENPs em humanos SENP1-3 e
SENP5-7 (HICKEY et al., 2012; HENLEY et al., 2014). Depois desse
processo de maturacdo, um motivo di-glicina é exposto na SUMO, e a
SUMO pode entdo ser ligada a regido consenso nas proteinas alvo. Ap6s
a maturacdo, duas formas de ligar a SUMO as proteinas alvo sdo
possiveis. Uma destas formas é de modo covalente, ou seja, 0 processo
de SUMOilacdo propriamente dito, onde a regido COOH-terminal do
fragmento SUMO se liga em uma regido consenso ¥-K-x-D/E (onde ¥
é residuo hidrofébico, K-lisina, x um residuo qualquer, D/E um residuo
acido) na proteina alvo. Contudo, também esta descrito na literatura que
a SUMO pode vir a interagir com outras proteinas de forma néo
covalente, nas regides chamadas SIM (SUMO interacting motif), esse
processo ndo é denominado SUMOilacdo, mas sim interacdo com
SUMO e requer diferentes regides consenso da proteina alvo (HECKER
et al., 2006; KERSCHER, 2007).

Seguindo a etapa de maturacdo da SUMO, a enzima E1
(heterodimero formado pelas subunidades SAE1 e SAE2), numa reagdo
que requer o consumo de adenosina trifosfato (ATP), transfere a SUMO
para a Unica enzima de conjugacdo E2 identificada até o momento, a
UBC9. Cada vez mais, vém sendo descritas enzimas E3 que atuam
retirando a SUMO da enzima UBC9 e fazendo a transferéncia para a
proteina alvo, sendo importantes para a SUMOilacdo de algumas
proteinas. No entanto, apenas algumas proteinas precisam das enzimas
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E3. Quando este é o caso, as enzimas E3 auxiliam na entrega da SUMO
da UBC9 para a proteina alvo, um exemplo de enzimas E3 sdo uma
familia de proteinas denominadas PIAS (protein inhibitor of activated
STAT) (DESTERRO et al., 1997; GONG et al., 1997; JOHNSON;
BLOBEL, 1997; LEE et al., 1998; SCHWARZ et al., 1998; GONG et
al., 1999; SHARROCKS, 2006; DROESCHER et al., 2013; HENLEY et
al., 2014). Sabe-se que a SUMOilacdo pode regular o seu proprio ciclo
por meio da SUMOilacéo das enzimas envolvidas, a prépria enzima de
conjugacdo da SUMO, UBC9, pode ser SUMOilada (KNIPSCHEER et
al., 2008), bem como a enzima de desconjugacdo SENP1 (BAILEY;
O'HARE, 2004).

Figura 1: Ciclo de SUMOilag&o de proteinas alvo.
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Uma descricdo completa do ciclo pode ser encontrada no corpo do texto.
Heterodimeros SAE1 e SAE2 formam a enzima E1 que transferem a SUMO
para a enzima UBC9 (SUMO conjugating enzime 9). Para algumas proteinas
pode haver a necessidade de uma enzima E3. As proteinas SUMOQiladas podem
ser deSUMOiladas través das SENPs (sentrin isopeptidades). K: lisina; ¥KXE:
regido consenso para SUMOilacéo (adaptado de MARTIN et al., 2007).

Apesar de a SUMOilacdo ser uma modificacdo covalente, ela
apresenta elevada reversibilidade, contribuindo para a plasticidade que
as células possuem para responderem rapidamente as diferentes
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exigéncias ambientais. Desta forma, além da maturacdo, as SENPs,
também sdo responsaveis por remover o fragmento SUMO da proteina
alvo e finalizar o ciclo de SUMOilacdo. Essas enzimas podem estar
distribuidas de forma diferente na célula, e ainda, podem ter diferentes
preferéncias pelas isoformas da SUMO (MUKHOPADHYAY; DASSO,
2007; YEH, 2009).

Como exemplificado na Tabela 1, sabe-se que a SENP1 e a
SENP2 tém ampla especificidade por SUMO1 e SUMO2/3 e funcionam
ambas na maturacao e desconjugacdo dessas proteinas. SENP3 e SENP5
preferem a isoforma SUMOZ2/3 e funcionam removendo essa isoforma
das proteinas alvo. SENP6 e SENP7 parecem agir preferencialmente na
desconjugacdo das cadeias de poli-SUMO2/3, porém parecem incapazes
de promover a maturacdo da SUMO2/3. SENP3 e SENP5 removem
SUMO2/3 monomeérica dos substratos e SENP6 e SENP7 removem as
cadeias de SUMO2/3 dos substratos (HICKEY et al., 2012).

Tabela 1: Isoformas das SENPs e a maturagdo/desconjugacdo das isoformas de
SUMO.

Nome Isoforma Maturacdo  Desconjugacéo
SENP1 SUMO1 e SUMO2/3  Sim Sim
SENP2 SUMO2/3e SUMO1 Sim Sim
SENP3 SUMO2/3 ND* Sim
SENP5 SUMO2/3 Nao Sim
SENP6 SUMO2/3 Ndo Sim
SENP7 SUMO2-3 Nao Sim

* ND: N&o descoberto; Informagdes adaptadas de HICKEY et al., 2012;
Fonte: o autor.

Os primeiros estudos sobre a SUMOilacdo sugeriam que se
tratava de um fendmeno nuclear (KAMITANI; NGUYEN; YEH, 1997;
SCHESCHONKA et al., 2007). Posteriormente, foram descobertas cada
vez mais proteinas alvo da SUMOilacdo que estavam fora do nlcleo
(para revisdo ver SCHESCHONKA et al., 2007; HENLEY et al., 2018).
Apesar de tratar-se de um topico de pesquisa relativamente novo, a
importancia do processo de SUMOilagdo tem sido muito bem
demonstrada. Isso fica evidente em alguns estudos de manipulacdo
genética onde ocorre a reducdo de proteinas da via de SUMOilacéo
(knockdown) ou sua retirada (knockout). A UBC9 é necessaria para a
viabilidade celular, pois, sua delegdo promove tanto anormalidades na
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segregacdo de cromossomos quanto a morte do embrido de
camundongos logo apds a implantacdo (NACERDDINE et al., 2005).
Também ja foi observado que deletar a UBC9 leva a apoptose em
células da linhagem DT40 (HAYASHI, 2002). Com relacdo a
manipulacGes genéticas das isoformas da SUMO, um grupo mostrou que
camundongos knockout para SUMOL seriam viaveis, justificando que a
SUMOZ2/3 poderia compensar a falta de SUMO1 (EVDOKIMOV et al.,
2008; ZHANG et al., 2008). Em leveduras, retirar 0 Unico gene
responsavel pela expressdo da proteina homéloga da SUMOL, as
leveduras ainda permanecem viaveis, porém, crescem mais lentamente
(TANAKA et al., 1999).

Figura 2: Consequéncias da SUMOilagéo em diversas proteinas pré-existentes.
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Dentre as consequéncias da SUMOilacéo estdo: (1) modular a abertura e o
fechamento de canais idnicos, (2) interagir com receptores ja inseridos na
membrana, (3) promover a internalizagdo de receptores alterando
consequentemente a localizagéo celular dos mesmos, (4) influenciar a dindmica
mitocondrial, em processos de fissdo e fusdo, (5) promover ou competir com
outras MPTs como, por exemplo, caudas de poli-ubiquitina, (6) promover
mudanca conformacional, (7) poli-SUMOQilagdo (SUMOZ2/3) de proteinas, (8)
modular a atividade de uma proteina em diferentes compartimentos celulares,
(9) atuar em fatores de transcri¢do nucleares, em proteinas de reparo do DNA e
condensagdo de cromatina (adaptado de GEISS-FRIEDLANDER;
MELCHIOR, 2007).
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Pode-se observar na Figura 2 as inimeras consequéncias que o
processo de SUMOilacdo pode desencadear em uma proteina alvo,
como por exemplo, desde a internalizagdo de receptores de glutamato do
tipo GIuR6 (exemplo 3, na Figura 2) até o recrutamento de fatores
inibitérios para a regido promotora de um gene, modificado o estado da
cromatina e impedindo a transcricdo de um gene (exemplo 9, na Figura
2) (VERGER et al.,, 2003; GILL, 2005; ULRICH, 2005, GEISS-
FRIEDLANDER, MELCHIOR, 2007; GEOFFROY, HAY, 2009;
HENLEY et al., 2014).

Apobs essa breve revisdo da literatura aqui apresentada, com
uma descricdo de como ocorre o processo de SUMOilacéo é possivel
perceber que qualquer proteina na célula com uma regido consenso
podera ser SUMOQilada. Recentemente foram descritas mais de 1600
proteinas que podem ser alvo da SUMO em mais de 4000 sitios de
SUMOilacdo (HENDRIKS et al., 2014). Uma vez apresentado quais as
consequéncias celulares e moleculares que a SUMOilacdo promove, €
possivel entender porque ela ja foi implicada em indmeras doencas
neurodegenerativas (para revisdao ver ANDERSON et al., 2017).

1.3 SUMOilac¢éo e Neuroprotegédo

A SUMOilagdo chamou muito a atencdo de pesquisadores
quando foi observado que ela estava dramaticamente aumentada em
esquilos durante a hibernagéo, o que desde entdo levou a hipdtese de que
a SUMO poderia proteger as células quando as mesmas encontram-se
em um ambiente de baixos niveis de oxigénio e glicose (LEE et al.,
2007). A SUMOilagdo desde entdo tem sido implicada em diferentes
doencas do SNC como, por exemplo, na isquemia. Neurbnios
hipocampais expostos a privacdo de oxigénio e glicose (POG), um
modelo de isquemia in vitro, apresentam elevada SUMOilacéo global de
proteinas e a super-expressdo de SENPs (enzimas desconjugantes)
aumentam a morte neuronal (CIMAROSTI et al., 2012). Este entre
outros estudos vém acrescentando evidéncias sugerindo que a
SUMOilacéo interfere com o destino de neurbnios apés um evento
isquémico, tendo potencial para induzir neuroprote¢do (CIMAROSTI et
al., 2008; LEE et al., 2009; DATWYLER et al., 2011).

Em um curto espaco de tempo, grupos independentes
mostraram que a SUMOilacao estava implicada na disfuncéo sinaptica e
morte neuronal que ocorrem na DA, onde a APP e as B-secretases foram
descritas como alvos da SUMO (DORVAL; FRASER, 2006; ZHANG;
SARGE, 2008; YUN et al., 2013; MARTINS; TASCA; CIMAROSTI
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2016). Em camundongos transgénicos para a DA (Tg2576, que super-
expressam a APP mutada) analises de SUMOilacdo em bandas
especificas mostraram-se significativamente diferentes no hipocampo e
no cértex (MCMILLAN et al., 2011).

Ja foi demonstrado que a ativacdo neuronal normal promoveu
aumento da SUMOQilacdo. Em animais transgénicos para DA, bem como
em amostras de hipocampo de pacientes confirmados com a DA houve
uma reducdo de SUMOZ2/3-ilacdo principalmente em proteinas de alto
peso molecular. A SUMO2/3-ilagdo também mostrou-se diminuida no
hipocampo dos animais transgénicos Tg2576 em 8, 14 e 26 meses de
idade. Neste mesmo estudo Lee e colaboradores (2014) mostraram que 0
prejuizo cognitivo causado pelo AP foi revertido pelo aumento da
enzima de conjugacdo da SUMO, UBCY, recuperando os déficits na
potencializacdo de longo prazo (LTP) e memoria (LEE et al., 2014).
Também ja foi demonstrado que a enzima histona deacetilase pode ser
SUMOilada, e esse mecanismo atuaria como protetor em animais
transgénicos para a DA (APP/PS1, mutantes para proteina precursora
amiloide e presenilina 1) (ZHANG et al., 2012; TAO et al.,, 2017,
ZUSSO et al., 2018).

Por outro lado, Cho e colaboradores (2015), ao investigar os
niveis de SUMOL no plasma de pacientes, observaram um aumento
significativo dessa isoforma nos pacientes com DA comparado com
individuos idosos controle (CHO et al., 2015). Marcelli e colaboradores
(2016) sugeriram que a SUMOilagdo poderia ser um alvo farmacolégico
na disfuncdo sinéptica que ocorre na DA, uma vez que um aumento nos
niveis de SUMO1-ilacéo foi observado no cértex de pacientes com DA.

Em 2014 Wang e colaboradores sugeriram que a SUMOQilagéo é
essencial para formagdo de memodrias aversivas, ap6s realizarem
experimentos em camundongos com knockdown das trés isoformas
SUMO1-3. A diminuicdo das isoformas afetou mais areas como
hipocampo, amigdala e a camada cinco do cértex. Os animais com
menos SUMOilacdo demostraram prejuizo na memoéria de medo e
respostas com caracteristicas ansiogénicas, além de uma diminuicio de
densidade de espinhas dendriticas. Contréario a estes achados Matsuzaki
e colaboradores (2015) observaram que camundongos transgénicos que
super- expressavam SUMOL em éreas como o hipocampo, cértex,
cerebelo e bulbo apresentavam diminui¢do da transmissdo sinéptica
basal, prejuizo pré-sinaptico, perda de espinhas dendriticas, juntamente
com um prejuizo na formacdo de meméria de medo contextual. Esses
resultados controversos podem ser atribuidos a diferencas no modelo
experimental empregado e ainda na diferente manipulacdo genética,
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pois, um estudo retirou as trés isoformas ao passo que no outro houve a
super-expressdo de apenas SUMOL.

Com relacéo ao envelhecimento, um estudo realizado em tecido
de murinos e humanos comparando jovens e idosos mostrou um
aumento de SUMOilacdo global de proteinas nos individuos idosos,
sugerindo que a SUMOilagdo teria um papel importante no processo de
envelhecimento (ANDREOU; TAVERNARAKIS, 2010). Nesse mesmo
contexto, ja foi demonstrado que a UBC9 influencia no retardo da
senescéncia celular (MCMANUS et al., 2018). Em um estudo sobre o
perfil ontogenético da SUMOilacdo global em camundongos, foi
observado que ocorreu um pico na conjugacdo de SUMO1 e SUMO2/3
aos 6 meses (camundongos adultos), enquanto que aos 18 meses
(camundongos idosos) ocorreu uma reducdo de ambas isoformas
(FICULLE etal., 2018).

Considerando a quantidade de proteinas alvos da SUMOilag&o,
e 0 impacto celular que ela causa, surgiu nos Gltimos anos o grande
interesse em promover sua modulacdo. Até 2009, ndo haviam sido
descritas moléculas quimicas que pudessem modular a SUMOilag&o.
Entretanto, hoje em dia estd crescendo cada vez mais o nimero de
trabalhos que buscam moléculas capazes de modular esta importante
maquinaria celular. Um dos trabalhos pioneiros na busca de
moduladores da SUMOila¢do avaliou uma biblioteca de compostos
botanicos, e descreveu que o acido gincélico (presente na planta Ginkgo
biloba) inibiu a SUMOilagdo global de proteinas (SUMO1) na
concentracdo de 100 pg/mL, o mesmo efeito foi observado com seu
analogo &cido araquiddnico, ambos diminuiram a SUMOilacdo sem
afetar a ubiquitinacdo, tanto in vivo quanto in vitro (FUKUDA et al.,
2009). Desde entdo, antibidticos, flavonoides, polifendis entre outros
compostos  bioloégicos e sintéticos foram identificados como
moduladores da SUMOilacdo (SUZAWA et al., 2015).

Nos Ultimos anos os efeitos neuroprotetores de uma molécula
enddgena do sistema purinérgico, a guanosina, vém sendo investigados
em diferentes modelos in vitro e in vivo (LANZNASTER, et al., 2016a;
TASCA, et al., 2018). Estudos ja demostraram tanto um potencial efeito
anti-envelhecimento da guanosina em células gliais (SOUZA et al.,
2016), quanto neuroprote¢do contra a exposi¢do ao peptideo APi-40 in
vivo (LANZNASTER, et al., 2017) e in vitro (PETTIFER et al., 2004),
sugerindo que a guanosina pode ser um importante neuromodulador do
SNC.
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1.4 Sistema Purinérgico

O sistema purinérgico possui inimeras enzimas, moléculas e
receptores ja descritos e identificados. Essas moléculas compreendem 0s
derivados da guanina e da adenina, que constituem o grande grupo das
purinas. Os primeiros estudos dessa area inicialmente caracterizaram
esses componentes como sinalizadores intercelulares. Os derivados da
adenina até o momento foram mais estudados e apresentam um volume
maior de dados na literatura, eles compreendem a adenosina, ATP,
adenosina-5"-difosfato (ADP), adenosina-5-monofosfato (AMP) e a
adenosina-5"-monofosfato ciclica (AMPc) (Figura 3) (para revisdo ver
SCHIMIDT, LARA; SOUZA, et al., 2007; LANZNASTER, et al
2016a).

Figura 3: Estruturas quimicas da adenina e seus derivados.
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ATP: Adenosina trifosfato; ADP: adenosina difosfato; AMP: adenosina
monofosfato; AMPc: adenosina monofosfato ciclica. Fonte: o Autor.

Os derivados da guanina por sua vez, compreendem a
guanosina, guanosina-5 -trifosfato  (GTP), guanosina-5"-difosfato
(GDP), guanosina-5"-monofosfato (GMP) e a guanosina-5"-monofosfato
ciclica (GMPc) (Figura 4). Inicialmente os derivados da guanina foram
descritos como moduladores de processos intracelulares relacionados
com as proteinas G, que participam como efetoras na transducao de sinal
intracelular, uma vez que a atividade dessas proteinas requer a hidrolise
de GTP (estado ativo) para GDP (estado inativo) (para revisdo ver
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SCHIMIDT; LARA; SOUZA, et al.,, 2007; LANZNASTER, et al
20164a).

Figura 4: Estruturas quimicas da guanina e seus derivados.
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GTP: guanosina trifosfato; GDP: guanosina difosfato; GMP: guanosina
monofosfato; GMPc: guanosina monofosfato ciclica. Fonte: o Autor.

Na Figura 5 pode-se observar os componentes do sistema
purinérgico e algumas enzimas que participam de sua regulagdo. As
ectonucleotidases sdo as enzimas responsaveis por clivar o ATP e o
GTP at¢ AMP ¢ GMP, a partir desse passo as 5’-ectonucleotidases
formam adenosina e guanosina, respectivamente. Na reacdo seguinte, a
adenosina é degradada a inosina e a guanosina é degradada a guanina.
Finalmente, essas duas moléculas sdo metabolizadas a hipoxantina,
Xantina, acido Urico e podem ser eliminadas do organismo (para revisao
ver SCHIMIDT; LARA; SOUZA, et al., 2007; LANZNASTER, et al
2016a).

Uma vez identificado os efeitos intracelulares, os efeitos
extracelulares das purinas comegaram a ganhar atencdo de
pesquisadores de diferentes areas e indmeras implicacdes foram
atribuidas a elas como sera descrito a seguir. A literatura sugere que 0
metabolismo das purinas per se estd alterado nos estagios iniciais da
DA, com reducdo significativa nos niveis de adenosina e guanosina em
estruturas como o cortex pré-frontal (ALONSO-ANDRES et al., 2018).
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Figura 5: Sistema purinérgico e seus componentes.
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Estratégias terapéuticas como o uso de inibidores das enzimas
que degradam AMPc e GMPc (fosfodiesterases), componentes
importantes do sistema purinérgico, ja mostraram efeito em relagdo a
melhora de memoria tanto de animais idosos quando em modelos da
DA, sendo sugeridas pelos autores como uma alternativa farmacologica
para o tratamento da DA (HECKMAN; WOUTERS; PRICKAERTS,
2015).

O sistema purinérgico da adenina é melhor caracterizado
comparado com os dos derivados da guanina (LANZNASTER et al.,
2016a). Existem evidéncias de que o GTP pode ser armazenado e
liberado de vesiculas sinapticas, sugerindo que os derivados da guanina
podem atuar como neurotransmissores (SANTOS; SOUZA; TASCA,
2006). As enzimas extracelulares que hidrolisam os nucleotideos da
adenina também o fazem com os da guanina (ZIMMERMMANN,
1996). Apesar de a guanosina ser produzida no meio extracelular
(CICCARELLLI, 2001), ainda ndo foram identificados receptores para
guanosina, embora seu efeito neuroprotetor ja tenha sido descrito em
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diversos modelos de degeneracdo neural, in vivo e in vitro (para revisao
ver SCHIMIDT, LARA; SOUZA et al., 2007; LANZNASTER, et al
2016a, BETTIO; GIL-MOHAPEL; RODRIGUES 2016; TASCA et al
2018; DI LIBERTO et al 2016).

1.5 Guanosina e Neuroprotecédo

Em modelos in vitro, a guanosina protegeu ceélulas de
neuroblastoma (SH-SY5Y) contra apoptose induzida pelo peptideo
AP2sss (PETTIFER et al., 2004). Em um estudo posterior Tarozzi e
colaboradores (2010) também observaram efeito protetor da guanosina
em ceélulas SH-SY5Y contra a toxicidade do peptideo Api42, mas
apenas quando ambos (guanosina e Afis2) Sd0 adicionados
concomitantemente. J& mudancas relacionadas com o processo de
envelhecimento de astrdcitos, como redugdo na captacdo de glutamato e
na atividade da enzima glutamina sintetase, bem como alteracGes em
mediadores inflamatérios, foram prevenidas pela guanosina (SOUZA et
al., 2016). Além disso, a guanosina protegeu fatias de estriado
submetidas ao modelo in vitro da DP que utiliza 6-hidroxidopamina (6-
OHDA), uma toxina que bloqueia o complexo | mitocondrial, aumenta
os radicais livres e promove disfuncdo mitocondrial com deplegdo dos
niveis de ATP (MARQUES; MASSARI; TASCA, 2019). A guanosina
também ja protegeu contra disfuncdo mitocondrial induzida por um
modelo de desbalanco de Ca?* reduzindo espécies reativas de oxigénio
(COURTES et al., 2019).

Sabe-se que em abordagens in vivo para investigacdo da DA
muitos estudos utilizam como modelo experimental uma Unica
administragdo do peptideo APi-40 e/ou APi42 para mimetizar algumas
alteracdes relacionadas aos estagios iniciais da DA (PREDIGER et al.,
2007; MARTINS et al., 2015; BICCA et al., 2015). Nesse contexto,
Lanznaster e colaboradores (2017) avaliaram o efeito do tratamento
crénico com guanosina (8 mg/kg, i.p.) por 14 dias consecutivos em
camundongos Swiss submetidos a infusdo intracerebroventricular com o
peptideo Ai.40 € Observaram que a guanosina preveniu os déficits de
memoéria e o comportamento anedonico causado pelo Ao
(LANZNASTER, et al., 2017).

J& foi observado que a guanosina aumenta fisiologicamente
apo6s duas horas em um evento isquémico e se mantem em niveis
elevados até 7 dias (UEMURA et al., 1991). Em astrécitos, a exposicao
a hipoglicemia e hipdxia aumenta os niveis extracelulares dos derivados
da adenina em 2,5 vezes e os derivados da guanina em 3,5 vezes
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(CICCARELLI et al., 1999). Esse aumento na liberacdo endégena de
guanosina ja foi demonstrado ser protetor em modelos de isquemia
(OLESKOVICZ et al., 2008; DAL-CIM et al., 2011). O efeito protetor
se estende a resultados in vivo em que ratos que receberam a guanosina
tiveram prevencdo no prejuizo comportamental e cerebral apos evento
isquémico (RAMOS et al., 2016). Quando administrada de forma aguda
(8 mg/kg) depois da oclusdo da artéria cerebral, a guanosina, foi capaz
de prevenir o prejuizo cognitivo, diminuir o volume de infarto celular e
atenuar a inflamacdo (RATHBONE et al., 2011; HANSEL et al., 2015).

Em camundongos adultos a guanosina administrada
previamente a inducdo do modelo de convulsdo induzida por &cido
quinolinico, preveniu as crises convulsivas (DE OLIVEIRA et al.,
2004). Em sinaptossomas de ratos Wistar a guanosina também foi capaz
de prevenir a liberacdo de glutamato causada pelo acido quinolinico,
sugerindo que a guanosina pode atuar no sistema glutamatérgico
(TAVARES et al.,, 2005). A guanosina ja apresentou efeitos tipo-
ansioliticos que parecem envolver os sistemas glutamatérgicos e
adenosinérgicos (ALMEIDA et al.,, 2017). Ja foi demonstrado no
traumatismo craniano que a administracdo aguda de guanosina promove
neuroprotecdo via sistema adenosinérgico, melhora dano mitocondrial e
recupera os niveis de transportadores de glutamato gliais (GERBATIN
etal., 2016; DOBRACHINSKI et al., 2017; GERBATIN, et al., 2019).

Ja foi demonstrado que camundongos Swiss tratados com
guanosina (5 mg/kg/dia, via oral) por 21 dias apresentaram um aumento
no namero de neurbnios imaturos no giro denteado do hipocampo
mostrando um potencial neurogénico acompanhado de um efeito tipo
antidepressivo avaliado no teste de suspensao pela cauda (BETTIO et
al., 2016). Cabe salientar que dentro da revisdo da literatura aqui
apresentada, ndo foram encontrados estudos publicados que avaliaram
os efeitos da guanosina no SNC utilizando camundongos C57BL/6
como modelo animal, apenas camundongos Swiss e ratos Wistar.

Dentro dos mecanismos de acdo ja propostos para a guanosina,
evidéncias apontam que a guanosina atue em vias de sinalizacdo
intracelular que incluam a enzima glicogénio sintase cinase 3
(GSK3p), essa serina/treonina cinase € importante em uma série de
eventos bioldgicos como metabolismo e morte celular e é um
componente da via de sinalizagdo da PISK/AKT. Diferentes trabalhos,
utilizando diferentes modelos experimentais, demonstraram que a
guanosina promoveu a fosforilagdo das enzimas GSK3p, AKT, em fatias
hipocampais (MOLZ et al., 2011), em células SH-SY5Y (DAL CIM et
al., 2012), e em astrocitos corticais (DI IORIO et al., 2004). Também ja
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foi demonstrado que a guanosina aumenta a fosforilagdo da proteina
CAMP response element binding (CREB, um fator de transcricdo
celular) em células tronco neuronais (SU et al., 2013). Esses resultados
sugerem que a guanosina pode atuar em MPTs, uma vez que ela
aumentou a fosforilacdo das proteinas acima mencionadas. Entretanto,
até o presente momento ainda ndo existem trabalhos publicados que
mostrem que a guanosina também possui um efeito na SUMOilagéo de
proteinas.

Com base no exposto acima a hip6tese do presente trabalho é de
gue a guanosina possui um novo mecanismo de acdo ainda ndo descrito
na literatura, onde é capaz de modular a SUMOilagdo global de
proteinas, in vivo e in vitro, e um dos mecanismos de acdo possiveis
para esse efeito é via modulacdo dos receptores de adenosina.

1.6 Justificativa

Como apresentado na introducdo do presente trabalho a
guanosina possui inumeros efeitos protetores in vivo. Muitos dos
trabalhos avaliaram os efeitos da guanosina em ratos Wistar e em
camundongo Swiss, entretanto ndo foram encontrados trabalhos
publicados que avaliassem os efeitos da guanosina na linhagem
C57BL/6. Por esses motivos foi avaliado se a guanosina promoveria
melhora cognitiva e seu potencial efeito antidepressivo em
camundongos C57BL/6 jovens e idosos. Em razdo de os mecanismos de
acdo da guanosina ainda ndo estarem totalmente elucidados, mas por ela
apresentar uma capacidade de modular MPTs, foi analisado se a
guanosina modularia o perfil de SUMOilag¢&o no hipocampo e no cértex
pré-frontal desses animais.
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2 OBJETIVO GERAL

Verificar o efeito in vivo da guanosina na meméria € no
comportamento tipo-depressivo de camundongos C57BL/6 jovens (3
meses) e idosos (24 meses) e determinar os niveis de SUMOilacdo
global nas principais estruturas cerebrais envolvidas nestes processos.

Obijetivos Especificos

1- Analisar o efeito da guanosina na meméria e no comportamento tipo-
depressivo de camundongos C57BL/6 jovens e idosos tratados com
guanosina por 14 dias.

2- Determinar o efeito da guanosina nos niveis de SUMO1-ilacdo e
SUMO2/3-ilacdo global de proteinas no hipocampo e cértex pré-frontal
de camundongos C57BL/6 jovens e idosos tratados com guanosina por
14 dias.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Consideracdes Eticas

Todos os procedimentos utilizados neste trabalho estdo de
acordo com os padrdes éticos e cuidado animal do comité de ética da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), onde foram seguidas as
recomendacOes éticas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratorio. Os procedimentos foram previamente aprovados pela
Comissdo de FEtica no Uso de Animais (CEUA) sob nimero
1454270417,

3.2 Animais

Foram utilizados 53 camundongos jovens (3 meses) e 20
camundongos idosos (24 meses) da linhagem C57BL/6, pesando entre
28-35 g. Os animais foram mantidos em grupos de 4 ou 5, em caixas de
polipropileno. A temperatura do biotério e da sala de experimentos foi
mantida em 23 £ 1°C. O ciclo de luz (12 /12 h) foi controlado, as luzes
acendiam as 7 h da manhd, os animais tiveram livre acesso a agua e
comida. Antes de todos os experimentos 0s animais eram ambientados
na sala de experimentacdo por pelo menos 20 min. Os animais foram
pesados em dias intercalados para acompanhar possiveis alteracdes
devido ao tratamento intraperitoneal (i.p.) se estender por 14 dias.

3.3 Tratamentos

A guanosina (n° de catilogo E6752 — Sigma-Aldrich) foi diluida
em solucdo salina, e a dose utilizada de 8 mg/kg (i.p.) foi retirada de
trabalhos prévios (LANZNASTER et al., 2017). Os animais controle
receberam o mesmo volume de solucdo salina (10 mL/kg, i.p). No
presente estudo, foi avaliado o comportamento dos animais durante o
periodo de administracdo de guanosina e ndo ap6s como em estudos
anteriores (LANZNASTER et al., 2017). Os tratamentos foram
realizados sempre no periodo da manha e os testes comportamentais no
periodo da tarde para evitar resultados devido ao efeito agudo da
guanosina. Dos animais jovens utilizados nesse estudo, 25 receberam
inje¢des intracerebroventricular (i.c.v.) do peptideo APi-42 (400 pmol),
no terceiro ventriculo. Como ndo foram observadas alteracdes
comportamentais os resultados obtidos com esses animais encontram-se
no apéndice A.
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3.4 Protocolo Experimental

Todos os animais passaram pela mesma bateria de testes
comportamentais como exemplificado na Figura 6. Contudo, os animais
jovens e idosos passaram pelo protocolo experimental em dias
independentes, por esse motivo o efeito do fator idade ndo foi avaliado.
As idades escolhidas de 3 e 24 meses estdo de acordo com trabalhos da
literatura onde os animais sdo considerados adultos e idosos
respectivamente (FLURKEY; CURRER; HARRISON, 2007; THE
JACKSON LABORATORY, 2019).

Figura 6: Protocolo experimental utilizado no estudo in vivo.
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No primeiro dia, os camundongos da linhagem C57BL/6, jovens e idosos, em
experimentos independentes, receberam o primeiro tratamento com guanosina
ou salina pela via intraperitoneal. Os testes comportamentais comegaram a partir
do 8° dia, na seguinte ordem: campo aberto, realocacdo de objetos, labirinto em
Y, borrifada de sacarose, teste de suspensdo pela cauda, treino e teste no
labirinto aquéatico de Morris (MWM). No 14° dia ap6s o teste no MWM o0s
animais foram eutanasiados e o hipocampo e o cértex pré-frontal foram
coletados para as analises de SUMOilagéo.

3.5 Anélises Comportamentais

Com o intuito de eticamente diminuir o uso de animais, 0S
camundongos utilizados nesse estudo foram submetidos a uma bateria
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de testes comportamentais, seguindo uma ordem onde o teste
considerado menos aversivo foi realizado primeiro e 0 mais aversivo por
Gltimo. O primeiro teste realizado foi 0 do campo aberto, seguido pelos
testes de reconhecimento de objetos, labirinto em Y, borrifada de
sacarose, suspensao pela cauda e labirinto aquéatico de Morris (MWM)
(Figura 6). Os animais foram submetidos a apenas um dos testes por dia
e todos os testes foram realizados em salas com baixa luminosidade.
Pistas visuais foram fixadas nas paredes da sala de experimentacdo nos
testes de campo aberto, realocacdo de objetos, labirinto em Y e MWM.
Os aparatos foram limpos com alcool 10% entre cada animal. Os
comportamentos foram filmados e gravados para andlise posterior.

3.5.1 Campo Aberto

O campo aberto consiste em uma arena quadrangular (40 x 40 x
40 cm) e a habituacdo dos animais a este ambiente foi analisada. Os
animais foram expostos ao campo aberto durante 10 min e foram
avaliados distancia total percorrida, tempo de permanéncia no centro do
aparato e nimero de entradas na area central do aparato (VINADE et al.,
2005; RIAL et al., 2014). A primeira exposicdo ao campo aberto foi
considerada como uma familiarizacdo a caixa experimental para a
realizacdo do teste de realocacdo no dia seguinte.

3.5.2 Teste de Realocagdo de Objetos

O teste de realocacdo de objetos consistiu em duas sessdes de 5
min cada. Na primeira sessdo (treino), dois objetos idénticos (pecas
Lego® medindo 3 x 5 x 4 cm) foram colocados no aparato, afastados 8
cm das paredes do aparato. Ap6s 90 min, os animais foram re-expostos a
caixa (sessdo teste), porém o objeto da direita foi deslocado 45 graus
mantendo o afastamento de 8 cm das paredes do aparato. Foram
analisados o tempo total de exploracdo dos objetos no treino e no teste.
Foi considerado exploracdo do objeto o tempo em que o animal cheirou
Ou moveu suas Vvibrissas a 1 cm dos mesmos. O indice de discriminacdo
foi obtido pela divisdo entre o tempo (T) de exploracdo do objeto
deslocado vezes 100, dividido pelo tempo de exploracdo do objeto
deslocado somado com o tempo de exploragdo do objeto ndo deslocado
(objeto familiar), de acordo com a seguinte férmula T gesiocado X 100/ T

deslocado + T familiar.
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3.5.3 Teste de Borrifada de Sacarose

No teste de borrifada de sacarose é avaliado 0 comportamento
de autolimpeza, o qual é geralmente interpretado na literatura como
auto-cuidado (TAKSANDE et al., 2013). Os animais foram colocados
em funis de vidro transparente (25 x 10 cm de didmetro) para
ambientacdo durante 5 min antes do inicio do teste. O teste consistiu em
borrifar uma solucdo contendo sacarose 10% no dorso do animal, onde
sdo contabilizados o tempo total de autolimpeza (seja da face, focinho,
cabega ou corpo inteiro) e a laténcia do animal em iniciar a primeira
autolimpeza, esse teste teve duracdo de 5 min (MORETTI et al., 2012).

3.5.4 Labirintoem Y

Esse teste permite avaliacdo da memoria espacial de trabalho,
gue pode ser avaliada pela quantidade de alternéncias corretas entre 0s
bracos do labirinto. Os animais foram colocados no centro do labirinto
em Y. Cada um dos trés bracos (45 cm de comprimento x 5 cm de
largura), espacados em 120°, foram identificados como A, B ou C. O
teste tem duragdo de 5 min. Cada entrada foi contabilizada apenas
guando o animal entrou com as quatro patas em um dos bracos.
Considerou-se uma alterndncia correta quando trés bragos diferentes
foram visitados em sequéncia sem repetir o braco anterior (ABC, BCA,
CBA, CAB, ACB) e a quantidade méaxima de alternancias espontaneas
foi quantificada como o nimero total de entradas nos bragos do labirinto
menos dois. Assim, a porcentagem de alternancias corretas foi calculada
pela férmula [(alternancias realizadas/nimero méaximo de alternancias)
x 100] (ONAOLAPO; ONAOLAPO, 2013; LANZNASTER et al.,
2017).

3.5.5 Teste de Suspensdo pela Cauda

Para avaliar o comportamento tipo-depressivo foi utilizado o
teste de suspensdo pela cauda, do tipo validade preditiva uma vez que
antidepressivos classicos diminuem o tempo de imobilidade (STERU et
al., 1985). Os animais foram suspensos 50 cm acima do chdo e presos
pela extremidade da cauda por fita adesiva (aproximadamente 2 cm da
ponta da cauda). Para evitar o comportamento de escalada na prdpria
cauda foi utilizado um cilindro transparente de 4 cm e o tempo de
imobilidade foi avaliado durante 6 min (LANZNASTER et al., 2017).
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3.5.6 Labirinto Aquatico de Morris

Para o estudo da memdria espacial de longa duracdo foi
utilizada uma versdo modificada do labirinto aquatico desenvolvido por
Morris e colaboradores em 1982. O aparato experimental consistiu de
um tanque de 1 m de diametro, completo com &gua em uma
profundidade suficiente para cobrir uma plataforma submersa. O
protocolo experimental, nessa versdo modificada é feito em 2 dias. Foi
adicionado na 4&gua, tinta guache branca para deixar a agua turva,
facilitando o contraste entre a cor do animal e a cor da &gua, o que é
necessario para analise no software Anymaze e também para impedir que
o animal veja a plataforma submersa.

No dia do treino, uma plataforma (10 x 10 cm), foi submersa 1-
1,5 cm, no centro de um dos 4 quadrantes. Em cada parede da sala do
MWM foram adicionadas pistas visuais (50 x 50 cm) posicionadas 30
cm acima da piscina. Cada camundongo foi colocado cuidadosamente
na piscina virado para a parede e nadou por 60 s, 0 animal foi treinado a
encontrar a plataforma submersa sendo colocado em todos os quadrantes
do tanque. Apds 60 s de cada treino se 0 animal ndo encontrasse a
plataforma era colocado na mesma onde permanecia por 10 s. Neste
protocolo, esse procedimento foi repetido 10 vezes (foi adotado um
intervalo entre os treinos, antes de recolocar o mesmo camundongo no
tanque). Os tempos que cada animal levou para encontrar a plataforma
no dia do treino também foram registrados para analisar uma curva de
aprendizagem. No segundo dia foi realizado o teste: a plataforma foi
removida e o tempo que o animal levou para atingir o local onde a
plataforma estava e também o nimero de cruzamentos nessa regido e o
tempo em cada quadrante foram avaliados. Tanto os treinos quanto o
teste (duracdo 60 s) foram gravados com auxilio de camera de
monitoramento instalada acima do tanque.

3.6 Preparo das amostras para Western blotting

Ap6s as analises comportamentais, 0s animais foram
eutanasiados e as estruturas, hipocampo e cortex pré-frontal, foram
dissecadas em papeis filtros umedecidos com tampédo salina fosfato
(PBS 1X, n° de catalogo: 590338 Laborclin) sobre gelo, foram pesadas e
colocadas em nitrogénio liquido, e armazenadas a -80°C até o uso. O
descongelamento das amostras foi realizado em 300 puL (hipocampo) e
400 pL (cortex pré-frontal) de tampéo de lise (Tris (pH 7,4) 50 mM,
NaCl 150 mM, Triton-X 100 0,1%, SDS 20 mM, coquetel inibidor de
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proteases 1% e N-etilmaleimida (NEM, n° de catélogo: E3876 Sigma-
Aldrich) 20 mM, para inibir as SENPs e prevenir deSUMOilacéo),
seguido de homogeneizagdo. As amostras foram centrifugadas (10.000
g, 10 min, 4°C), uma aliquota foi retirada para dosagem de proteina pelo
método de Bradford (seguindo as instrugdes do fabricante) e no restante
da amostra foi adicionado tampédo azul 1X (azul de bromofenol, Tris
(pH 6,8) 100 mM, glicerol 20%, EDTA 4 mM, SDS 8% e B-
mercaptoetanol 8%), uma vez no tampdo azul as amostras foram
mantidas a -20°C (SILVA, 2018).

3.7 Western Blotting

Ap6s a dosagem de proteinas as amostras obtidas foram
pipetadas na concentragdo de 80ug e separadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida na concentracdo de 12% para o gel de separagdo e 5%
para o gel de entrada. A eletroforese foi realizada com corrente entre 90
e 130 volts durante aproximadamente 2 h. Apds o termino da corrida, 0s
géis foram submetidos a eletrotransferéncia por 1 h e 30 min, onde as
proteinas foram transferidas do gel de eletroforese para uma membrana
de PVDF (Amersham Hybond GE, n° de catalogo: 10600023, 0,45 um).
Apbs, as membranas foram bloqueadas por 1 h com leite desnatado ou
em albumina de soro bovino (BSA) 5% diluido em Tris-buffered saline
tween20 (TBS-T). Em seguida foram lavadas com TBS-T por trés vezes
de 5 min (SILVA, 2018).

As membranas foram coradas com uma solucdo de Ponceau S
0,1% em 5% de &cido acético (Sigma-Aldrich, n° de catalogo: P7170) e
posteriormente incubadas com os anticorpos contra SUMO1 (1:1000),
SUMO2/3 (1:1000), GAPDH (1:10000), beta-tubulina (1:5000)
overnight sob agitacdo a 4°C. Posteriormente, as membranas foram
incubadas por 1 h com anticorpo secundario especifico anti-rabbit ou
anti-mouse (1:5000) em temperatura ambiente sob agitacdo. Apoés trés
lavagens em TBS-T por 5 min, foram reveladas no equipamento
Chemidoc® Biorad (LAMEB- UFSC), sempre com a adicdo de
revelador quimioluminecente (ECL) na membrana (Kit ECL
ThermoScientific, n°® de catdlogo: 34096). As bandas obtidas foram
analisadas pelo software ImagelLab e os valores obtidos de densidade
Optica foram divididos por um dos controles de carregamento
respectivos de cada membrana: Ponceau (ROMERO-CALVO, et al,
2010), GAPDH (WU et al., 2012) ou beta-tubulina (LI; SHEN, 2013)
(uma tabela com os respectivos fabricantes dos anticorpos encontra-se
no Anexo A).
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3.8 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a um teste de normalidade,
Kolmogorov-Smirnov, e testados para a presenga de outliers no
QuickCalcs disponivel em
https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm. Uma vez
confirmado que os dados apresentavam uma distribuicdo normal foi
realizado teste T ndo pareado para os dados referentes aos
comportamentos e Western blotting. Foi escolhido o teste T uma vez que
foram realizados experimentos independentes, dessa forma o0s
comportamentos sdo avaliados dentro do seu respectivo grupo
experimental (controle e guanosina).

Existe uma diferenca no nimero de animais em cada um dos
testes, essas diferencas sdo atribuidas em parte ao fato de que todos 0s
comportamentos foram filmados e as anélises foram realizadas a
posterior. O motivo pelo qual existe uma variagdo no nimero de animais
em cada teste é porque houve problemas com as cameras da sala de
experimentacéo (videos cortados), ou com o software Anymaze (ex. nao
localizar o animal no aparato corretamente), ou ainda por se tratar de um
outlier significativo, do contrario, todos os animais foram incluidos nos
dados aqui apresentados. Foram excluidos do experimento 3 animais
que apresentavam malformacdes fisicas.

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrao da
média, ou como média + erro padrdo da média, conforme indicado em
cada gréfico. A diferenga estatistica com relagdo ao grupo controle foi
indicada com asteriscos, onde * p < 0,05 ¢ ** p <0,01. O simbolo ¥ foi
utilizado quando p < 0,05 em comparagdes a um valor hipotético de
50%. As analises estatisticas foram realizadas utilizando os programas
Statistica (versdo 7, Statsoft, EUA) ou Prisma 5.0 (GraphPad Prism,
EUA), e os gréaficos confeccionados no programa Prisma 5.0.
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4 RESULTADOS

Por se tratar de um protocolo de administragdo de guanosina por
14 dias, o peso dos animais foi avaliado ao longo dos dias de tratamento
(com pesagem realizada nos dias impares). Como pode-se observar na
Figura 7, o peso dos animais jovens do grupo controle 28,27 + 0,48 g
diferiu significativamente no 1° dia, no inicio das administracfes
comparado com o peso dos animais jovens do grupo guanosina, 25,5
1,25 g (teste T, p=0,0465; t=2.130 df=19). No 7° dia, um dia antes do
inicio dos testes comportamentais ambos 0s grupos ja apresentaram um
peso sem diferencas significativas (teste T, p=0,4054; t=0.8510 df=19).

Figura 7: Peso dos camundongos C57BL/6 jovens e idosos ao longo do periodo
de tratamento com guanosina.
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Com relacdo ao peso dos animais idosos no 1° dia ndo houve
diferencgas significativas (teste T, p=0,5624; t=0.5902 df=18) entre os
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grupos controle (33,10 £ 0,62 g) e guanosina (33,70 + 2,54 g), nem no
7° dia (teste T, p=0,5362; t=0.6307 df=18). Com relacdo aos outros dias,
ndo foram observadas diferencas no peso dos animais controle
comparado com 0s animais tratados com guanosina nem para 0s animais
jovens nem para os animais idosos.

4.1 Comportamentos

Os animais foram tratados com guanosina por 14 dias, e as
avaliagBes comportamentais comegaram no 8° dia ap6s o0 inicio do
tratamento. A primeira avaliacdo realizada foi no campo aberto. Com
relagdo & atividade locomotora dos animais o tratamento com guanosina
ndo alterou os parametros de nimero de entradas no centro, tempo de
permanéncia no centro do aparato e nem a distancia percorrida (Figura
8).

Figura 8: Efeito da guanosina na atividade locomotora dos camundongos
C57BL/6 jovens e idosos no teste de campo aberto.
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Numero de entradas no centro do campo aberto para A. camundongos C57BL/6
jovens controle (n=9) e tratados com guanosina (n=9) e B. para camundongos
C57BL/6 idosos controle (n=8) e tratados com guanosina (n=9). Tempo
desprendido no centro do campo aberto expresso em segundos (s) para C.
camundongos C57BL/6 jovens controle (n=8) e tratados com guanosina (n=8) e
D. camundongos C57BL/6 idosos controle (n=8) e tratados com guanosina
(n=9). Distancia percorrida no aparato expresso em metros (m) para E.
camundongos C57BL/6 jovens controle (n=9) e tratados com guanosina (n=9) e
F. camundongos C57BL/6 idosos controle (n=8) e tratados com guanosina
(n=9). Resultados expressos como média + erro padrdo. A andlise estatistica
teste T ndo detectou diferenga entre os tratamentos. n: nimero de animais.

Ap6s 24 h da exposi¢cdo ao campo aberto os animais foram
reexpostos ao mesmo aparato do campo aberto, porém, com a adicao de
dois objetos. Nesse teste foi avaliada a memoria espacial de curto prazo,
uma vez que 0s objetos sdo realocados na sesséo teste. Pode-se observar
na Figura 9 o indice de discriminacdo obtido tanto para os animais
jovens quanto para 0s animais idosos. A guanosina aumentou
significativamente o indice de discriminacdo dos animais jovens (teste
T, p=0,01; t=2.584 df=19) e esse efeito ndo foi observado nos animais
idosos (teste T, p=0,54; t=0.6233 df=17).

Figura 9: Efeito da guanosina na memoria espacial de curto prazo dos
camundongos C57BL/6 jovens e idosos avaliada no teste de realocagdo de
objetos.
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controle. n: nimero de animais.
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A memoria espacial de trabalho dos animais foi avaliada no 9°
dia, nesse teste os animais podem explorar livremente os trés bragos do
labirinto e so contabilizadas as alternancias corretas. Pode-se observar
na Figura 10A que os animais jovens de ambos o0s grupos controle (teste
T para uma amostra, p=0,0020; t=4.153 df=10) e guanosina (teste T para
uma amostra, p=0,0118; t=3.148 df=9) foram capazes de explorar o
labirinto de forma esperada, ou seja, ao sair de um brago ndo retornam
ao mesmo, uma vez que ambos 0s grupos apresentam diferencas
significativas comparados com 50% (valor médio esperado de
exploracdo quando ha reconhecimento adequado do aparato).

Pode-se observar na Figura 10B que os animais idosos tratados
com guanosina conseguem explorar o labirinto de forma adequada,
apresentando diferenca significativa com relacdo ao valor hipotético de
50% (teste T para uma amostra, p=0,0563; t=2.189 df=9), diferente do
grupo controle que ndo apresenta diferenca com o valor hipotético de 50
% (teste T para uma amostra, p=0,0802; t=1.971 df=9).

Figura 10: Efeito da guanosina na memdria de trabalho dos camundongos
C57BL/6 jovens e idosos avaliada no labirinto em Y.
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Percentagem de alternancias corretas para A. camundongos C57BL/6 jovens
controle (n=11) e tratados com guanosina (n=10) e B. camundongos C57BL/6
idosos controle (n=10) e tratados com guanosina (n=10). Resultados expressos
como média + erro padréo. A analise estatistica teste T para uma amostra. ¥ p <
0,05 com relagdo ao valor hipotético de 50% linha pontilhada. n: nimero de
animais.

Com relacdo ao teste de borrifada da sacarose, ndo houve
diferencas na laténcia para a primeira autolimpeza nos animais jovens
(Figura 11A, teste T, p=0,3878; t=0.8936 df=13) nem para 0s animais
idosos (Figura 11B, teste T, p=0,1497; t=1.509 df=17). Quanto ao tempo
total de autolimpeza, ndo foram observadas diferengas entre 0s grupos
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nos animais jovens (Figura 11C, teste T, p=0,4355; t=0.8047 df=13).
Nao foram observadas diferencas entre 0s grupos nos animais idosos
(Figura 11D, teste T, p=0,7192; t=0.3652 df=18).

Figura 11: Efeito da guanosina no comportamento de autolimpeza dos
camundongos C57BL/6 jovens e idosos avaliado no teste de borrifada de
sacarose.
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Laténcia para a primeira autolimpeza expressa em segundos (s) para A.
camundongos C57BL/6 jovens controle (n=8) e tratados com guanosina (n=7) e
B. camundongos C57BL/6 idosos controle (n=10) e tratados com guanosina
(n=9). Tempo total de autolimpeza para C. camundongos C57BL/6 jovens
controle (n=8) e tratados com guanosina (n=7) em D. camundongos C57BL/6
idosos controle (n=10) e tratados com guanosina (n=9). Resultados expressos
como média + erro padrdo. A andlise estatistica teste T ndo detectou diferenca
entre os tratamentos. n: nimero de animais.

Com relacdo ao tempo de imobilidade dos animais, avaliado no
teste de suspensdo pela cauda, pode-se observar na Figura 12A que ndo
houve diferenca entre os tratamentos na laténcia para a primeira
imobilidade nos animais jovens (teste T, p=0,6892; t=0.4069 df=17),
nem nos animais idosos (teste T, p=0,4005; t=0.8624 df=17). Entretanto,
houve um aumento significativo no tempo de imobilidade total dos
animais jovens tratados com guanosina (teste T, p=0,0477; t=2.134
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df=17), sendo que tal efeito ndo foi observado nos camundongos idosos
(teste T, p=0,6892; t=0.4069 df=17).

Figura 12: Efeito da guanosina no comportamento de imobilidade dos
camundongos C57BL/6 jovens e idosos avaliado no teste de suspensdo pela
cauda.
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Laténcia para primeira imobilidade expressa em segundos (s) para A.
camundongos C57BL/6 jovens controle (n=10) e tratados com guanosina (n=9)
e B. camundongos C57BL/6 idosos controle (n=10) e tratados com guanosina
(n=9). Tempo total de imobilidade para C. camundongos C57BL/6 jovens
controle (n=10) e tratados com guanosina (n=9) e D. camundongos C57BL/6
idosos controle (n=10) e tratados com guanosina (n=9). Resultados expressos
como média + erro padrdo. A analise estatistica teste T onde * p < 0,05. n:
nGmero de animais.

A memodria espacial de longo prazo foi avaliada no MWM. Na
Figura 13A pode-se observar a curva de aprendizado dos animais jovens
tratados com guanosina ao longo dos 10 trials no dia de treino. Na
Figura 13B pode-se observar a laténcia para encontrar a plataforma no
dia de teste: o grupo controle levou 26 s para encontrar a plataforma e o
grupo guanosina 18 s, porém esse efeito ndo foi significativo (teste T,
p=0,2260; t=1.254 df=18). Na Figura 13C pode-se observar o tempo que
0s animais idosos levaram para encontrar a plataforma na sessdo de
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treino. Foram realizados apenas 7 treinos uma vez que 0S animais ndo
conseguiram nadar por 10 treinos como os animais jovens. Na Figura
13D pode ser observada a laténcia para plataforma na sessao teste e ndo
houve diferenca entre os tratamentos uma vez que o0 grupo controle
levou 36 s e 0 grupo guanosina 32 s para encontrar o local onde estava a
plataforma no dia do teste (teste T, p=0,6467; t=0.4671 df=16).

Figura 13: Efeito da guanosina na memoria espacial de longa duracdo dos
camundongos C57BL/6 jovens e idosos avaliada no labirinto aquatico de
Morris.
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Laténcia para encontrar a plataforma na sesséo treino expressa em segundos (s)
para A. camundongos C57BL/6 jovens controle (n=10) e tratados com
guanosina (n=10) e C. camundongos C57BL/6 idosos controle (n=10) e tratados
com guanosina (n=8), resultados expressos como média + erro padrdo. Laténcia
para encontrar a plataforma na sessdo teste expressa em segundos para B.
camundongos C57BL/6 jovens controle (n=10) e tratados com guanosina (n=9)
e D. camundongos C57BL/6 idosos controle (n=8) e tratados com guanosina
(n=10), resultados expressos como média + erro padrdo. A andlise estatistica
teste T ndo detectou diferenca entre os grupos. n: nimero de animais.

4.2 SUMOilacao global de proteinas no hipocampo e cortex pré-frontal

No 14° dia de tratamento com a guanosina, ap6s o teste no
MWM, os animais foram eutanasiados e o hipocampo e o cortex pré-
frontal foram utilizados para as andlises dos niveis de SUMO1-ilagdo e
SUMO2/3-ilacéo global de proteinas nos camundongos jovens e idosos.
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Pode-se observar na Figura 14A que o tratamento com
guanosina aumentou significativamente a SUMO1-ilacdo global de
proteinas no hipocampo dos animais jovens (variancias ndo seguiram
distribuicdo normal, teste ndo paramétrico de Mann Whitney, p=0,0464;
U=15). O mesmo efeito pbde ser observado no hipocampo dos animais
idosos na Figura 14B (teste T, p=0,0306; t= 2.517 df=10). Entretanto, a
SUMO2/3-ilacéo global de proteinas no hipocampo nao foi alterada pelo
tratamento com a guanosina nos animais jovens nem nos animais idosos
(Figura 14 C e D respectivamente, (jovens: teste T, p=0,8443; t=0.2003
df=13 idosos teste T, p=0,8301; t=0.2177 df=18).

Figura 14: Efeito da guanosina na SUMO1-ilagcdo e SUMO2/3-ilagdo global de
proteinas no hipocampo de camundongos C57BL/6 jovens e idosos avaliado por
Western blotting.
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Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade dptica de A.
SUMO1-ilagdo global dividida pela densidade o&ptica do controle de
carregamento GAPDH no hipocampo dos animais jovens controle (n=9) e
tratados com guanosina (n=8). B. SUMO1-ilacéo global dividida pela densidade
Optica do controle de carregamento GAPDH no hipocampo dos animais idosos
controle (n=6) e tratados com guanosina (n=6). C. SUMOZ2/3-ilagdo global
dividida pela densidade oéptica do controle de carregamento GAPDH no
hipocampo dos animais jovens controle (n=8) e tratados com guanosina (n=7).
D. SUMO2/3-ilagdo global dividida pela densidade Optica do controle de
carregamento GAPDH no hipocampo dos animais idosos controle (n=10) e
tratados com guanosina (n=10). Analise estatistica Mann Whitney em A. e
Teste T em B. * p<0,05. C. e D. Teste T ndo detectou diferenga. CTR: Controle;
GUO: Guanosina (8 mg/kg i.p.). n: nimero de animais.
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O tratamento com guanosina ndo aumentou a SUMO1-ilacdo
global de proteinas no cértex pré-frontal dos animais jovens (Figura
15A, teste T, p=0,0854; t=1.842 df=15), nem dos animais idosos (Figura
15B, teste T, p=0,2113; t=1.315 df=13). De forma semelhante, a
SUMO2/3-ilacdo global de proteinas no cortex pré-frontal também néo
foi alterada pelo tratamento com a guanosina nos animais jovens (Figura
15C, teste T, p=0,1162; t=1.705 df=11), nem nos animais idosos (Figura
15D, teste T, p=0,1434; t=1.622 df=8).

Figura 15: Efeito da guanosina na SUMO1-ilagcdo e SUMO2/3-ilagdo global de
proteinas no cértex pré-frontal de camundongos C57BL/6 jovens e idosos
avaliado por Western blotting.
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Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade Gptica de A.
SUMO1-ilagdo global dividida pela densidade &ptica do controle de
carregamento GAPDH no hipocampo dos animais jovens controle (n=9) e
tratados com guanosina (n=8). B. SUMO1-ila¢do global dividida pela densidade
oOptica do controle de carregamento GAPDH no hipocampo dos animais idosos
controle (n=8) e tratados com guanosina (n=7). C. SUMO2/3-ilagcdo global
dividida pela densidade Optica do controle de carregamento GAPDH no
hipocampo dos animais jovens controle (n=6) e tratados com guanosina (n=7).
D. SUMO2/3-ilagdo global dividida pela densidade oOptica do controle de
carregamento GAPDH no hipocampo dos animais idosos controle (n=5) e
tratados com guanosina (n=5). Andlise estatistica Teste T *p<0,05. CTR:
Controle; GUO: Guanosina (8 mg/kg i.p.). n: nimero de animais.
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5 DISCUSSAO

J& foram descritos na literatura diferentes efeitos protetores para
a guanosina in vivo. Em diversos modelos para DA, DP, isquemia
cerebral, encefalopatia hepatica, sepse, efeitos na ansiedade e depresséo,
esquizofrenia, crises epilépticas e ainda efeitos neurogénicos (para
revisdo ver SCHIMIDT; LARA e SOUZA, 2007; LANZNASTER et al.,
2016a). Para explicar seus efeitos em nivel de SNC quando administrada
sistemicamente, ja foi demonstrado que a guanosina atravessa a barreira
hemato-encefalica apds uma administracdo i.p., sendo necessarios 15
min para que ela atinja o cérebro (GIULIANI et al., 2012a).

O peso dos animais foi acompanhado ao longo de todo o
experimento e a guanosina nao foi capaz de alterar esse parametro ao
longo do tratamento. A diferenca de peso observada no primeiro dia,
pode ser atribuida ao fato de os animais terem sido escolhidos
randomicamente uma vez que 0S animais ainda ndo haviam sido
tratados. Pode-se observar que 0s animais idosos apresentaram um peso
maior do que o peso basal observado para os camundongos jovens. Esta
caracteristica ja foi observada na literatura, onde camundongos
C57BL/6 idosos (18 meses) apresentaram um peso significativamente
maior que o peso de camundongos jovens (3 meses) e essa € uma
alteragdo relacionada com o envelhecimento (BARRETO, HUANG,
GIFFARD, 2010).

No teste de campo aberto, a guanosina nao alterou a atividade
locomotora dos animais, achado este que corrobora com Lanznaster e
colaboradores (2017). Na literatura outros testes que avaliam atividade
locomotora, como o teste de rotarod, jA& demonstraram diferencas na
locomogdo relacionada com a idade em camundongos C57BL/6
(BARRETO, HUANG, GIFFARD, 2010).

O papel do hipocampo na formacdo de memérias vem sendo
elegantemente demonstrado na literatura desde a década de 50, onde
uma cirurgia realizada para tratar a epilepsia de um paciente removeu
parte do lobo temporal, o que acarretou em amnésia severa
(SCOVILLE; MILNER, 1957). Desde entdo estudos em modelos
animais vém explorando e demonstrando a importancia dessa estrutura
para a formacdo de memodrias (para revisdo ver SQUIRE,1992; BIRD;
BURGESS, 2008; LESZCZYNSKI, 2011)

No presente trabalho foi observado que o tratamento com a
guanosina promoveu per se uma melhora na memoria espacial de curta
duragdo no teste de realocacdo de objetos nos camundongos jovens e
uma melhora na memoria espacial de trabalho avaliada pelo labirinto em
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Y nos camundongos idosos. Nessas tarefas o hipocampo é uma estrutura
chave responsavel pela formacdo de memdrias espaciais (ROSSATO et
al., 2007; ASSINI; DUZZIONI; TAKAHASHI, 2009).

De maneira interessante, concomitantemente com a melhora
comportamental foi observado nesses animais um aumento na SUMO1-
ilacdo global de proteinas no hipocampo dos camundongos C57BL/6
jovens e idosos tratados com guanosina 8 mg/kg por 14 dias. A literatura
traz muitos dados que mostram que a SUMOQilacdo esta envolvida com
diferentes caracteristicas da memoria e plasticidade sinaptica, porém,
ainda ndo existe resposta para perguntas do tipo: qual é o papel exato da
SUMOilagdo na expressdo de uma resposta comportamental? Até
mesmo por se tratar de uma MPT ela pode estar alterando a localizacéo,
solubilidade e destino de uma série de proteinas dentro da célula. Uma
vez que todo comportamento expresso por um animal requer um
orquestramento do cérebro entre uma liberacdo adequada de
neurotransmissores, ativagdo de segundos mensageiros, efetores
moleculares e uma comunicacdo adequada entre diferentes estruturas
cerebrais, muitos estudos ainda sdo necessarios para que se possa
entender de que forma e por quais vias esse aumento na SUMO1-ilagdo
global de proteinas possa estar relacionado com a melhora cognitiva.

Yoo e colaboradores (2017) administraram em camundongos
C57BL/6 jovens (7 semanas) SUMOL1 purificada e viram um efeito
oposto aos nossos achados. Na tarefa de reconhecimento de objetos, a
administragdo i.p. de SUMO1 (4 mg/kg por 3 semanas)
significativamente diminuiu a investigacdo do objeto novo. Ainda
nesses mesmos animais houve uma reducdo na proliferacdo de células
no giro dentado do hipocampo. Apesar de os autores terem administrado
SUMO1, nesse mesmo artigo eles ndo mostraram os niveis de SUMO1-
ilacdo, nem os niveis de SUMOL livre por Western blotting em nenhuma
estrutura cerebral.

Stankova e colaboradores (2018) observaram em camundongos,
o perfil de SUMO1-ilagcdo com relagcdo ao envelhecimento. Os autores
observaram que a SUMO1-ilagdo estava aumentada no hipocampo e no
cortex em camundongos selvagens de 4 meses comparado com animais
de 2, 3, 6 € 9 meses de idade. Entretanto em camundongos transgénicos
da DA, 5XFAD (expressam 5 mutacdes da proteina precursora amiloide
e Presenilinal), nenhuma alteragdo nos niveis de SUMO1-ilacdo foi
observada nessas idades. Por outro lado, camundongos Tg 2576 aos 6
meses de idade mostraram um aumento de SUMO1-ilagdo que retorna
aos niveis do controle aos 20 meses. Achados prévios demonstraram que
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0 aumento da SUMOilacdo na pré-sinapse pode interferir com a
liberacdo de glutamato (FELIGIONI; NISHIMUNE; HENLEY, 2009).

Foi observado um aumento de SUMO1 no hipocampo dos
animais idosos, porém, no teste de realocacdo de objetos ndo foi
observado um efeito da guanosina na melhora da memdria espacial de
curta duragdo desses animais. Considerando as alteracbes que sao
dependentes da idade, provavelmente o tratamento de 14 dias com
guanosina ndo foi suficiente para promover melhora cognitiva nesse tipo
de memoria. Inclusive, isso pode estar ligado com o fato de que muitas
proteinas mudam seus niveis de expressaio em funcdo do
envelhecimento, ou seja, mesmo havendo aumento da SUMOilacéo
global, algumas proteinas importantes podem ndo estar mais presentes
no cérebro para serem moduladas pela SUMOilacdo. Nesse sentido,
talvez um tratamento mais prolongado pudesse promover tal efeito.
Entretanto um efeito foi observado na meméria de trabalho avaliada no
labirinto em Y, onde os animais idosos que receberam guanosina foram
capazes de atingir uma percentagem de alternéncias corretas comparado
com 0s animais idosos do grupo controle.

Ja foi observado na literatura que os niveis do RNA mensageiro
de SUMO1 e da UBC9 em C57BL/6 encontram-se diminuidos
significativamente aos 15 meses de idade comparado com 3 meses de
idade (AKAR; FEINSTEIN, 2009). Nesse contexto a guanosina poderia
ser utilizada como ferramenta farmacoldgica para restaurar os niveis de
SUMOilacéo que caem com a idade.

Na literatura ja foi demonstrado que a guanosina tem
propriedades anticonvulsivantes e ansioliticas (VINADE et al., 2003).
Por esse motivo a guanosina poderia promover efeitos amnésicos
observados em tarefas que relacionam a formacdo de memdrias
aversivas. Esse efeito amnésico foi observado ap6s administracdo pré-
treino (7,5 mg/kg i.p.) em ratos, na tarefa de esquiva inibitéria. Esse
efeito ndo permaneceu ap6s uma semana uma vez que 0S MesSMOS
animais mostraram capacidade de aprendizado normal uma semana
depois. Os autores sugerem que esse efeito agudo tenha relacdo com a
capacidade da guanosina em modular o sistema glutamatérgico
(ROESLER et al., 2000, VINADE et al., 2004; VINADE et al., 2005).

Com relacdo a esses achados da literatura e aos nossos achados
comportamentais, fica limitada uma discussdo por se tratarem de
espécies diferentes, tipos de memdrias diferentes, que envolvem
estruturas cerebrais distintas, e ainda uma dose de guanosina diferente.
Entretanto, cabe citar que para linhagem C57BL/6 utilizada no presente
estudo, ja foram demonstradas uma maior capacidade de proliferacao
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celular no hipocampo, sendo uma espécie utilizada por muitos autores
para o estudo da neurb6genese hipocampal (KEMPERMANN; KUHN;
GAGE, 1997). Considerando que a guanosina pode influenciar
processos de neurogénese no hipocampo (BETTIO et al.,, 2016;
SANTOS, 2017; e trabalhos ndo publicados do nosso grupo), o fato de
termos utilizado esses animais pode explicar o efeito observado na
memoéria de curta duracdo hipocampo-dependente.

Apesar de a literatura sugerir um efeito amnésico, o tratamento
com a guanosina por 14 dias nos nossos animais pode ter promovido
uma plasticidade sindptica em termos de adaptacdes nas cascatas de
sinalizacdo que a guanosina pode atuar, mostrando dessa forma que
nessas condi¢Bes experimentais o efeito amnésico ndo foi observado. O
presente trabalho nédo € o pioneiro em mostrar que a guanosina pode de
fato ndo ser amnésica, uma vez que Lanznaster e colaboradores (2017),
também ndo observaram déficits cognitivos com administragcdo crénica
de guanosina na mesma dose.

E importante ressaltar também que como séo realizados mais de
um teste comportamental com 0s mesmos animais e em dias
subsequentes, o efeito observado no 8° dia pode ser diferente do efeito
observado no 14° dia. Uma vez que no 14° dia os animais receberam
mais administragdes de guanosina e tambhém eles passaram pelos testes
prévios, 0 que modifica a experiéncia prévia do animal bem como sua
resposta comportamental ao teste seguinte.

Muito ainda precisa ser entendido com relacdo aos mecanismos
de agdo da guanosina, mas o que se sabe até o presente momento é que 0
sistema purinérgico pode ter implicacbes no comportamento. Ja foi
observado que apds 60 min de uma sessao teste no campo aberto, ocorre
um aumento de 5’-ectonucleotidases no hipocampo, por essa enzima
clivar tanto AMP quanto GMP espera-se um aumento nos niveis de
adenosina e guanosina (PEDRAZZA et al., 2007).

Ap6s administrada pela via i.p. a guanosina € rapidamente
convertida a guanina devido a presenca da enzima purina nucleosideo
fosforilase (PNP), sollvel no plasma. Estudos ja observaram que a
guanina consegue prevenir os déficits de memoria causados pelo
composto (N-omega nitro-I-arginina metil éster) L-NAME, inibidor n&o-
seletivo das Oxido nitrico sintases (GIULIANI et al., 2012a; GIULIANI
etal., 2012b; ZUCCARINI et al., 2018).

No presente trabalho, os camundongos jovens e idosos
receberam a administracdo de guanosina no periodo da manha e os
testes comportamentais foram realizados no periodo da tarde, ou seja, 0s
animais foram testados 6 h apds a administracdo de guanosina. Desta
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forma, é possivel que os efeitos observados de melhora na memoria
sejam consequéncias da guanina, nesse caso estudos que inibam a
enzima conversora de guanosina a guanina precisariam ser realizados
para confirmar essa possibilidade.

Com relacdo ao teste de borrifada de sacarose, ndao foram
observadas diferengas no tratamento com a guanosina nos animais
jovens nem nos animais idosos. Os camundongos jovens C57BL/6
apresentaram uma resposta a esse teste similar ao observado em
camundongos Swiss onde a guanosina per se nao alterou o
comportamento de autolimpeza (LANZNASTER et al., 2017).

No teste de suspensdo pela cauda, a guanosina per se aumentou
o tempo de imobilidade total nos animais jovens, fato esse que ndo foi
observado nos animais idosos. Em camundongos Swiss tratados com
guanosina na mesma dose e que passaram por esse teste comportamental
ndo foram observadas diferencas no tempo total de imobilidade com o
tratamento com a guanosina (LANZNASTER et al., 2017). O resultado
obtido de aumento no tempo de imobilidade dos animais apds a
administracdo com a guanosina é o contrario do demonstrado na
literatura onde a guanosina apresentou efeito tipo antidepressivo em
camundongos Swiss tratados com a concentracdo de 5 mg/kg/dia, via
oral por 21 dias (BETTIO et al., 2016). No Unico trabalho, ainda ndo
publicado, encontrado na literatura que utilizou guanosina em
camundongos C57BL/6, o autor observou que ao tratar os animais por
25 dias a guanosina diminui o tempo de imobilidade no teste de
suspensao pela cauda (SANTOS, 2017) um achado diferente do presente
trabalho.

Existem diferentes vertentes na literatura que explicam quais as
interpretacGes cabiveis para a postura de imobilidade. Por um lado, a
imobilidade pode ser interpretada como “desamparo comportamental”
onde o animal perderia a “esperanca” de escapar, por outro lado alguns
pesquisadores interpretam a imobilidade como uma estratégia
comportamental, denominada coping strategy, ou seja, em uma Visao
evolutiva, esse comportamento teria uma funcéo de adaptacdo a situacao
estressante (THIERRY et al., 1984; CRYAN; MOMBEREAU, 2004).

O teste de suspensdo pela cauda é um dos testes mais utilizados
na literatura para screening de drogas antidepressivas, uma vez que
todos os farmacos antidepressivos utilizados na clinica em humanos,
conseguem de forma eficaz alterar o comportamento de imobilidade nos
animais, reduzindo-o. Baseado nisso, alguns autores discutem o que de
fato significa essa reducéo na imobilidade observada com administragédo
aguda de farmacos antidepressivos. Pois, esses mesmos farmacos em
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humanos precisam de 4 semanas para promover melhora dos sintomas
relacionados a depressdo (para revisdo ver CRYAN; MOMBEREAU,
2004; CRYAN; MOMBEREAU; VASSOUT, 2005; KRISHNAN;
NESTLER, 2011; GALTS et al., 2019). Com base nisso, é interessante
discutir que a guanosina promoveu reducdo no tempo de imobilidade em
tempos prolongados de administragdo (BETIO et al., 2006; SANTOS,
2017), mas que em tempos menores de administracdo ela aumentou o
tempo de imobilidade o que no inicio de um tratamento poderia
representar uma estratégia evolutiva adequada como exemplificado no
paragrafo anterior.

Portanto, como pode ser observado na tabela 2, foi observado
nesse trabalho que o tratamento com guanosina por 14 dias nao alterou o
peso dos animais jovens nem idosos. N&o houve alteragdes nos
parametros locomotores no teste de campo aberto para ambas as idades.
O tratamento com guanosina promoveu uma melhora na memodria
espacial de curta duragdo no teste de realocagdo de objetos nos animais
jovens, porém, ndo alterou a meméria nos animais idosos nesse teste. A
guanosina ndo alterou a memdria espacial de trabalho dos animais
jovens, mas promoveu uma melhora desse tipo de memoria nos animais
idosos, no teste de labirinto em Y. Com relacdo ao teste de borrifada de
sacarose ndo foram observadas diferencas com o tratamento de
guanosina nem nos animais jovens nem nos animais idosos. No teste de
suspensdo pela cauda foi observado um aumento na imobilidade dos
animais jovens tratados com guanosina, esse efeito ndo foi observado
nos animais idosos. No MWM ndo foi observada diferenga com o
tratamento com guanosina nos animais jovens nem nos animais idosos.
Com relacdo ao perfil de SUMOQilacéo foi observado que o tratamento
com guanosina foi capaz de aumentar SUMO1-ilacdo global de
proteinas no hipocampo tanto dos animais jovens quanto dos animais
idosos.
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Tabela 2: Resumo dos efeito do tratamento com guanosina (8mg/kg i.p.) nos
diferentes testes comportamentais nos camundongos C57BL/6 jovens e idosos.

Teste comportamental \ Idade  Jovens (3 meses) 1dosos (24 meses)
Peso dos animais NA NA
Campo aberto NA NA
Realocacéo de objetos Aumento no indice de NA
discriminacéo
Labirintoem Y NA Aumento nas
alternancias corretas
Borrifada de sacarose NA NA
Teste de suspensao pela Aumento na NA
cauda imobilidade total
Labirinto aquatico de NA NA
Morris

NA: Nenhuma alteragdo. Fonte: o autor.
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Capitulo Il - Caracterizacdo dos efeitos da guanosina como possivel
modulador da SUMOilacdo em astrocitos e neurdnios corticais,
investigacdo do mecanismo de acdo via receptores de adenosina e efeito
glioprotetor da guanosina sobre a toxicidade do peptideo APi-12

Este capitulo foi desenvolvido no Laboratério de Neuroquimica 4, no
Departamento de Bioquimica da UFSC, coordenado pela professora Dr2. Carla
Tasca, no Laboratério de Investigagdo Neuroquimica, coordenado pela
professora Dr?. Helena Cimarosti, e no laboratdrio coordenado pelo professor
Dr. Jeremy Henley na School of Biochemistry, Centre for Synaptic Plasticity,
Universidade de Bristol, Reino Unido (doutorado sanduiche financiado pelos
programas PDSE-CAPES e Newton Fund).

1 INTRODUCAO

Como foi descrito na introducdo do capitulo | desta tese,
inimeros sdo os efeitos protetores promovidos pela guanosina. Esses
efeitos ja foram atribuidos a ativacdo de diferentes vias intracelulares e
também a ativacdo dos receptores de adenosina, uma vez que 0 uso de
antagonistas do receptores de adenosina previne o efeito protetor da
guanosina. Também ja foi observado que a guanosina pode modular a
atividade dos canais de K* dependente de Ca?* de alta condutancia (BK)
(OLESKOVICZ et al., 2008; DAL-CIM et al., 2011; TASCA et al,,
2010; POLUCENO, 2019).

Ao se revisar a literatura trabalhos que expliquem os efeitos da
guanosina via um receptor proprio sdo mais escassos. Nesse contexto, a
guanosina ainda é considerada uma molécula 6rfa de receptor (DI
LIBERTO et al., 2016). Apenas um estudo sugere que a guanosina e seu
derivado 6-tioguanosina podem interagir com um receptor acoplado a
proteina G diferente dos receptores da adenosina (VOLPINI et al.,
2011). Os receptores acoplados a proteinas G exercem uma gama de
efeitos bioldgicos na transducdo de sinal, sendo excelentes alvos de
estudo uma vez que a maioria dos farmacos age via esses receptores e
muitos outros receptores ainda podem ser descobertos (HILL, 2006).

Dados ndo publicados do nosso grupo de pesquisa sugerem que
a guanosina deslocaria a unido de adenosina aos seus receptores. Nesse
cenario, sabe-se que alguns dos efeitos protetores da guanosina sdo
reduzidos com o uso de antagonistas dos receptores de adenosina A; e
Aoa (DAL-CIM et al., 2012; ALMEIDA et al., 2017; GERBATIN et al.,
2019). No contexto celular, a guanosina agindo via receptor de
adenosina poderia ser justificado de duas formas: ela poderia modular
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alostéricamente os receptores (efeito ainda ndo demonstrado na
literatura) ou modular os niveis extracelulares de adenosina (JACKSON
etal., 2013).

1.1 Receptores de Adenosina

Os receptores de adenosina sdo receptores acoplados a proteina
G, expressos em diferentes tipos celulares e bem caracterizados
(RALEVIC; BURNSTOCK, 1998; BOREA et al, 2018).
Farmacologicamente os receptores de adenosina sdo classificados em
quatro subtipos (A1, Aza, Azs € As) encontrados em astrécitos, microglia
e neurdnios (BJORKLUND et al., 2008; HAMMARBERG; SCHULTE;
FREDHOLM, 2003). Os receptores A; e Az sdo acoplados a proteinas G
inibitérias (Gin), modulando negativamente a adenilato ciclase e
reduzindo os niveis de AMPc intracelular. J& os receptores Aca € Az
estdo acoplados a proteinas G estimulatérias (Gs), modulando
positivamente a adenilato ciclase e aumentando os niveis de AMPc
intracelular (DUNWIDDIE; FREDHOLM, 1989; FREDHOLM et al.,
2001).

A adenosina é o agonista endégeno dos quatro subtipos de
receptores, tendo uma meia vida muito curta, e sua acdo através dos seus
receptores leva a liberacdo de neurotransmissores no SNC
(SEBASTIAO; RIBEIRO, 2009). Assim como a guanosina, a adenosina
ja foi considerada um importante neuromodulador (FREDHOLM et al.,
2005; BOREA et al., 2018). N&o se pode deixar de mencionar que além
dos efeitos no SNC a adenosina tem inimeras implicaces fisioldgicas
relevantes, como por exemplo na isquemia cerebral (MELANI;
PUGLIESE; PEDATA, 2014) e no sistema cardiovascular (REISS et al.,
2019). Devido ao seu potencial efeito protetor, existem hoje muitas
drogas em desenvolvimento que buscam modular os receptores de
adenosina e muitas encontram-se em ensaios clinicos (FREDHOLM et
al., 2011).

Tanto a adenosina quando a guanosina tem suas concentra¢fes
fisiolégicas extracelulares mantidas com o auxilio de transportadores de
nucleosideos presentes nas membranas celulares, 0s quais promovem a
liberacdo das purinas para o meio extracelular. Ainda, a guanosina pode
existir no meio extracelular, quando o GTP presente no espaco
extracelular é clivado através da acdo de ectonucleotidases
(ZIMMERMANN, 1996). Existem dois tipos de transportadores de
nucleosideos descritos, 0s equilibrativos, (ENT1 — ENT4), € o0s
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concentrativos (CNT1 - CNT3) ambos ja foram descritos tanto em
astrdcitos quanto em neurénios (PENG et al., 2005; LI et al., 2013).

Os receptores de adenosina podem responder a modulacdo no
estado isolado, um receptor, ou atuar através da formacédo de oligdbmeros
com 0s proprios receptores de adenosina (Ai-A1; Aza-Aza), heterdmeros
de receptores de adenosina (A1a-Aza), ou ainda formar heterdbmeros com
receptores de outros neurotransmissores, como por exemplo, com o
receptor de dopamina (A2a-D2). Essas interacdes podem disparar
diferentes vias de sinalizacdo intracelulares promovendo diferentes
efeitos biologicos (AGNATI et al., 2005; FRANCO et al., 2005).

Os receptores A; estdo amplamente distribuidos no cérebro
humano principalmente no estriado e na regido CAl do hipocampo
(SVENNINGSSON et al., 1997). Sua localizacdo em neurénios pode ser
tanto nas membranas pré- quanto poés-sinapticas (OCHIISHI et al.,
1999). Os receptores A; modulam correntes idnicas de Ca?* e K* e
reduzem a liberacdo pré-sindptica de neurotransmissores (HAAS;
SELBACH, 2000). O receptor A; exerce efeitos neuromodulatorios
sobre as sinapses glutamatérgicas, onde inibe a liberacdo de glutamato,
essa modulacéo ja foi mostrada benéfica na isquemia (BOECK et al.,
2004; CONSTANTINO et al., 2015). Além disso, ja foi demonstrado
gue o efeito protetor do pré-condicionamento isquémico com doses sub-
letais de NMDA (acido N-Metil-D-aspartico) pode ser abolido pelo
blogueio de receptores Az, sugerindo uma possivel relacdo entre o
receptor Ax e o receptor NMDA (CONSTANTINO et al., 2015). Pelo
fato de os receptores A; apresentarem ampla distribuicdo e uma variada
gama de efeitos fisiologicos, sua modulacdo pode ter como
consequéncia efeitos colaterais, sendo que uma alternativa para evitar
tais efeitos seria a modulacdo alostérica desses receptores
(ROMAGNOLI et al., 2010; BOREA et al., 2018).

Os receptores Aa sdo amplamente distribuidos no cérebro
humano (SVENNINGSSON et al., 1997), com grande expressdo no
estriado (para revisdo ver BOREA et al., 2018). Estes receptores estdo
localizados em neurdnios pos-sinapticos, astrocitos e microglia, onde
coordenam uma série de fungbes relacionadas a reatividade glial e
liberacdo de glutamato (DE LERA RUIZ; LIM; ZHENG, 2014).
Também ja foram demonstrados em terminais pré-sinapticos
glutamatérgicos modulando a neurotransmissdo cortex - estriado
(QUIROZ et al., 2009). Os receptores Aa também apresentam um
efeito na plasticidade sinaptica (GOMES et al.,, 2011). Ja foi
demonstrado em humanos com a DA que os niveis do receptor Aza
encontram-se aumentados em astrocitos e a retirada genética desses


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haas%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11111831
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haas%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11111831

70

receptores pode melhorar a memoria de camundongos jovens e adultos
(ORR et al., 2015).

1.2 Justificativa

Uma vez que ja foi demonstrado que os efeitos protetores da
guanosina depende dos receptores de adenosina (DAL-CIM 2012) e
com base nos resultados apresentados no Capitulo I, nos quais a
guanosina modulou a SUMOilacéo in vivo, decidimos caracterizar 0s
efeitos da guanosina sobre o perfil de SUMOilacéo in vitro e investigar
seu possivel mecanismo de acdo, bem como se a guanosina teria um
papel protetor contra o peptideo APis2 em astrocitos de cultivo
primario.
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2 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da guanosina sobre a SUMOilacdo in vitro
em astrocitos e neurdnios, o possivel mecanismo de agdo e seu papel
glioprotetor.

2.1 Objetivos Especificos
1- Investigar o efeito protetor da guanosina na reatividade astrocitaria
induzida pelo peptideo APi-42, Nos niveis de GFAP e na viabilidade

celular;

2- Awvaliar o efeito da guanosina na captacéo de glutamato em astrocitos
incubados com o peptideo AP1-42;

3- Analisar se a guanosina modula a SUMO1-ilagdo e a SUMO2/3-
ilacdo global de proteinas em astrdcitos;

4- Determinar se a guanina apresenta efeito na SUMO2/3-ilacdo global
de proteinas em astrdcitos;

5- Analisar se a guanosina modula a SUMO1-ilacdo e a SUMO2/3-
ilacdo global de proteinas em neurénios;

6- Determinar se o efeito da guanosina na SUMOilacdo em neurénios é
dependente da internaliza¢do de guanosina;

7- Determinar se a guanosina modula a SUMOQilagdo via receptores
adenosinérgicos em neuroénios;

8- Analisar se a adenosina modula a SUMO1-ilagdo e a SUMO2/3-
ilacdo global de proteinas em neurdnios.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Consideracdes Eticas

Todas as culturas primarias realizadas na UFSC seguiram 0s
padrdes éticos e cuidado animal do comité de ética da UFSC e as
recomendacOes éticas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratério. Os procedimentos foram previamente aprovados pela
CEUA sob numero 955, da mesma forma para as culturas neuronais
realizadas na Universidade de Bristol (approval reference number UIN
UB/18/004).

3.2 Cultivo Celular, Tratamentos e Protocolos Experimentais

Foram utilizadas culturas primarias de astrécitos e neurdnios
preparadas conforme sera descrito abaixo. Todas as células foram
mantidas em incubadora a 37°C em atmosfera umidificada de 95% de ar
e 5% CO;, Todas as placas de plastico utilizadas nos cultivos primarios
foram tratadas com poli-I-lisina (10 pg/mL - n° de catidlogo P1524
Sigma-Aldrich) overnight e mantidas em incubadora. Antes do
plagueamento das células as placas foram lavadas 3 vezes com &gua
destilada ou PBS (1X pH 7,4).

3.2.1 Cultivo Primario de Astrécitos

As culturas primarias de astrdcitos foram preparadas a partir do
cortex de ratos Wistar neonatos (0-2 dias de vida), conforme descrito
previamente (MENDES-DE-AGUIAR et al., 2008). Em cada
preparacdo, o cortex foi dissecado com auxilio de um
estereomicroscopio, em placas de Petri, contendo solucdo salina
tamponada por fosfato com 33 mM de glicose (PBS-glicose). Apds a
dissociacdo mecanica com pipeta Pasteur, as células foram
centrifugadas, ressuspendidas em Meio de Dulbecco modificado por
Eagle F12 (DMEM-F12, n° de catalogo: 12500-039 Gibco), contadas em
camara de Neubauer e plaqueadas na densidade de 7,5 x 10°
células/poco (placas de 6 pogos) ou 3,5 x 10° (placas de 24 pocos). As
células foram cultivadas por 14 dias in vitro (d.i.v.) em meio DMEM-
F12 com 10% de soro bovino fetal (SBF, n° de catalogo: 12657-029,
Gibco), suplementado com L-glutamina (0,5 mM), bicarbonato de sédio
(0,03 mM) e antibiético/antimicotico (10 mL para cada 1 L de meio) (n°
de catéloco: 15240, Gibco). Apbs 24 h, as células foram lavadas com
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PBS (1X pH 7,4) e 0 meio reposto. Para a manutencdo das células o
meio foi trocado a cada 2 dias. Fotos representativas dos astrocitos
encontram-se na pagina 80.

3.2.2 Cultivo Primério de Neur6nios

As culturas neuronais foram preparadas de acordo com
protocolo padrdo do laboratério do professor Jeremy Henley, na
Universidade de Bristol, a partir do cortex de ratos Wistar no periodo
embrionario E18 (GUO et al., 2013). A dissecacdo foi feita, com auxilio
de um estereomicroscopio, em placas de petry contendo Solugdo tampéao
de Hank (HBSS) e o cértex foi tripsinizado durante 15 min em banho a
37°C. Apos sucessivas lavagens as células com HBSS, foi realizada a
dissociacdo mecanica com pipetador. Apoés, as células foram filtradas
em malha de nylon (cell strainer, 70 microns). As células foram
contadas, em camara de Neubauer, plagueadas na densidade de 5,5 x 10°
células/poco (placas de 6 pocos). As células foram cultivadas por 14
d.i.v. em meio Neurobasal (n° de catilogo: 12348017, Thermo Fisher
Scientific). Apenas uma troca de meio foi realizada, do meio Neurobasal
de plagueamento (contendo soro de cavalo 10%) para meio de
manutencdo (sem soro de cavalo) ambos suplementados com B27
(Gibco), 2 mM glutamina e antibidtico (penicilina/estreptomicina, n°® de
catalogo: 15140122, Gibco). No apéndice B fotos representativas das
culturas de neur6énios.

3.2.3 Tratamentos

Os farmacos utilizadas neste estudo foram obtidos da empresa
Sigma-Aldrich. Guanosina (n° de catadlogo: G6752), adenosina (n° de
catalogo: A9251), guanina (n° de catalogo: G11950), dipiridamol (n° de
catalogo: D9766), DPCPX (n° de catalogo: C101), ZM 241385 (4-(-2-
[7-amino-2-{2-furil}{1,2,4}triazol{2,3-a}{1,3,5}Hriazin-5-il-amino]etil)
fenol, n° de catalogo: Z0153), MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-
il]-2,5-difenil-tetrazolio, n° de catadlogo: M2128).

A guanosina e a adenosina foram diluidas diretamente em meio
de cultivo, dos astrécitos (DMEM F12) ou em meio de cultivo dos
neurdnios (Neurobasal). A guanosina e a adenosina foram sempre
pesadas no dia para uma solucdo-mde de 2 mM e 10 mM,
respectivamente. A guanina foi pesada e diluida em 1 mL de solucéo-
mée de NaOH 0,1 M com adicdo de 100 pL de HCI 5% para ajuste de
pH 7,2, resultando em uma solugdo-mde de 2,35 mM. Ao dipiridamol,


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/12348017
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/z0153?lang=pt&region=BR
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foi adicionado 1,98 mL de dimetilsulfoxido (DMS0O-100%) ao frasco
original contendo 10 mg, resultando em uma concentracdo de 10 mM,
para posterior diluicdo de 10 uM nas células.

Para o preparo do DPCPX foram adicionados 10 mL de DMSO
ao frasco original contendo 25 mg, resultando em uma concentracdo de
8,2 mM, dessa primeira diluicdo foi preparada uma solucdo-méde em
meio Neurobasal de 100 puM, para posterior diluicdo de 100 nM nas
células. Para 0 ZM 241385 foi adicionado 1 mL de DMSO ao frasco
original contendo 5 mg, resultando em uma concentracdo de 14,8 mM,
dessa primeira diluicdo foi preparada uma solucdo-mde em meio
Neurobasal de 100 puM, para posterior diluicdo de 50 nM nas células.

Para o peptideo Api-42 (Bachem, n° de catalogo: 4014447.1000)
foi adicionado 1 mL de 4gua milliQ estéril contendo 0,2% de NH4OH ao
frasco original contendo 1 mg, resultando na concentracéo de 221,5 pM.
Em seguida o peptideo APi-42 foi agregado em aliquotas através de
incubacdo a 37°C por 4 dias. Uma vez prontas as aliquotas foram
estocadas em freezer -80°C (HOPPE et al., 2013), essa foi considerada a
solucdo-mae e foi diluido até a concentracdo de 2 UM em PBS para
adicdo nas células. O MTT foi diluido em agua milliQ formando uma
solucdo-mae de 5 mg/mL e diluido em PBS para 2 mg/mL para a
incubacéo nas células.

Para o tratamento dos astrocitos o soro sempre foi retirado do
meio de cultivo para diminuir a proliferacio dos mesmos nos
tratamentos acima de 6 h. O peptideo ABi.42 apds agregado foi mantido
nos astrocitos por 48 h sem troca do meio (HOPPE et al., 2013), nesse
experimento para verificar a glioprotecdo da guanosina, foi escolhida a
concentracdo de 100 uM, baseada em trabalhos da literatura que
demonstraram essa sendo uma concentracao protetora (DAL-CIM et al.,
2011; THOMAZ et al., 2016). A guanosina foi adicionada junto com o
peptideo APi-42.

Nos experimentos de curva concentragao resposta, a guanosina
foi adicionada nos astrdcitos e nos neurdnios por 1 h, 6 h,24 he 48 h. A
guanina foi adicionada nos astrocitos por 1 h, 6 h e 24 h e a adenosina
foi adicionada nos neurbnios por 1 h. Uma vez adicionadas ndo
houveram trocas de meio. Para os experimentos de investigacdo no
perfil de SUMOilacdo, uma vez ndo havendo trabalhos prévios que
investiguem esse efeito, foram escolhidas as concentraces de 1, 10,
100, 300 e 500 puM baseado em estudos publicados com relacdo aos
efeitos protetores ja observados para guanosina (LITSKY et al., 1999;
DAL-CIM et al., 2011; DAL-CIM 2012; THOMAZ et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thomaz%20DT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27613537
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3.2.4 Teste de Viabilidade Celular - MTT

A viabilidade celular foi avaliada pela reducdo do sal MTT
(MOSMANN, 1983), que é convertido em um formazam de coloracédo
arroxeada pela clivagem do anel de tetrazolio por desidrogenases
celulares (JACOBSSON; FOWLER, 1999). Apo6s o0s respectivos
tratamentos as células foram incubadas com o MTT (0,2 mg/mL)
diluido em PBS e mantidas a 37°C por 2 h. O MTT foi entdo removido e
foi adicionado nas células DMSO (100%) em quantidade suficiente para
cobrir o fundo da placa. A absorbancia utilizada para leitura foi de 540
nm e foi determinada em um leitor de Elisa.

3.2.5 Captacgdo de Glutamato

No ensaio de captacdo de glutamato foi avaliado tanto a
captacdo dependente quanto a independente de Na* (substituindo o NaCl
pelo cloreto de colina) no tampdo HBSS. A captacdo de glutamato
dependente de Na* foi obtida subtraindo-se a captacdo independente de
Na* da captacdo total. Apds o tratamento dos astrdcitos corticais com o
peptideo APi-42 € guanosina por 48 h, o meio de cultivo foi retirado e os
astrocitos foram incubados com 300 pul. de HBSS por 15 min a 37°C.
Em seguida, foi adicionado 20 pL de L-[3H] glutamato radioativo (0,33
uCi/mL) mais glutamato ndo-marcado (100 pM). Apo6s 7 min a solugdo
contendo L-[3H] glutamato foi retirada para interromper a captacéo e
foram efetuadas 2 lavagens com 1 mL de HBSS (Na* ou colina) gelado.
Em seguida os astrocitos foram solubilizados em 300 pL de 0,1% NaOH
/ 0,01% SDS em cada poco e as placas permaneceram overnight a
temperatura ambiente (POLUCENO, 2019).

O conteldo de cada poco foi transferido para eppendorfs, foram
retiradas aliquotas para dosagem de proteinas pelo método de Lowry
modificado (PETERSON, 1977) e ao restante foi adicionado liquido de
cintilagdo para a determinacdo do conteudo intracelular de L-[3H]
glutamato utilizando-se um detector de cintilacdo liquida. As amostras
foram lidas no equipamento TriCarb 3180 (Perkin Elmer) no laboratério
do professor Dr Boris Juan Stambuk. Os resultados foram expressos em
nmol de L-[3H] glutamato captado / mg de proteina / min.

3.2.6 Imunocitoquimica

Os astrdcitos foram plaqueados (1 x 10° células/pogo) em
laminulas de vidro previamente tratadas em &cido nitrico fumegante e
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poli-I-lisina (0,1 mg/mL). Apds 14 d.i.v., as células foram tratadas de
acordo com cada protocolo experimental, lavadas com PBS 1X e fixadas
em paraformaldeido 1% durante 20 min. Apoés 3 lavagens com PBS 1X,
as células foram permeabilizadas com PBS / Triton 0,2% durante 10 min
e lavadas novamente. O bloqueio foi realizado com solugdo PBS / BSA
5% durante 60 min, ap6s as células foram lavadas com PBS / Triton
0,2% durante 10 min. Em seguida, as células foram incubadas com
anticorpos primarios anti-GFAP (1:100; Sigma-Aldrich) e anti-Af
(1:100, Cell signaling) e com o corante Hoechst 33342 (DAPI) diluidos
em PBS / Triton 0,2% por aproximadamente 2 h (temperatura
ambiente), lavadas com PBS / Triton 0,2%, e incubadas com anticorpos
secundarios fluorescentes (1:100) durante 1 h a temperatura ambiente.
As laminulas foram montadas sobre laminas utilizando meio de
montagem para fluorescéncia (n° de catdlogo: S3023, Dako) e as
imagens adquiridas em microscopio confocal (Leica- LCME- UFSC)
(protocolo adaptado de DAL-CIM, 2012).

3.2.7 Contagem de Astrocitos Apoptoticos e do Nimero de Processos

O corante Hoeschst (DAPI), utilizado como marcador nuclear,
permite analisar modificagbes na cromatina das células marcadas e a
contagem do numero total de células. As células foram contadas em 3
campos diferentes para cada laminula em 3 experimentos independentes
(no aumento de 63 x) e foram determinados dentro desses campos 0
numero de células com nucleo picnético, sendo este parametro utilizado
para quantificar as células com caracteristicas apoptopticas (NEGRI et
al., 1997; BELICZA, 2009). O numero de processos foi contado toda
vez que um astrocito com morfologia reativa foi observado, ou seja,
guando havia emissdo de prolongamentos bem definidos saindo do
corpo celular (HOPPE et al., 2013).

3.2.8 Western Blotting

Todos os experimentos foram realizados em placas de 6 pocos
para que houvesse quantidade suficiente de proteina. Apds cada
protocolo de tratamento, 0 meio de cultivo foi removido e foi adicionado
em cada poco 250 pL de tampéo azul 1X (azul de bromofenol, Tris 100
mM pH 6,8, glicerol 20%, EDTA 4 mM, SDS 8% e B-mercaptoetanol
8%). Em seguida, o lisado celular foi transferido para eppendorf e
fervido a 95°C por 5-10 min. Foram utilizados sempre 25 pL de cada
amostra, sem realizar dosagem de proteinas, uma vez que em cada pogo
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as células foram previamente contadas em camara de Neubauer e
plagueadas no mesmo numero. As proteinas foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida na concentracdo de 12% para o gel
de separacdo e de 5% para o gel de entrada. A eletroforese foi realizada
com corrente entre 90 e 130 V durante aproximadamente 2 h. Apds o
término da corrida, os géis foram submetidos a eletrotransferéncia por 1
h e 30 min, onde as proteinas foram transferidas do gel de eletroforese
para uma membrana de PVDF (0,45 pm). Apds as membranas foram
bloqueadas por 1 h com leite desnatado ou BSA 5% em TBS-T. Em
seguida foram lavadas com TBS-T por trés vezes de 5 min
(FLETCHER-JONES et al., 2019).

As membranas foram coradas com Ponceau S 0,1% em 5% de
acido acético e posteriormente incubadas com os anticorpos contra
SUMO1 (1:1000), SUMO2/3 (1:1000), SENP3 (1:1000), GFAP
(1:50000), GAPDH (1:10000), beta-tubulina (1:5000) overnight sob
agitacdo a 4°C. Posteriormente, as membranas foram incubadas por 1 h
com anticorpo secundario especifico anti-rabbit ou anti-mouse (1:5000)
em temperatura ambiente sob agitacdo. Apds 3 lavagens em TBS-T por
5 min, as membranas foram reveladas no equipamento Quemidoc®
Biorad (LAMEB-UFSC) ou em filmes (Universidade de Bristol),
sempre com a adicio de ECL na membrana (Kit ECL
ThermoScientific®). As bandas obtidas foram analisadas pelo software
ImageLab ou Imagel (NIH) e os valores obtidos de densidade Optica
(DO) foram divididos por um dos controles de carregamento respectivos
de cada membrana (como Ponceau (ROMERO-CALVO, et al, 2010),
GAPDH (WU, et al., 2012) ou beta-tubulina (LI; SHEN, 2013) (uma
tabela com os respectivos fabricantes dos anticorpos encontra-se no
Anexo A).

3.2.9 Andlise Estatistica

Para os resultados de Western blotting, as densidades Opticas
das proteinas de interesse foram divididas pelos seus controles de
carregamento sempre na mesma membrana. Devido a variacOes
encontradas na incubacdo de membranas no protocolo de Western
blotting das amostras in vitro, este trabalho usou uma nova abordagem
de andlise. Apds calculada todas as médias de todos os grupos, essas
foram somadas e consideradas como 100% de sinal daquele
experimento. Ap6s calcular o sinal total da membrana como 100%,
todos os grupos presentes naguela membrana foram calculados em
relacdo ao sinal total obtido e ndo com relagdo ao controle somente.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fletcher-Jones%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31036155
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22326796
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Desta forma, diminui-se o erro em relacdo a intensidade de sinal que
pode variar muito devido a fatores experimentais como, por exemplo,
tempo de incubacdo diferente entre membranas de experimentos
diferentes e a reutilizacdo de anticorpos primarios e secundarios. Sempre
foi tomado o devido cuidado de na mesma membrana ter todos os
grupos (controle e tratamentos) dos diferentes experimentos. Essa
analise de dados foi adotada com base na analise dos dados ja feita no
laboratério do Prof. Jeremy Henley (GURUNG et al., 2018;
FLETCHER-JONES et al., 2019).

Os dados foram submetidos a um teste de normalidade,
Kolmogorov-Smirnov e testados para a presenca de outliers no
QuickCalcs (disponivel em
https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbsl.cfm). Uma vez
confirmado que os dados apresentavam uma distribuicdo normal foi
realizado uma analise de variancia (ANOVA) de uma via para todos 0s
resultados de Western blotting. Quando a ANOVA detectou diferenca, o
teste de post hoc Newman-Keuls foi aplicado para verificar onde se
encontravam as diferencas entre os tratamentos.

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrdo da
média e a diferencga estatistica é indicada como * p < 0,05, ** p<0,0l e
*¥*%k pn < 0,0001. As analises foram realizadas e os graficos foram
confeccionados utilizando os programa Prisma 5.0 (GraphPad Prism,
EUA).



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fletcher-Jones%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31036155
https://www.graphpad.com/quickcalcs/Grubbs1.cfm
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da guanosina na reatividade astrocitaria induzida pelo
peptideo APi1-42

Como citado na introducdo desta tese, a guanosina apresentou
um potencial glioprotetor (SOUZA et al.,, 2016), protegeu contra
toxicidade do peptideo APzsas (PETTIFER et al., 2004) ¢ APia
(TAROZZI et al., 2010) ambos em células SH-SY5Y. Entretanto, ndo
existem na literatura investigacBes do efeito protetor da guanosina
contra a toxicidade do peptideo Api-22 em astrocitos. Nesse contexto, foi
investigado o efeito protetor da guanosina na reatividade astrocitaria
induzida pelo peptideo APi-a2, a viabilidade celular, a expressdo da
proteina GFAP e possiveis alteracdes na captacdo de glutamato. O
protocolo de incubacdo foi baseado no estudo prévio de HOPPE e
colaboradores (2013).

Pode ser observado na Figura 162 que a incubacdo por 48 h
com o peptideo APz (2 UM) alterou a morfologia das células,
promovendo um fenétipo de reatividade astrocitaria. A partir das
observagGes desse fendtipo dos astrdcitos, o0s mesmos foram
guantificados quanto ao numero de processos emitidos (HOPPE et al.,
2013). Pode-se observar na Figura 16B um aumento significativo no
numero de processos causado pelo peptideo APia2 (ANOVA de uma
via, F=10,56; p=0,0037), e que na presenca de guanosina, 0 peptideo
AP1-42 ndo foi capaz de induzir um aumento significativo no nimero de
processos (p>0,05 ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de
Newman-Keuls).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pettifer%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15073525
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Figura 16: Efeito da guanosina na reatividade astrocitaria induzida pelo
peptideo AB1-42.

Controle Guanosina 100 pM

Guanosina 100 pM + Af1-42

A

L 10 10
H g
g8 g8
5 2
a6 S
2 2

4 z2 4
£ g
g > g 2
AN i g

0 [

T T
Controle Guo AP 4, GuotAf, 4 Controle Guo APy Guot APy 4,

A. Fotomicrografias confocais representativas de astrécitos e 0s respectivos
tratamentos por 48 h. B. Dados quantitativos do nimero de processos
astrocitarios. C. Numero de nucleos picnéticos. As setas indicam marcagéo para
APi1-42 (verde). Marcagdo para GFAP em vermelho e para DAPI (nlcleo) em
azul. Guo: guanosina (100 uM); ABi.s (2 UM); Aumento de 63 x. ANOVA de
uma via seguido do teste post hoc de Newman-Keuls compara¢es multiplas
onde *p<0,05 com relagdo ao grupo controle #p<0,05 com relagdo ao grupo
AB1.42. n: 3 experimentos independentes.
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Com relacdo ao numero de células apoptdpticas contadas
através dos nucleos picnéticos, ndo houve diferengas (ANOVA de uma
via, F=0,3164; p=0,8134, Figura 16C). Foi confirmado através de
Western blotting um aumento significativo no imunocontetdo da
proteina GFAP nas células tratadas com o peptideo ABi.42 (ANOVA de
uma via, F=3,587; p=0,0342). Entretanto, com a co-incubacdo de
guanosina € o peptideo Api-42 0 aumento nos niveis de GFAP ndo foi
observado (Figura 17B).

Figura 17: Efeito da guanosina no teste de viabilidade celular e expresséo de
GFAP em astrocitos tratados com o peptideo APi-42.
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A. Ensaio de viabilidade celular MTT. B. Western blotting representativo e
andlise quantitativa da densidade éptica de GFAP dividida pelo controle de
carregamento actina. Guo: guanosina (100 uM); ABis (2 uM); ANOVA de
uma via seguido do teste post hoc de Newman-Keuls comparagfes multiplas
onde *p<0,05 com relagdo ao grupo controle. n: nimero de experimentos
independentes.

Com relacdo ao ensaio de viabilidade celular (MTT) ndo foram
observadas diferencgas entre 0s grupos, como se pode observar na Figura
17A (ANOVA de uma via, F=1,487; p=0,2679). No ensaio de captacdo
de glutamato (Figura 18A e B) ndo foram observadas diferencas quanto
a captacdo dependente de Na* (ANOVA de uma via, F=0,3213;
p=0,8099), nem quanto a captacdo total (ANOVA de uma via,
F=0,6889; p=0,5719).

Com relagdo ao perfil de SUMO1-ilagdo e SUMO2/3-ilagdo
global de proteinas nos astrécitos incubados com o peptideo APi-42, N0
foram observadas diferencas significativas e os resultados encontram-se
no apéndice B.
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Figura 18: Efeito da guanosina na captacéo de glutamato em astrécitos tratados
com peptideo AP1-42.
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Ensaio de captacdo de glutamato L-[*H] glutamato em astrdcitos incubados com
peptideo AP142 por 48 h. A. Captagdo Na* dependente B. Captacdo total.
ANOVA de uma via ndo detectou diferenca entre os tratamentos. Guo:
guanosina (100 uM); ABi.42: (2 UM). n: nimero de experimentos independentes.

4.2 Efeitos da guanosina sobre a SUMOilagdo global de proteinas em
astrocitos

Além de ser o tipo celular mais abundante no SNC, os astrocitos
contribuem para a homeostase e manutencdo do cérebro auxiliando na
funcéo neuronal, dando suporte fisico e nutrindo os neurdnios. Cada vez
mais estudos relatam o papel dos astrdcitos em diferentes doencas do
SNC (VERKHRATSKY; PARPURA, 2016; MATIAS; MORGADO;
GOMES, 2019). Considerando a grande importancia desse tipo celular,
a primeira caracterizacdo dos efeitos da guanosina sobre a SUMOQilacao
foi feita utilizando astrdcitos corticais.

Com relacéo ao perfil de SUMO1-ilagdo global de proteinas nos
astrocitos, pode-se observar na Figura 19 que ap6s 1 h e 6 h de
incubacdo com guanosina, ndo foram detectadas diferencas
significativas comparando as diferentes concentracbes de guanosina
com o grupo controle (ANOVA de uma via, 1 h, F=1,214; p=0,333; 6 h,
F=0,696; p=0,633).
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Figura 19: Efeitos da guanosina em 1 h e 6 h na SUMO1-ilagdo global em
astrocitos corticais.
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Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade dptica de
SUMO1-ilagéo global dividida pelo controle de carregamento Ponceau, com as
respectivas concentragcdes de guanosina em A. 1 h e em B. 6 h. Resultados
expressos como média + erro padrdo. Analise estatistica ANOVA de uma via
ndo detectou diferenca entre os grupos. kDa: kilodaltons; C: Controle; n:
nlmero de experimentos independentes.

Com relacdo ao perfil de SUMOL1-ilacdo global de proteinas,
nos tempos de 24 h (Figura 20A) e 48 h (Figura 20B) nos astrdcitos, ndo
foram detectadas diferencas significativas comparando as diferentes
concentracdes de guanosina com o grupo controle (ANOVA de uma via,
24 h, F=1,710; p=0,183; 48 h, F=1,102; p=0,393).
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Figura 20: Efeito da guanosina em 24 h e 48 h na SUMO1-ilagdo global em
astrocitos corticais.
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Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade Optica de
SUMO1-ilagdo global dividida pela densidade O&ptica do controle de
carregamento Ponceau, com as respectivas concentracfes de guanosina em A.
24 h e em B. 48 h. Resultados expressos como média + erro padrdo. Anélise
estatistica ANOVA de uma via ndo detectou diferenca entre os grupos. kDa:
kilodaltons; C: Controle; n: nimero de experimentos independentes.

Um aumento significativo na SUMO2/3-ilacdo global de
proteinas nos astrocitos tratados por 1 h com concentracdes de
guanosina acima de 10 uM pode ser observada na Figura 21A (ANOVA
de uma via, F=9,025; p=0,0002). Para as analises quantitativas de
Western blotting foi observado um aumento na densidade Optica de
SUMO-2/3 de 10,27 £ 0,53 do grupo controle, para 17,80 + 1,57 com 10
UM de guanosina, para 18,88 £+ 1,19 com 100 uM de guanosina, para
18,23 £ com 300 uM de guanosina e para 21,99 + 2,53 com 500 pM de
guanosina. A concentracdo de 1 uM ndo foi diferente do grupo controle
com uma densidade Optica de 12,83 + 1,03.
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Figura 21: Efeito da guanosina em 1 h e 6 h na SUMO2/3-ilacéo global em
astrocitos corticais.
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Western blotting representativo e andlise quantitativa da densidade dptica de
SUMO2/3-ilagdo global dividida pela densidade o¢ptica do controle de
carregamento Ponceau, com as respectivas concentragfes de guanosina em A. 1
h e em B. 6 h. Resultados expressos como média + erro padrdo. Analise
estatistica ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Newman-Keuls
comparagdes multiplas onde *p< 0,05 e **p< 0,01 com relacdo ao grupo
controle. kDa: kilodaltons; C: Controle; n: nimero de experimentos
independentes.

Em 6 h de tratamento as diferentes concentragdes de guanosina
n&o alteraram o perfil de SUMOZ2/3-ilagdo global de proteinas (ANOVA
de uma via, F=0,447; p=0,814; Figura 21B). Em 24 h foi observado um
aumento (ANOVA de uma via, F=3,392; p=0,038) na SUMO2/3-ilacao
global de proteinas na concentracdo de 100 UM de guanosina (19,52 +
1,37 DO) com rela¢do ao grupo controle (12,70 + 2,28 DO) (Figura
22A). Ja em 48 h (Figura 22B) ndo foram observados efeitos
significativos na SUMO2/3-ilacdo global de proteinas entre as diferentes
concentrages de guanosina e o grupo controle (ANOVA de uma via,
F=2,296; p=0,07).



86

Figura 22: Efeito da guanosina em 24 h e 48 h na SUMO2/3-ilagdo global em
astrocitos corticais.
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24 h e em B. 48 h. Resultados expressos como média + erro padrdo. Anélise
estatistica ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Newman-Keuls
comparagdes multiplas onde *p<0,05 com relagdo ao grupo controle. kDa:
kilodaltons; C: Controle; n: nimero de experimentos independentes.
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4.3 Efeitos da guanina no perfil de SUMOilacdo global de proteinas em
astrocitos

Uma vez que a guanosina pode ser metabolizada a guanina, foi
verificado se 0 aumento na SUMOQilacdo observado nos astrdcitos era
um efeito da guanosina per se ou de seu metabdlito. Com relacdo ao
perfil de SUMO1-ilacdo global de proteinas nos astrdcitos tratados com
guanina ndo foi observada diferencas significativas (apéndice C).
Entretanto, pode-se observar na Figura 23A, que a guanina na
concentracdo de 500 uM, em 1 h diminuiu a SUMOZ2/3-ilacdo global de
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proteinas comparando-se com o grupo controle (ANOVA de uma via,
F=2,580; p=0,06).

Figura 23: Efeitos da guaninaem 1 h, 6 h e 24 h na SUMO2/3-ilagéo global de
proteinas em astrdcitos corticais.
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Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade dptica de
SUMO2/3-ilagdo global dividida pela densidade Optica do controle de
carregamento GAPDH, com as respectivas concentragdes de guaninaem A. 1 h,
B. 6 h e C. 24 h. Resultados expressos como média + erro padrdo. Analise
estatistica ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Newman-Keuls
comparagdes multiplas *p<0,05; C: Controle; n: niimero de experimentos
independentes.

Pode-se observar na Figura 23B que a guanina na concentracdo
de 500 uM, em 6 h aumentou a SUMO2/3-ilacdo global de proteinas
(ANOVA de uma via, F=3,852; p=0,015). Pode-se observar na Figura
23C que a partir de 24 h, as diferentes concentra¢cdes de guanina ndo
apresentaram nenhum efeito significativo na SUMO2/3-ila¢do global de
proteinas quando comparado com o grupo controle (ANOVA de uma
via, F=1,945; p=0,160), por esse motivo o tempo de 48 h ndo foi
avaliado.
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4.4 Efeito da guanosina na SUMOilacdo global de proteinas em
neurdnios

Uma vez que a maioria dos trabalhos que avaliam o perfil de
SUMOilacéo séo realizados em neurénios (para revisdo ver HENLEY;
CRAIG; WILKINSON, 2014; HENLEY; CARMICHAEL;
WILKINSON, 2018) também foi investigado se a guanosina modulava
o perfil de SUMOilagdo global de proteinas em neurdnios. Pode-se
observar na Figura 24A que em neurdnios corticais tratados com
guanosina por 1 h ndo foram detectadas diferengas significativas de
SUMOL-ilagdo global nas diferentes concentracbes de guanosina
comparado com o grupo controle (ANOVA de uma via, F=0,9127;
p=0,483).

Figura 24: Efeito da guanosina em 1 h e 6 h na SUMO1-ilagdo global de
proteinas em neurdnios corticais.
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carregamento GAPDH, com as respectivas concentra¢des de guanosina em A. 1
h e B. 6 h. Resultados expressos como média + erro padrdo. Andlise estatistica
ANOVA ndo detectou diferenca entre os grupos. C: Controle; n: nimero de
experimentos independentes.

Em neurbnios tratados com guanosina durante 6 h também néo
houve diferencas significativas na SUMO1-ilacdo global de proteinas
comparado com o grupo controle (Figura 24B, ANOVA de uma via,
F=0,1666; p=0,9717).

Figura 25: Efeito da guanosina em 24 h e 48 h na SUMO1-ilagdo global de
proteinas em neurdnios corticais.
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Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade Optica de
SUMO1-ilagdo global dividida pela densidade 6ptica do controle de
carregamento GAPDH, com as respectivas concentracdes de guanosina em A.
24 h e B. 48 h. Resultados expressos como média + erro padrdo. Andlise
estatistica ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Newman-Keuls



90

comparagdes multiplas. *p<0,05; C: Controle; n: nimero de experimentos
independentes.

Com relagdo a SUMO1-ilacéo global nos neurdnios tratados por
24 h (Figura 25A) com as diferentes concentra¢cGes de guanosina a
ANOVA detectou um efeito entre os tratamentos (ANOVA de uma via,
F=3,231; p=0,03) porém, o teste de post hoc de Newmann-Keuls ndo
detectou entre quais grupos seriam essa diferenca. Em 48 h foi
observado um efeito significativo na redugdo da SUMO1-ilacéo global
(ANOVA de uma via, F=2,851; p=0,047), com a concentracdo de 500
MM de guanosina (10,61 + 1,24 DO) comparado com 0 grupo controle
(24,67 £ 4,70 DO) (Figura 25B).

Com relacdo a SUMO2/3-ilagdo global de proteinas, pode ser
observado na Figura 26A que o tratamento com a guanosina nas
concentragdes de 10, 100, 300 e 500 uM em 1 h foi capaz de aumentar a
SUMO2/3-ilacdo global de proteinas em neurbnios corticais (ANOVA
de uma via, F=5,014; p=0,001). Os valores de densidade &ptica
observados variaram de 9,14 + 1,29 para o grupo controle, 18,64 + 2,86
para a concentracdo de 10 uM de guanosina, 18,93 + 0,80 para 100 pM
de guanosina, para 20,33+ 2,61 com 300 uM de guanosina, e 20,39 £
2,19 com 500 UM de guanosina.

Em 6 h ndo foram observadas diferencas entre as diferentes
concentracdes de guanosina com relacdo grupo controle (Figura 26B,
ANOVA de uma via, F=2,890; p=0,0613), porém, o teste de pds hoc
Newmann-Keuls detectou diferengas onde a concentracdo de 500 uM de
guanosina (9,22 + 1,31 DO) diminui a SUMO2/3-ilagcdo global de
proteinas com relagdo a concentracdo de 1 uM (17,13 £ 1,70), porém,
ndo diferiu do grupo controle (16,19 + 3,49).
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Figura 26: Efeito da guanosina em 1 h e 6 h na SUMO2/3-ilacéo global em
neurdnios corticais.
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Western blotting representativo e andlise quantitativa da densidade dptica de
SUMO2/3-ilagdo global dividida pela densidade o¢ptica do controle de
carregamento GAPDH, com as respectivas concentracdes de guanosina em A.
em 1 h. B. em 6 h. Resultados expressos como média + erro padrdo. Andlise
estatistica ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Newman-Keuls
comparagdes multiplas. *p<0,05; ** p<0,01; #p<0,05 com relagdo a guanosina;
C: Controle; n: nimero de experimentos independentes.

Com relacdo ao perfil de SUMO2/3-ilacéo global de proteinas
em 24 h (ANOVA de uma via, F=1,309; p=0,3236) e 48 h (ANOVA de
uma via, F=0,2917; p=0,9085) ndo foram observadas diferencas entre as
diferentes concentragGes de guanosina com relagdo ao grupo controle
(Figura 27).
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Figura 27: Efeito da guanosina em 24 h e 48 h na SUMO2/3-ilagdo global de
proteinas em neurdnios corticais.
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Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade Gptica de
SUMO2/3-ilagdo global dividida pela densidade o¢ptica do controle de
carregamento GAPDH, com as respectivas concentragdes de guanosina em A.
24 h. e em B. 48 h. Resultados expressos como média + erro padrdo. Andlise
estatistica ANOVA ndo detectou diferenca entre os tratamentos. C: Controle; n:
nlmero de experimentos independentes.

4.5 Efeitos da guanosina na SENP3 em neur6nios

A SUMO2/3-ilagdo global de proteinas é regulada pela enzima
SENP3, que é a enzima responsavel por descojugar a SUMO2/3 das
proteinas alvo. Em 1 h ndo houve alteragdo nos niveis de SENP3 nos
neurdnios corticais tratados com guanosina (ANOVA de uma via,
F=1,450; p=0,2602), Figura 28A. Entretanto em 6 h houve um aumento
significativo na SENP3 na concentragdo de 500 uM de guanosina
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(ANOVA de uma via, F=3,638; p=0,018), Figura 28B. Em 24 h (Figura
28C) o efeito na SENP3 ndo é mais observado comparado ao grupo
controle (ANOVA de uma via, F=0,4313; p=0,8205), por esse motivo o
tempo de 48 h néo foi avaliado.

Figura 28: Efeito da guanosina em 1 h, 6 h, e 24 h, nos niveis de SENP3 em
neurdnios corticais.
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Western blottings e analise quantitativa da densidade Optica de SENP3 dividida
pela densidade 6ptica do controle de carregamento GAPDH, com as respectivas
concentragdes de guanosina em A. 1 h, em B. 6 h e em C. 24 h. Resultados
expressos como média + erro padrdo. Andlise estatistica ANOVA de uma via
seguido do teste post hoc de Newman-Keuls comparagdes multiplas. *p<0,05;
kDa: kilodaltons; n: nimero de experimentos independentes.

4.6 Efeitos da guanosina na SUMOilacdo global de proteinas com o
bloqueio dos transportadores de nucleosideos em neurdnios

Sabe-se que a maquinaria de SUMOilacdo esta presente no
citoplasma e no ndcleo das células (HENLEY; CRAIG; WILKINSON,
2014) e que a guanosina pode trafegar entre 0s compartimentos extra e
intracelulares com auxilio dos transportadores de nucleosideos presentes
na membrana celular (para revisio ver PASTOR-ANGLADA; PEREZ-
TORRAS, 2018). Para investigar se 0 mecanismo pelo qual a guanosina
aumenta a SUMO2/3-ilacdo € extracelular ou intracelular, neurénios
corticais (14 d.i.v.) foram pré-incubados com dipiridamol (10 uM) por
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20 min, um blogqueador do transporte de nucleosideos, a guanosina foi
entdo adicionada e mantida por 1 h.

Pode-se observar na Figura 29A que mesmo com o bloqueio da
internalizacdo da guanosina a SUMO1-ilacdo global de proteinas
permanece inalterada (ANOVA de uma via, F=1,709; p=0,1318). Pode-
se observar na Figura 29B que o aumento da SUMO?2/3-ilagdo global de
proteinas de alto peso molecular provocado pela guanosina em 1 h se
mantém significativo comparado com o controle mesmo na presenca do
dipiridamol (ANOVA de uma via, F=3,444; p=0,0055), ou seja, 0
aumento na SUMOZ2/3-ilagdo provocado pela guanosina independe de
sua internalizagdo, indicando sua possivel interagdo com um receptor na
membrana. Nesta figura sdo mostradas e quantificadas apenas as
proteinas de alto peso molecular para isoforma SUMO2/3 uma vez que
as bandas referentes aos pesos moleculares menores ficaram muito
fracas mesmo com super-exposi¢ao.

Figura 29: Efeitos da guanosina em 1 h na SUMO1-ilacdo e na SUMO2/3-
ilacdo global de proteinas em neurdnios corticais tratados com o bloqueador do
transporte de nucleosideos.
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Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade Gptica de A.
SUMO1-ilagdo global de proteinas dividida pela densidade dptica do controle
de carregamento GAPDH, com as respectivas concentragdes de guanosina e em
B. Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade Optica de
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SUMO2/3-ilacédo global de proteinas dividida pela densidade dptica do controle
de carregamento GAPDH, com as respectivas concentragdes de guanosina.
Resultados expressos como média + erro padrdo. Analise estatistica ANOVA de
uma via seguido do teste post hoc de Newman-Keuls compara¢@es multiplas. *
p<0,05; ns: ndo significativo; C: Controle; D ou Dip: dipiridamol (10 pM); n:
nimero de experimentos independentes.

4.7 Efeitos da guanosina na SUMOilacdo global de proteinas com o
bloqueio dos receptores de adenosina Az e Aza

Com base nos resultados mostrados acima, foi avaliado se
haveria alteracdo no efeito da guanosina ha SUMO2/3-ilagdo global de
proteinas com bloqueio do receptor A;, utilizando DPCPX (8-
ciclopentil-1,3-dipropilxanthina) antagonista dos receptores Az (100 nM)
adicionado no meio de cultivo 20 min antes de guanosina (500 pM).
Pode-se observar na Figura 30 que o pré-tratamento com o antagonista
A aboliu o efeito da guanosina em promover o aumento da SUMO2/3-
ilacdo global de proteinas e o antagonista per se ndo promoveu alteragdo
na SUMO2/3-ilacdo global de proteinas (ANOVA de uma via, F=3,086;
p=0,0571).

Figura 30: Efeito da guanosina em 1 h na SUMO2/3-ilacdo global em
neurdnios corticais tratados com antagonista do receptor de adenosina A.
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Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade Optica de
SUMO2/3-ilagéo global de proteinas dividida pela densidade dptica do controle
de carregamento GAPDH, com o pré-tratamento com DPCPX (20 min, 100
nM) antes da adi¢cdo de guanosina (500 uM — 1 h). Resultados expressos em
média + erro padrdo. Analise estatistica ANOVA de uma via seguido do teste
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post hoc de Newman-Keuls compara¢es multiplas. * p<0,05; C: Controle; G ou
Guo: guanosina; Dx: DPCPX; n: nimero de experimentos independentes.

No que se refere a modulacdo do receptor Aza, (utilizando
ZM241385, antagonista Aza, 50 nM), 20 min antes da adigdo da
guanosina (500 puM), pode-se observar na Figura 31 que o efeito de
aumentar a SUMO2/3-ilacdo global de proteinas ocorreu com a presenca
de guanosina, com a presenca do antagonista, mas ndo ocorreu quando
ambos estavam presentes (ANOVA de uma via, F=6,569; p=0,0042).

Figura 31: Efeito da guanosina em 1 h na SUMO2/3-ilacdo global em
neurdnios corticais tratados com antagonista do receptor de adenosina Aa.
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Western blotting representativo e anélise quantitativa da densidade Optica de
SUMO2/3-ilagdo global de proteinas dividida pela densidade dptica do controle
de carregamento GAPDH, com o pré-tratamento com ZM241385 (20 min, 50
nM) antes da adigdo de guanosina (500 uM - 1 h). Resultados expressos em
média + erro padrdo. Andlise estatistica ANOVA de uma via seguido do teste
post hoc de Newman-Keuls comparages multiplas. * p<0,05, ** p<0,01. C:
Controle; G ou Guo: Guanosina; ZM: ZM241385; n: nlimero de experimentos
independentes.

4.8 Efeitos da adenosina na SUMOilagdo global de proteinas em
neurdnios

Considerando a possivel participacdo dos receptores de
adenosina no efeito da guanosina, foi avaliado se a adenosina per se,
poderia causar alteracdes na SUMOila¢do. Em neurdnios tratados com



97

adenosina por 1 h nas mesmas concentracgdes utilizadas para a guanosina
ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos para
SUMOL1-ilacdo global de proteinas (ANOVA de uma via, F=0,371;
p=0,85) nem para SUMOZ2/3-ilagdo global de proteinas (ANOVA de
uma via, F=2,220; p=0,08) como pode ser observado na Figura 32A e B.

Figura 32: Efeito da adenosina em 1 h na SUMO1-ilagdo e SUMO2/3-ilagdo
global de proteinas em neurénios corticais.
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Além dos resultados apresentados no presente capitulo, sobre a
caracterizacdo dos efeitos da guanosina na modulagdo do perfil de
SUMOilagdo em neurbnios e astrdcitos corticais, também foi
investigado se a guanosina apresentaria algum efeito na SUMOilagéo
global de proteinas em células fora do SNC, esses resultados podem ser
encontrados no apéndice E.

5 DISCUSSAO
5.1 Efeito da guanosina no fendtipo de ativacdo astrocitaria

Desde a sua descoberta em 1984 o peptideo AP vem sendo
extremamente investigado na DA (RICCIARELLI e FEDELE, 2017).
Em condigdes patologicas o AP agrega formando dimeros, trimeros,
protofibrilas e fibrilas que podem interagir com diferentes componentes
celulares neuronais e ndo neuronais. Podendo promover uma série de
eventos deletérios como disfuncdo sinaptica, reducdo da LTP, reducédo
na captagdo de glutamato neuronal. Até que gradualmente apds a morte
desses neurdnios se atinge as manifestacdes cognitivas observadas na
DA (PALOP; MUCKE, 2010; MUCKE; SELKOE, 2012).

A captacdo de glutamato é um fendémeno determinante para
manter os niveis fisioldgicos de glutamato no cérebro e evitar um
processo denominado excitotoxicidade glutamatérgica que leva a morte
neuronal. A homeostase na concentracdo de glutamato € mantida gracas
aos transportadores de aminoacidos Na* dependentes que estdo presentes
principalmente nos astrécitos (TROTTI; DANBOLT; VOLTERRA,
1998). Em modelos que promovam aumento de glutamato extracelular,
como no caso da privacao de glicose e oxigénio em fatias hipocampais,
ja foi demonstrado que a guanosina é capaz de promover 0 aumento na
captacdo de glutamato via ativacdo de receptores BK (DAL-CIM et al.,
2011). E sabido que a guanosina per se aumenta a captacdo de
glutamato em fatias corticais, quando o glutamato é adicionado no meio
a guanosina pode aumentar em até 52% a captacdo de glutamato no
periodo de 1 h (FRIZZO et al., 2005). Também ja foi observado um
aumento na captacdo de glutamato pela guanosina em cultura primaria
de astrécitos corticais (FRIZZO et al., 2001; GOTTFRIED et al., 2002).

J4 foi observado também em um modelo in vivo de hipdxia
neonatal, capaz de reduzir a captacdo de glutamato em fatias
hipocampais, que a guanosina previne essa reducdo, sugerindo que a
guanosina possivelmente contribui para a manutengdo fisiolégica dos
niveis de glutamato (MORETTO et al.,, 2005). Com relagdo aos
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resultados obtidos no presente estudo o peptideo APi-42em um protocolo
de incubacdo de 48 h ndo promoveu alteracdo nos niveis de captacdo de
glutamato para que se pudesse avaliar o efeito da guanosina. A
guanosina per se ndo aumentou a captacdo de glutamato basal. Em
investigagdes futuras, periodos de tempo menores poderiam ser
aplicados nesse protocolo.

Os astrocitos respondem ao ambiente extracelular e isso pode
ser evidenciado através da reatividade astrocitaria que consiste de
alteracBes morfoldgicas e também alteracGes funcionais, o que culmina
em um aumento na expressdo de GFAP. Essas caracteristicas aparecem
tanto na DA quanto em outras doencas do SNC, e moléculas protetoras
gue possam reverter ou prevenir essas caracteristicas sdo de amplo
interesse terapéutico (PEKNY; PEKNA, 2014).

Um estudo publicado por Hoppe e colaboradores (2013),
demonstrou que a curcumina, um componente ativo do agafrdo-da-india,
preveniu a reatividade astrocitiria causada pelo peptideo AP1-42em 48 h.
Também ha evidéncias na literatura de que a guanosina (300 uM- 24 h)
¢ protetora contra o peptideo APzsas (5 UM) em células SH-SY5Y
(PETTIFER et al., 2004). Ao investigar se a guanosina também
promoveria efeitos sobre a toxicidade do peptideo APia2 pode-se
observar que a guanosina (100 puM) preveniu o fenétipo de reatividade
astrocitaria quanto o aumento na expressdo de GFAP promovido pelo
peptideo AP142 (2 UM) em 48 h. Esses achados sdo extremamente
relevantes, considerando que 0s astrocitos protegem 0s neurdnios,
podendo formar uma barreira importante entre os depositos do peptideo
AP e os neurdnios (ROSSNER et al., 2005).

Outro estudo realizado em astrécitos cerebelares, revelou que o
GMP ou a guanosina foram capazes de alterar a organizacdo de
proteinas como laminina e fibronectina. Neste mesmo artigo foi
demonstrado que se apds 24 h do tratamento com GMP ou guanosina,
forem adicionados neurbnios (para originar uma co-cultura), aumenta
significativamente a adesdo dos neurbnios comparado com 0 grupo
controle (DECKER et al., 2007). A guanosina (100 uM) também ja se
mostrou glioprotetora em culturas utilizando-se astrécitos de animais
idosos (180 dias) (SOUZA et al., 2016).

5.2 Efeitos da guanosina na SUMOQilacdo global de proteinas em
astrocitos e neurdnios

Até o presente momento ndo foram encontrados trabalhos na
literatura que discutam se a guanosina ou seus derivados possam
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modular a SUMOilagdo de proteinas. Com base nos resultados
apresentados acima, foi demonstrado pela primeira vez um efeito na
SUMO2/3-ilagcdo global de proteinas em astrocitos e neurdnios
promovido pela guanosina. Nos astrdcitos este efeito foi observado em
dois intervalos de tempo analisados, em 1 h nas concentragfes de 10,
100, 300 e 500 uM de guanosina e em 24 h na concentragdo de 100 uM
de guanosina. De forma interessante essa concentracdo de guanosina é
uma das mais utilizadas em trabalhos in vitro, onde os efeitos protetores
sdo geralmente observados (DAL-CIM et al., 2011; DAL-CIM 2012;
SU et al,, 2013; DAL-CIM 2016; THOMAZ et al., 2016). Usar um
inibidor da SUMOilagdo, como o &cido gincdlico, seria uma estratégia
interessante para experimentos futuros, para investigar quais sdo as
consequéncias desse aumento de SUMOZ2/3-ilacdo observado nos
neurdnios e astrocitos.

Nos neurbnios também foi observado um aumento na
SUMO2/3-ilacéo global de proteinas em 1 h. A partir de 6 h os niveis de
SUMO2/3-ilacdo global de proteinas voltou aos niveis do grupo
controle. Esse efeito pode estar relacionado com o aumento significativo
observado no aumento de SENP3, também em 6 h, uma vez que essa
enzima promove a deSUMOilacdo dessa isoforma. Nos neurbnios
também foi observado uma reducdo significativa na SUMO1-ilagdo
global de proteinas em 48 h.

Como sdo as mesmas enzimas que conjugam a SUMO1 e a
SUMO2/3, ainda ndo esta claro como ocorre a escolha entre as
isoformas para a SUMOQilacéo. Pela caréncia de literatura nesse contexto
até o presente momento, uma das explicacBes possiveis para 0 aumento
na SUMO2/3-ilacdo e ndo na SUMO1-ilacdo em 1 h, poderia ser a
maior disponibilidade de SUMOZ2/3 para ser conjugada as proteinas-alvo
em relacdo a SUMOL. Ja foi observado em células cox7 que héa cerca de
40% mais SUMO2/3 livre. Esse resultado segere pelo menos em parte,
gue haja uma dindmica de conjugacéo diferente para as duas isoformas
de SUMO, mas isso precisa ser confirmado em neurdnios (SAITOH,;
HINCHEY, 2000; TATHAM et al., 2001; GOLEBIOWSKI et al.,
2009).

E importante pontuar que alguns substratos podem ser
modificados apenas por SUMO1 ou por SUMO2/3 ou ambos
(VERTEGAAL et al., 2006). Nesse contexto, investigagdes futuras
podem ter como foco uma proteina especifica, e através de ensaios de
co-imunoprecipitacdo, verificar quais alvos celulares estdo sendo
SUMOilados em decorréncia do tratamento com a guanosina. Por
exemplo, no estudo de Liu e colaboradores (2009), foi demonstrado que
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durante a hipdxia e a reoxigenacdo, ha um aumento dose-dependente na
proteina kappaB-alpha na forma SUMO1-ilada em células tratadas com
NECA (agonista ndo seletivo para os receptores de adenosina) e este
efeito foi abolido pelo antagonista do receptor.

Ja foi demonstrado na literatura que aumentar a SUMOila¢édo de
forma exdgena poderia ter implicagbes neuroprotetoras. Bernstock e
colaboradores (2018), realizaram um screening de compostos com
atividade inibitoria de SENP2, o que aumenta os niveis de SUMOilacdo
e demostraram que as moléculas identificadas, 6-tioguanina e
isoprenalina, em células SH-SY5Y conseguem proteger as mesmas do
protocolo de privacdo de oxigénio e glicose, dando mais suporte a
hipotese de que o aumento dos niveis globais de SUMOQilacdo seriam
um mecanismo protetor em dano isquémico (BERNSTOCK et al.,
2018).

O aumento na SUMO2/3-ilacdo em 1 h poderia estar sendo
causado pela guanina, uma vez que a guanosina é metabolizada a
guanina. Para verificar essa possibilidade, astrocitos corticais foram
tratados com guanina, nas mesmas concentrages. A maior concentraco
testada de guanina reduziu os niveis SUMO2/3-ilacdo global nos
astrocitos, logo o aumento de SUMO2/3-ilacdo global de proteinas
observado em 1 h pela guanosina é de fato um efeito da guanosina.
Deve-se considerar que tanto em um sistema bioldgico quanto nas
condicdes experimentais empregadas as duas moléculas estdo presentes
uma vez que sdo ambas componentes enddgenos e indispensaveis para
muitas fungdes bioldgicas. O que ainda precisa ser avaliado é por qual
via de sinalizacdo a guanina estaria diminuindo a SUMO2/3-ilagdo em 1
h e aumentando a SUMO2/3-ilagdo em 6 h.

Em condicdes fisioldgicas ja foi demonstrado em astrécitos que
a guanosina (administrada em sua forma radioativa [*H] Guo), pode ser
internalizada em 15 min (GIULIANI et al., 2012). A maquinaria de
SUMOilacéo por sua vez, também esta presente no citoplasma das
células. Nesse sentido, foi avaliado se o aumento observado na
SUMO2/3-ilacdo global de proteinas promovido pela guanosina era
devido a sua internalizacdo. Ao utilizar o dipiridamol e bloquear a
entrada de guanosina nos neurbnios, o aumento de SUMO2/3-ilacéo
global se manteve. Esse resultado sugere que a guanosina modula a
SUMO2/3-ilagdo global de proteinas, via extracelular, através da
modulagdo de um receptor de membrana.

Di lorio e colaboradores (2004), demostraram que a guanosina
reduzia o nimero de células apoptdpticas de um modo concentracéo
dependente e que esse efeito ndo era perdido com o bloqueio dos
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transportadores de nucleosideos, demonstrando se tratar de um efeito da
guanosina via extracelular. Como revisado na introducdo, estudos
prévios demostraram efeitos extracelulares para a guanosina apontando
como possivel alvo os receptores de adenosina do tipo Ai e Aza, uma
vez que o bloqueio dos mesmos reduzia os efeitos observados (DAL-
CIM etal., 2012).

O bloqueio do receptor A; utilizando DPCPX (100 nM), aboliu
o efeito da guanosina em promover o aumento da SUMOZ2/3-ilacdo
global de proteinas e o antagonista per se ndo promoveu um efeito na
SUMO2/3-ilagdo global de proteinas. Esse resultado sugere que a
guanosina esteja aumentando a SUMO2/3-ilagdo global de proteinas via
receptor A:;. Com a modulacdo do receptor Aza (ZM241385) pdde-se
observar que o efeito na SUMO2/3-ilacdo global de proteinas ocorreu
com a presencga de guanosina, com a presenca do antagonista, mas ndo
ocorreu quando ambos estavam presentes. Esse resultado sugere que o
estado basal do receptor de adenosina pode estar modulando per se 0s
niveis de SUMO2/3-ilagdo enddgenos, o que precisa ser confirmado em
experimentos futuros. O ZM241385 é classicamente descrito como um
antagonista, porém, alguns trabalhos (incluindo resultados ainda nao
publicados do nosso grupo) sugerem que possa agir Como um agonista
inverso do receptor Aza, podendo per se promover um efeito (SAFHI et
al., 2010; LEBON et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2017). Contudo, ndo
se pode descartar a possibilidade de interacdo farmacol6gica entre os
dois compostos, por se tratar de um experimento in vitro.

Os receptores de adenosina A; e Aza desencadeiam diferentes
efetores intracelulares como descrito na introdugéo do presente capitulo,
modulando de forma oposta 0s niveis de AMPc. Além disto, o receptor
A ativa a hidrolise da fosfolipase C, e o receptor de adenosina Aza ativa
a cascata das proteinas MAP cinases (MAPKs) (BOREA et al., 2018).
Entretanto, ainda ndo se sabe como essas vias de sinalizacdo intracelular
podem interagir com a maquinaria de SUMOilag&o da célula.

Apesar de a guanosina ter modulado a SUMO2/3-ilacdo de
proteinas via receptores de adenosina. A adenosina em 1 h ndo modulou
a SUMO1 e SUMO2/3-ilacdo global de proteinas. Nao se descarta a
possibilidade de que a adenosina module a SUMOQilagdo em tempos
menores. Considerando que os receptores acoplados a proteinas G,
como é o caso dos receptores de adenosina, podem sofrer
dessensibilizagdo e internalizagdo em resposta a exposi¢do continua ao
agonista, ou ainda, promover um desacoplamento da proteina G, o que
impediria uma resposta intracelular (KRUPNICK; BENOVIC, 1998;
BUNEMANN; HOSEY, 1999; SHETH et al., 2014). E possivel que a
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guanosina ndo promova dessensibilizacdo destes receptores, uma vez
que ela ndo é o agonista enddgeno deles. Além disto, foi sugerido que a
guanosina atue como um modulador alostérico dos receptores de
adenosina (TASCA et al., 2018), o que necessita mais comprovacao
experimental. Nesse contexto, seria interessante investigar se ocorre
modulagdo da SUMOilagéo pela adenosina, em minutos ao invés de 1 h.
Porém, ndo foram realizadas investigacGes adicionais, pois, o foco
principal dessa tese foi a guanosina.

Como apresentado na introducdo, ja foi demonstrado na
literatura que a guanosina é capaz de modular MPTs como a
fosforilagdo de proteinas (DI IORIO et al., 2004; MOLZ et al., 2011,
DAL CIM et al., 2012; SU et al., 2013). Entretanto, essa € a primeira
vez em que foi demonstrado que a guanosina pode modular a
SUMOilacéo de proteinas em astrdcitos e neurdnios corticais (Tabelas 3
e 4) de forma tempo e concentracdo dependente. O aumento na
SUMO2/3-ilacdo em 1 h ndo é devido a guanina uma vez que a guanina
em 1 h promove reducdo da SUMOZ2/3-ilacdo global de proteinas.

Tabela 3: Resumo dos efeitos da guanosina e da guanina na SUMO1-ilagéo e
SUMO2/3-ilagéo global de proteinas em astrocitos corticais.

Tempo: 1lh 6 h 24 h 48 h
= SUMO 1 =SUMO 1 =SUMO 1 =SUMO 1
Guanosina 4 SUMO 2/3 =SUMO2/3 4SUMO2/3 =SUMO 2/3
= SUMO 1 =SUMO 1 NA NA
Guanina § SUMO 2/3 = SUMO 2/3 =SUMO 2/3 NA

Para verificar as respectivas concentragdes para cada efeito vide texto. NA: Nao
avaliado; = indica auséncia de alteragdo com relagdo ao grupo controle, setas
para cima indicam aumento, setas para baixo indicam reducdo da respectiva
SUMOilacéo global. Fonte: o autor.

Tabela 4: Resumo dos efeitos da guanosina e da adenosina na SUMO1-ilagdo e
SUMO2/3-ilagéo global de proteinas em neurdnios corticais.

Tempo: 1lh 6h 24 h 48 h
=SUMO 1 =SUMO 1 =SUMO 1 ¥ SUMO 1

Guanosina 4 SUMO 2/3 =SUMO 2/3 =SUMO 2/3 =SUMO 2/3
=SUMO 1 NA NA NA

Adenosina = SUMO 2/3 NA NA NA

Para verificar as respectivas concentragdes para cada efeito vide texto. NA: Nao
avaliado; = indica auséncia de alteragdo com relacdo ao grupo controle, setas
para cima indicam aumento, setas para baixo indicam reducdo da respectiva
SUMOilagéo global. Fonte: o autor.
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Em relacdo ao mecanismo de acdo pelo qual a guanosina esta
promovendo o0 aumento na SUMOZ2/3-ilagdo de proteinas, os resultados
aqui apresentados indicam que seja dependente da ativagdo do receptor
de adenosina A, uma vez que 0 uso de antagonista do receptor A
blogueou os efeitos da guanosina. Também foi observado modulagéo na
SUMOilagéo com o uso do agonista inverso dos receptores de adenosina
Aua, Uma vez que ZM241385 per se promoveu aumento na SUMO2/3-
ilacdo ao invés de bloquear o efeito da guanosina. Este resultado sugere
gue os niveis endogenos do ligante para este receptor (ou seja,
adenosina) podem estar controlando a SUMO2/3-ilacdo global de
proteinas, 0 que precisa ser mais bem caracterizado em estudos futuros.
A adenosina per se em 1 h ndo alterou os niveis de SUMO1-ilagdo nem
0s niveis de SUMOZ2/3-ilagdo global de proteinas nos neurbnios
corticais, entretanto nao se descarta a possibilidade de a adenosina estar
modulando a SUMOQilagado em outros tempos.
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Capitulo 111 - Avaliacdo dos efeitos da guanosina na disfuncéo
mitocondrial

Este capitulo foi desenvolvido na School of Biochemistry, Centre for Synaptic
Plasticity, Universidade de Bristol, no laboratério coordenado pelo professor
Dr. Jeremy Henley (doutorado sanduiche financiado pelos programas CAPES-
PDSE e Newton Fund).

1 INTRODUCAO
1.1 Disfuncéo mitocondrial

O cérebro humano tem uma alta necessidade metabdlica, e é um
dos 6rgdos que mais consomem oxigénio no corpo humano, cerca de 3,5
mL / 100g / min, o que significa que em repouso consome cerca de 20%
do oxigénio total (KETY, 1957). Essa grande demanda em oxigénio e
energia é em grande parte utilizada para manter as sinapses e retornar o
estado de repouso da membrana ap6s o fluxo de ions utilizado no
disparo neuronal. A maioria da energia (em forma de ATP) utilizada
pelo cérebro é proveniente da mitocOndria através da oxidacdo de
substratos provenientes da glicose (MACASKILL; KITTLER, 2009).

A mitocondria é a organela responsavel pela producdo de
energia, tamponamento de Ca?* e sinalizagcdo de apoptose, o que lhe
confere extrema importancia no SNC (DANIAL, KORSMEYER, 2004;
SZABADKAI, DUCHEN, 2008; MACASKILL; KITTLER, 2009).
Disfungdes que promovam dano mitocondrial irdo aumentar espécies
reativas de oxigénio e promover uma reducdo na viabilidade celular.
Portanto, uma homeostase da mitocéndria é um fator importante para a
viabilidade celular e para que isso ocorra existem mecanismos
responsaveis pela dindmica mitocondrial, como por exemplo os
processos de fissdo e fusdo mitocondrial (MICHEL et al., 2012).

Algumas toxinas, como por exemplo a rotenona, a 6-OHDA e o
MPP*, causam o blogueio do complexo I mitocondrial e sdo utilizadas
como modelos in vitro de algumas patologias, como por exemplo
doenca de Parkinson. Essas toxinas vém sendo utilizadas de forma
aguda para avaliar disfungdes mitocondriais, pois, eficientemente
promovem reducdo de viabilidade celular, diminuicdo de atividade
sindptica como LTP em fatias hipocampais, redugdo dos niveis de ATP
intracelular entre outras disfuncbes (GUERRA DE SOUZA;
PREDIGER; CIMAROSTI, 2016).
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O termo dindmica mitocondrial ou homeostase mitocondrial se
refere aos processos de fissdo, fusdo, biogénese e degradacdo
(mitofagia). Esses fendbmenos sdo criticos para o funcionamento
neuronal, uma vez que o desbalanco ou o ndo funcionamento adequado
desses mecanismos vém sendo correlacionados com diferentes
patologias e doengas neurodegenerativas (BEAL 2007; BEREITER-
HAHN; JENDRACH, 2010; LAAR; BERMAN, 2013). A dindmica
mitocondrial € um processo extremamente complexo que envolve
muitas proteinas sejam elas as presentes nas membranas mitocondriais
ou no citoplasma da célula. Sabe-se que o processo de fissdo
mitocondrial utiliza dentre outras, duas proteinas que foram investigadas
nesse trabalho, uma GTPase, a Drpl, também denominada proteina
relacionada a dinamina 1, que pode interagir com o fator de fisséo
mitocondrial (MFF, proteina ancorada na membrana mitocondrial
externa) e promover a fissdio (GANDRE-BABBE; VAN DER BLIEK,
2008; OSELLAME et al., 2016; MEYER; LEUTHNER; LUZ, 2017).

Na literatura é possivel encontrar indmeros trabalhos que
discutem e relacionam a dindmica mitocondrial com a SUMOilagéo,
uma vez que diversas proteinas mitocondriais podem ser alvo da SUMO
(para revisdo ver GUERRA DE SOUZA; PREDIGER; CIMAROSTI,
2016). Ja se sabe que a SUMOilagdo da proteina mitocondrial Drpl esta
envolvida com processos de isquemia (GUO et al., 2013). Ja foi
sugerido que a SUMOilacdo poderia marcar proteinas mitocondriais nao
funcionais, e dessa forma controlar a qualidade dessas proteinas na
célula (PAASCH et al., 2018).

Além da importante funcdo da SUMOilacdo na dinamica
mitocondrial, a guanosina também tem efeitos protetores sobre a
mitocéndria. J& foi demostrado que a guanosina previne a disfuncdo
mitocondrial, deplecdo de ATP e a geracdo de espécies reativas de
oxigénio em fatias de estriado no modelo de 6-OHDA (modelo de
disfungdo mitocondrial e consequente dano celular, pois inibe os
complexos | e IV) (GLINKA; YOUDIM, 1995; MARQUES et al.,
2008). A guanosina previne também o estresse oxidativo mitocondrial
induzido por rotenona e oligomicina em células SH-SY5Y (DAL-CIM
et al., 2012). Em outros estudos, a guanosina reverteu a toxicidade
induzida por MPP* em células SH-SY5Y indiferenciadas (PETTIFER et
al., 2007) e protegeu fatias hipocampais contra a morte induzida por
glutamato (MOLZ et al., 2011).
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1.2 Justificativa

Inicialmente, foram realizados experimentos com a incubagéo
do peptideo APi-42 (2 UM por 48 h) nos neurdnios corticais (14 d.i.v),
porém, ndo foram observadas alteracdes nos niveis de SUMO1-ilacdo
nem SUMOZ2/3-ilagdo para que pudesse ser testado o efeito da
guanosina (dados ndo mostrados). Por esse motivo, foi utilizado um
modelo que fosse capaz de promover uma reducdo na SUMOilacdo e
também na viabilidade celular. As disfungbes mitocondriais sdo
caracteristicas marcantes tanto nas doencas neurodegenerativas quanto
metabdlicas (SCHON; DI MAURO; HIRANO, 2012). Por esse motivo
foi escolhido o uso da rotenona como modelo agudo que promove
disfuncdo mitocondrial como diminui¢do na producdo de ATP e perda
de viabilidade celular (LITSKY et al. 1999).

Considerando que a guanosina ja se mostrou protetora em
diferentes protocolos utilizando fatias hipoccampais e estriatais,
apontando para um possivel mecanismo de acdo com protecdo
mitocondrial (DAL-CIM 2012; MARQUES; MASSARI; TASCA,
2019; COURTES et al.,, 2019). O presente estudo buscou em um
primeiro momento avaliar o efeito da rotenona na SUMOQilacdo global
de proteinas e na viabilidade dos neurdnios corticais e posteriormente
avaliar o efeito protetor da guanosina nos neurbnios expostos a
rotenona.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da guanosina sobre a SUMOQilacdo de proteinas em
um modelo de disfunc¢do mitocondrial aguda induzida por rotenona.

2.1 Objetivos Especificos

1- Avaliar os efeitos da rotenona na SUMOilacdo global de proteinas e
na viabilidade celular dos neur6nios corticais;

2- Determinar os efeitos da guanosina sobre a viabilidade celular e
SUMO2/3-ilagdo em neurdnios incubados com rotenona;

3- Avaliar os efeitos da guanosina nos niveis das proteinas Drpl e MFF;

4- Avaliar os efeitos da guanosina na incorporacdo do corante marcador
de mitocondria mitotracker em neurdnios incubados com rotenona;

5- Investigar o efeito do knockdown de SENP3 na viabilidade celular e
na SUMOilagdo em neurdnios incubados com rotenona.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Cultivo Primério de Neurdnios

As culturas neuronais foram preparadas seguindo o protocolo
padrdo descrito no capitulo I, e os neurbnios foram mantidos por 14
d.i.v. para a realizacdo dos experimentos (GUO et al., 2013).

3.2 Tratamentos

As drogas adicionais utilizadas nesse estudo foram o corante
mitotracker (Invitrogen, n° de catdlogo: M7512, uso de acordo com as
instrucdes do manual do fabricante). Meio de montagem de laminas
contendo DAPI (n° de catalogo: F6057) e a rotenona (Sigma-Aldrich, n°
de catalogo: R8875). A rotenona foi inicialmente diluida em DMSO
(100%) em uma solucdo-mée de 3 mM, a partir dessa solucgéo foi diluida
em meio Neurobasal para obter-se a concentracdo de 300 puM. A
concentracdo de 300 pM foi diluida novamente em meio Neurobasal
para conseguir um volume pipetavel para a concentracdo de 250 nM (ou
concentracdes utilizadas no estudo piloto). O tempo dos tratamentos e a
concentracdo de rotetona foram padronizados de acordo com estudos
pilotos realizados nesse trabalho (estudo piloto citado nos resultados).

O protocolo experimental de rotenona consistiu de 6 grupos
experimentais: controle, rotenona (250 nM), guanosina (500 uM) por 3
h, guanosina (500 M) mais rotenona por 3 h, guanosina (500 uM) por
4 h, pré-tratamento com guanosina (500 uM) por 1 h e posterior adicao
de rotenona (250 nM) por 3 h.

3.3 Teste de Viabilidade Celular - MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT como
descrito no capitulo 1l desta tese.

3.4 Preparo das amostras para Western blotting

Ap0s os tratamentos dos neurdnios as amostras de proteinas
foram preparadas como descrito previamente no capitulo Il desta tese.
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3.5 Western blotting

O protocolo de Western blotting encontra-se descrito no
capitulo 1l da presente tese. Os anticorpos adicionais MFF (1:1000),
Drpl (1:1000) também foram mantidos overnight sob agitacdo a 4°C
(uma tabela com os respectivos fabricantes dos anticorpos encontra-se
no Anexo A).

3.6 Imunocitoquimica

Os neurdnios foram plaqueados (1 x 10° células/pogo) em
laminulas de vidro (previamente tratadas em acido nitrico fumegante e
poli-L-lisina (0,1 mg/mL). Apés 14 d.i.v., previamente aos tratamentos
foi adicionado o corante marcador mitocondrial mitotracker na
concentracdo de 100 nM, e 0 mesmo permaneceu por 30 min antes dos
tratamentos. O mitotracker é um corante que liga em grupos tiois nas
mitocdndrias de células vivas e precisa do potencial de membrana
mitocondrial (CHAZOTTE, 2011). Apos a incubagdo com rotenona e
guanosina nos respectivos grupos experimentais os neurdnios foram
fixados com 2% de paraformaldeido na incubadora por 15 min. Apds, 0s
neurdnios foram lavados com PBS 1X. Apos trés lavagens com PBS, os
neurdnios foram permeabilizados com PBS / Triton 0,1% durante 5 min
e lavados novamente. Para parar o efeito do formaldeido foi adicionado
glicina na concentracdo de 100 mM, apds 5 min os neurdnios foram
lavados novamente. As laminulas foram montadas sobre laminas
utilizando meio de montagem contendo DAPI. As laminas foram
trazidas da Universidade de Bristol para a UFSC e as imagens
adquiridas em microscopio confocal (LCME- UFSC).

3.7 Infeccdo Neuronal com Lentivirus

Para expressdao dos RNAs de interferéncia (ShRNAs) com
auxilio de vetor lentiviral pequenas sequéncias de hairpins foram
clonadas no vetor pXLG3-PX-GFP-WPRE com o promotor H1. As
sequéncias utilizadas foram: SCR19 - AATTCTCCGAACGTGTCAC;
SENP3-1 - CAACAGTTTCTTCTATGATAA. As particulas lentivirais
foram produzidas em células HEK293 utilizando vetores auxiliares
p8.91 e pMD2.G, como descrito previamente por Rocca e colaboradores
(2017). Os shRNAs foram clonados e desenvolvidos pelo Dr. Kevin
Wilkinson (ROCCA et al., 2017). O meio (500 pL) contendo as
particulas virais foi adicionado nos neurdnios no 9° d.i.v., para que
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houvesse tempo necessario para 0 knockdown de SENP3, e os
experimentos foram realizados no 14° d.i.v.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeitos da guanosina sobre a diminuigéo da viabilidade celular e de
SUMO2/3-ilacéo induzida por rotenona em neurdnios corticais

Para a escolha da concentragdo e do tempo de incubacdo da
rotenona nos neurdnios corticais foi feito um estudo piloto (1 h, 3 h, 6 h
e 24 h nas concentragdes de 250 nM, 500 nM e 500 puM - dados néo
mostrados). O tempo de 3 h e a concentra¢do de 250 nM foram os
escolhidos por diminuirem a viabilidade celular em torno de 25%
avaliada no teste de MTT e também por reduzirem a SUMO2/3-ilacéo
global de proteinas em torno de 40%, contudo nesse tempo e nessa
concentragdo ndo foi observada liberacdo da enzima lactato
desidrogenase (LDH) no meio de cultivo dos neur6nios (dados nao
mostrados).

A LDH ¢é liberada no meio extracelular quando a
permeabilidade da membrana ja esta afetada por eventos como apoptose,
necrose ou outras formas de dano celular
(KUMAR; NAGARAJAN; UCHIL, 2018). Foi escolhido um tempo e
uma concentracdo de rotenona que ainda ndo liberasse essa enzima no
meio, para que fosse possivel avaliar alterag@es iniciais, nesse caso as
duas alteragBes detectadas, reducdo de viabilidade pelo teste de MTT e
reducdo na SUMO2/3-ilacdo, resultados descritos a seguir.

Pode-se observar que ap6s a incubacdo com rotenona (250 nM)
por 3 h houve uma reducéo significativa na SUMO2/3-ilagdo global nos
neurénios (ANOVA de uma via, F=12,87; p<0,0001) comparando-se 0
grupo controle (20,11 + 1,35 DO) com a rotenona (11,79 + 1,30 DO).
Em 3 h os niveis de SUMO2/3-ilagdo com guanosina 500 M s&o iguais
ao controle (22,82 + 2,29 DO) e o mesmo foi observado em 4 h (22,79 £
0,86 DO). A co-incubacdo (11,63 = 1,68 DO) e o pré-tratamento (10,86
+ 1,86 DO) (1 h antes da adicdo de rotenona) com guanosina nado
alteraram os niveis de SUMOZ2/3-ilacdo global nessas condicOes
experimentais (Figura 33A).

Pode-se observar na Figura 33B que a incubagdo com rotenona
promoveu uma reducéo significativa na viabilidade celular avaliada pelo
teste de MTT (ANOVA de uma via, F=7,098; p=0,0003), do grupo
controle 100% + 6,61 para 79,49% + 2,95. A guanosina per se nao
alterou a viabilidade dos neurdnios nem em 3 h (100% % 2,49) nem em
4 h (88,48% + 4,39). A co-incubacdo (88,48% = 5,12) e o pré-
tratamento (78,54% £ 5,46) com a guanosina ndo foram capazes de
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recuperar a perda de viabilidade causada pela rotenona observada pelo
teste de MTT.

No que se refere a SUMO1-ilacdo global de proteinas, ndo
foram observadas alteracbes em nenhum dos tratamentos empregados
(ANOVA de uma via, F=0,9099; p=0,4911) (Figura 34).

Um segundo protocolo experimental foi realizado, onde a
guanosina foi adicionada na concentragdo de 500 uM por 1 h no final
das 3 h com rotenona, ou seja, 1 h antes do teste de MTT para avaliar se
a guanosina nessa condicdo recuperava a perda de viabilidade celular
induzida pela rotenona (250 nM - 3 h). Nessa condigdo experimental, a
guanosina também ndo foi capaz de recuperar a perda de viabilidade
induzida pela rotenona (dados ndo mostrados).

Figura 33: Efeito da guanosina na reducdo de viabilidade celular e SUMO2/3-

ilacdo global de proteinas causadas pela rotenona, em neurdnios corticais.
A SUMO 2/3

|
100 kDa [ ]

' =
37 kDa -_———— = —_

Alto peso molecular 0

w
S

n
S

SUMO2-3/ GAPDH

10 kDa

GAPDH

© o
S °

'S
=)

MTT- (% do controle)
n @
S 4

Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade 6ptica de A.
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Rot: rotenona. Guo 1 h + Rot 3 h: pré- tratamento com guanosina por 1 h e
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posterior incubagdo com rotenona por 3 h. n: nimero de experimentos
independentes.

Na Figura 35 pode-se observar que o tratamento com rotenona
no tempo de 3 h ndo alterou significativamente os niveis das proteinas
MFF e Drpl. Pode-se observar ainda que a guanosina per se aumentou
0s niveis de MFF em 4 h (ANOVA de uma via, F=11,59; p=0,0003).
Comparado com o grupo rotenona, houve um aumento na proteina Drpl
com o tratamento com guanosina em 3 condi¢Bes experimentais,
guanosina apenas por 3 h, guanosina com rotenona 3 h, e guanosina
apenas 4 h (ANOVA de uma via, F= 4,447; p=0,0082).

Figura 34: Efeito da guanosina na SUMOL1-ilagdo global de proteinas em
neurdnios corticais expostos a rotenona.
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Western blotting representativo e anélise quantitativa da densidade Optica de
SUMO1-ilagdo global dividida pelo controle de carregamento GAPDH.
Resultados sdo expressos em média + erro padrdo. ANOVA de uma via ndo
detectou diferencas entre os grupos. Guo: guanosina (500 uM), adicionada por 3
h, 4 h; Rot: rotenona. Guo 1 h + Rot 3 h: pré-tratamento com guanosina por 1 h
e posterior incubacdo com rotenona por 3 h; n: nimero de experimentos
independentes.
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Figura 35: Efeitos da guanosina nos niveis de MFF e Drpl nos neurdnios
corticais expostos a rotenona.
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A. Western blotting representativo e andlise quantitativa da densidade Optica de
MFF dividido pelo controle de carregamento GAPDH. B. Western blotting
representativo e a analise quantitativa da densidade dptica de Drp1 dividido pelo
controle de carregamento GAPDH. Guo: guanosina (500 uM), adicionada por 3
h, 4 h; Rot: rotenona. Guo 1 h + Rot 3 h: pré-tratamento com guanosina por 1 h
e posterior incubacdo com rotenona por 3 h; MFF: fator de fissdo mitocondrial,
Drpl: proteina relacionada a dinamina. Anélise estatistica ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc Newman keuls comparagdes multiplas. *p<0,05 com
relagdo ao grupo controle, #p<0,05 com relagdo ao grupo rotenona. n:nimero de
experimentos independentes.

Ao analisar imagens por microscopia confocal dos neurdnios
incubados por 3 h com 250 nM de rotenona houve um aumento
significativo na intensidade de fluorescéncia/DAPI quando esses
neurdnios sdo marcados com mitotracker. A guanosina (500 uM) per se
n&o alterou a intensidade de fluorescéncia/DAPI. Pode-se observar ainda
gue a co-incubagdo de guanosina com rotenona foi capaz de reverter
esse aumento na intensidade de fluorescéncia/DAPI (ANOVA de uma
via, F=20,97; p=0,0004) Figura 36.
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Figura 36: Efeito da guanosina no aumento de incorporagdo de mitotracker em
neurdnios corticais induzido por rotenona.
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A. Fotomicrografias confocais de neurbnios marcados com mitotracker com
aumento de 1000x, imagens obtidas no software LAS Af Lite. B. Anélise
quantitativa de fluorescéncia pelo software Image J. Analise estatistica ANOVA
de uma via seguida pelo teste post hoc Newman-Keuls comparagdes maltiplas.
***p<0,01 com relagdo ao grupo controle, #p<0,05 com relacdo ao grupo
rotenona. Guo: guanosina (500 uM — 3 h); Rot: Rotenona (250 nM - 3 h).
n:nimero de experimentos independentes.

Mitotracker fluorescéncia/DAPI

Além das alteracbes na intensidade de fluorescéncia, a
morfologia das mitocondrias também parece alterada quando na
presenca de rotenona (Figura 37). Nas imagens obtidas utilizando-se o
microscépio confocal, foi possivel observar que as mitocondrias apos o
tratamento com rotenona parecem adquirir um formato mais
arredondado comparado com as mitocondrias do grupo controle que
apresentam um aspecto tubular e mais alongado.
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Figura 37: Fotomicrografias confocais representativas da morfologia
mitocondrial com marcagdo com mitotracker nos neurénios corticais.
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Fotomicrografias confocais qualitativas da marcacdo das mitocondrias totais
com mitotracker Far Red. Aumento de 1000x. Setas mostram o formato das
mitocdndrias nos respectivos tratamentos controle, rotenona, guanosina e
rotenona + guanosina. Aumento na legenda 15 pm.
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4.2 Efeitos do knockdown da enzima SENP3 sobre a reducdo de
viabilidade celular e SUMOZ2/3-ilacdo global de proteinas induzida por
rotenona em neurdnios corticais

Em seguida, foi realizado um experimento para investigar se o
aumento constitutivo da SUMOilacdo causado pela deplegédo da enzima
SENP3 poderia reverter os efeitos toxicos da rotenona, nas mesmas
condicdes do protocolo anterior. Na Figura 38B pode-se observar que a
reducdo da enzima SENP3 foi confirmada por Western blotting.
Consequentemente houve um aumento significativo nos niveis de
SUMO2/3-ilagéo global de proteinas (23,93 £ 1,65 DO) nos neurénios
SENP3 knockdown comparados com os neurdnios contendo apenas o
vetor viral (Scr) (14,61 = 2,89 DO) (ANOVA de uma via, F=4,800;
p=0,02).

A exposi¢do a rotenona reduziu os niveis de SUMO2/3-ila¢do
global de proteinas como observado no protocolo anterior nos neurénios
ndo infectados, reproduzindo o resultado do experimento anterior
(controle 22,42 + 1,93 DO,; rotenona 9,43 + 0,76 DO; ANOVA de uma
via, F=7,409; p=0,0006). Contudo a rotenona ndo alterou a SUMO2/3-
ilagdo global nos neurénios que expressam o vetor viral tanto Scr quanto
0s neurdnios knockdown para SENP3. Com relacéo aos niveis de Drpl
(ANOVA de uma via, F=0,9893; p=0,4637) e MFF (ANOVA de uma
via, F=1,165; p=0,3639) ndo foram observadas alteragdes significativas.

Nos neurdnios controle (Scr) a rotenona ndo reduziu a
viabilidade de forma significativa, porém nos neurénios knockdown para
SENP3, a rotenona diminuiu significativamente a viabilidade pelo teste
de MTT (ANOVA de uma via, F=7,276; p=0,0024).
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Figura 38: Efeito do knockdown de SENP3 na reducéo de viabilidade celular e
SUMO2/3-ilagdo global de proteinas induzida por rotenona, e nas proteinas
mitocondriais MFF e Drpl em neurdnios corticais.
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A. Constructo lentiviral ligado com GFP - (proteina fluorescente verde) B.
Western blotting representativo de SUMO2/3-ilagdo global, SENP3, Drpl, MFF
e andlise quantitativa da densidade Optica de SUMOZ2/3-ilagdo global de
proteinas dividida pela densidade Optica do controle de carregamento GAPDH.
C. Viabilidade celular avaliada pelo teste de MTT. D. Analise quantitativa da
densidade dptica de Drpl e MFF dividida pela densidade dptica do controle de
carregamento GAPDH. Resultados sdo expressos em média + erro padréo.
ANOVA de uma via seguido do teste post hoc de Newman keuls *p<0,05,
**p<0,01; ns: ndo significativo; Src: (scramble); KD Neur6énios infectados sem
vetor porém sem nenhum knockdown. S3: Neurdnios infectados com shRNA
pra knockdown de SENP3. X: sem nenhum vetor viral. Drpl: proteina
relacionada a dinamina 1; MFF: fator de fissdo mitocondrial; n: nimero de
experimentos independentes.

5 DISCUSSAO
A rotenona é uma toxina utilizada em diferentes modelos, como

por exemplo de hipoxia quimica (LITSKY et al.,1999) e amplamente
utilizada para modelar alguns aspectos da doenca de Parkinson
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(SANDERS; GREENAMYRE, 2013; WRANGEL et al., 2015). A
rotenona € capaz de diminuir o ATP da célula, uma vez que é um
potente inibidor do complexo | mitocondrial (CHARALAMBOUS;
MANGNER; KILBOURN, 1994; Figura 39A). Ja foi demonstrado que
as consequéncia da exposicdo a rotenona seria ativacdo de caspase 3,
liberacdo de citocromo C, apoptose e aumento de espécies reativas de
oxigénio (SHERER et al., 2000). Todos esses fatores podem danificar
lipidios, proteinas, DNA, RNA e ao fazé-lo levar a um declinio nas
fungdes fisiologicas (HAIGIS; YANKNER, 2010).

Estudos realizados em diferentes tipos celulares, que ndo o
cultivo primério neuronal, encontraram resultados ao contrério dos
observados no presente estudo. Em células PC12, Lin e colaboradores
(2017) utilizaram 1 pumol/L de rotenona por 24 h e observaram uma
redugdo de SUMO1 e SUMOZ2/3 livre, apesar de ndo avaliarem
SUMOilacéo global de proteinas. Os autores também observaram que a
rifampicina (antibi6tico e imunossupressor) aumentou as duas isoformas
da SUMO de um modo concentracdo dependente. Quando as células
eram pré-tratadas com rifampicina e incubadas com rotenona, tanto a
SUMOL1 e SUMOZ2/3 quanto a viabilidade celular era recuperada. Dessa
forma os autores conseguiram estabelecer uma correlacdo positiva entre
0 aumento da SUMOilacdo e o aumento da viabilidade celular apds a
incubacdo com rotenona. Diferente do observado na presente tese, onde
em neurdnios corticais, a guanosina sozinha aumenta a SUMO2/3-ilacdo
global de proteinas (em 1 h capitulo Il), mas em 3 h ndo recuperou a
reducdo de viabilidade celular induzida por rotenona avaliada pelo teste
de MTT.

Ja foi demonstrado que o pré-tratamento com rapamicina por 48
h conseguiu atenuar a liberacéo de citocromo C e reduziu a incorporagéo
de mitotracker. Esse trabalho foi realizado em células SHSY5Y e a
rotenona (10 uM - 3 h) diminuiu a incorporacdo de mitotracker
sugerindo que a rotenona em concentraces mais altas reduz o potencial
de membrana (PAN et al., 2009). Diferente do observado no protocolo
experimental empregado na presente tese, em que 3 h de exposicdo a
rotenona aumentou a incorporacdo do marcador mitotracker em
neurdnios corticais.

O aumento de fluorescéncia observado nos neurénios incubados
com rotenona, com a marcacdo do corante mitotracker pode estar
relacionada com um aumento nos processos de fissdo mitocondrial. Uma
vez que ja foi demonstrado na literatura que em condicdes de hipdxia e
reducdo de ATP a mitocondria tende a iniciar processos de mitofagia e
sofre alteragOes na permeabilidade de membrana (DING e YING, 2012;
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Figura 39B). A mitofagia faz parte de um processo no qual as
mitocOndrias disfuncionais seriam eliminadas para proteger as
mitocdndrias ainda funcionais (EL-HATTAB et al., 2018).

As mitocondrias de células em cultivo podem passar pelos
processos de fissdo e fusdo dentro de minutos ou até mesmo segundos
(LIU et al., 2009; DALMASSO et al., 2017). Um exemplo de quéo
dindmico esse processo é pode ser observado nos niveis de MFF
avaliados no presente trabalho, onde o tratamento com guanosina néo
aumentou os niveis de MFF em 3 h, porém em 4 h foi observado um
aumento significativo. O aumento observado no MFF, pode indicar que
em algum momento a guanosina possa aumentar a fissdo mitocondrial.
Uma vez que ja foi demonstrado que a superexpressdo do MFF estimula
0 recrutamento da Drpl para mitocdndria e isso € acompanhado de
fissdo mitocondrial (OTERA et al., 2010).

Ao observar os efeitos da incubagdo da rotenona sozinha, existe
uma tendéncia em reduzir os niveis de MFF e a guanosina mostra o
perfil contrario, uma tendéncia em aumentar. Na co-incubacdo de
guanosina com rotenona por 4 h o aumento de MFF ndo foi mais
observado. Embora a guanosina sozinha module os niveis de MFF,
curiosamente a guanosina per se ndo aumenta os niveis de Drpl com
relacdo ao grupo controle. Foi observado aumento de Drpl promovido
pela guanosina apenas quando comparado com a exposi¢do a rotenona.
Com relacdo a Drpl, novamente a guanosina mostrou um perfil de
modificacdo contrério ao da rotenona, onde a rotenona sozinha mostra
uma tendéncia em reduzir os niveis de Drpl e a guanosina aumenta a
Drp-1 na co-incubacdo de guanosina com rotenona em 3 h. O fato de a
literatura ainda ndo ter mostrado que a guanosina modula MFF e Drpl,
dificulta uma discussao de qual a consequéncia desses resultados.

Guo e colaboradores (2013) demostraram em neurdnios que no
modelo de privacdo de glicose e oxigénio, a SENP3 é degradada,
prolongando a SUMOilagéo da Drpl o que a mantém no citoplasma. No
periodo de reoxigenacdo ocorre a recuperacdo da SENP3 o que resulta
em de-SUMOilacdo da Drpl. Também ja foi demonstrado que
SUMOilacéo da Drpl impede sua interagdo com o MFF (GUO et al.,
2017). Nesse sentido, um efeito que pode ser investigado em trabalhos
futuros seria, se 0 aumento de SUMO2/3-ila¢do global promovido pela
guanosina, poderia estar SUMOQilando a proteina Drpl e dessa forma
contribuindo para os efeitos protetores da guanosina no modelo de
privacdo de glicose e oxigénio.

Sabe-se que a Drpl e o MFF sdo fatores relacionados com a
fissdo mitocondrial, porém aumentar o nivel dessas duas proteinas nao
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implica diretamente no fato de haver mais processos de fissdo, uma vez
que a Drpl é uma proteina citoplasmatica e precisa ser recrutada para a
mitocdndria para que haja fissdo (OSELLAME et al., 2016). Vale
ressaltar ainda, que ndo apenas o0 MFF, mas outros receptores (como por
exemplo as proteinas de dindmica mitocondrial de 49 e 51 kDa,
conhecidas como MiD49 e MiD51) também podem mediar o
recrutamento da Drpl para a mitocondria e promover a fissédo
mitocondrial (LOSON et al., 2013). Aumentar o processo de fissdo de
uma forma rapida pode servir como um mecanismo protetor por permitir
a degradacdo de mitocondrias. Aumentar a fissdo também resulta em
reducdo da fosforilacdo oxidativa, o que pode proteger a célula se o
dano utilizado envolve geracdo de espécies reativas de oxigénio como €
0 caso do protocolo empregado com rotenona (MEYER; LEUTHNER,;
LUZ, 2017).

Ja foi demonstrado na literatura que a deSUMOilacdo (por
SUMO2/3) da Drpl faz com que ela interaja com o MFF, aumentando
os processos de fissdo mitocondrial. O oposto é verdadeiro, onde o
aumento da SUMO?2/3ilagdo da Drpl previne a interacdo Drpl-MFF
reduzindo a fissdo mitocondrial. Apesar de a Drpl poder ser
SUMOQilada por ambas SUMO1 e SUMO2-3 (HARDER; ZUNINO;
MCBRIDE, 2004; GUO; HENLEY, 2014), a SUMO1-ilagdo da Drpl
parece ndo estar envolvida com a interagdo da Drpl-MFF (GUO et al.,
2017) mas pode prevenir a degradacdo da Drpl (HARDER; ZUNINO;
MCBRIDE, 2004). Esses achados da literatura, juntamente com o0s
achados do capitulo Il, onde a guanosina per se aumenta a SUMO2/3-
ilacdo global de proteinas, sugerem de forma indireta que a Drpl pode
estar retida no citoplasma reduzindo os mecanismos de fissdo. Isso pode
ser observado no resultado encontrado no capitulo Il1, onde a rotenona
sozinha por 3 h aumenta a incorporacdo do corante mitotracker. Que
pode ser explicado pelo aumento de fluorescéncia sugerindo aumento de
fissdo. Na co-incubagdo com guanosina esse aumento nao foi observado.

Na literatura ja foi descrito efeito protetor da guanosina no
protocolo de rotenona, em uma cultura mista de neurdnios e astrocitos,
por Litsky e colaboradores (1999). Nesse estudo os autores observaram
que o efeito da guanosina era abolido na presenca de um inibidor da
enzima PNP (enzima que degrada a guanosina a guanina). Os autores
sugeriram entdo que o efeito protetor da guanosina dependia da presenca
de glia uma vez que a PNP estaria ausente em neur6nios
(CASTELLANO et al., 1990; CEBALLOS; TUTTLE; RUBIO, 1994).
Esses achados da literatura podem explicar o motivo pelo qual a
guanosina ndo recuperou a viabilidade celular no modelo de rotenona
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observada no presente trabalho, por se tratar de um modelo realizado em
culturas neuronais com uma quantidade de células da glia insuficiente
(em torno de 10 %) para promover os mesmos efeitos observados no
trabalho de Litsky e colaboradores (1999). O que d& mais suporte a essa
hipétese, é o fato de que em células SHSYS5Y, ja foi observado que a
guanosina protegeu contra a perda de viabilidade celular induzida por
rotenona e oligomicina (DAL-CIM et al., 2012), adicionalmente é
descrito na literatura que as células SHSYS5Y expressam PNP
(ZUCCARINI et al., 2018).

Nesse sentido, um experimento interessante para investigacdes
futuras, seria utilizar o protocolo de rotenona em fatias hipocampais ou
corticais, ou co-culturas de astrocitos e neurbnios e verificar se na
presenca de astrocitos a guanosina poderia promover protecdo contra a
rotenona, ou seja, recuperar a viabilidade celular. Ndo se descarta a
possibilidade de que no protocolo de 3 h, a guanosina possa vir a
recuperar a viabilidade se testada em um periodo de tempo maior, como
visto por Litsky e colaboradores (1999), que observaram os efeitos da
guanosina na viabilidade celular 7 h depois da adi¢éo de rotenona. Outro
estudo que também da suporte a essa hipétese da necessidade de células
gliais, é o de Jurkowitz e colaboradores (1998) que observaram que
adenosina, inosina e a guanosina previnem a perda de viabilidade celular
em células gliais tratadas com amobarbital (inibidor do complexo 1
mitocondrial).

Com relacdo aos niveis de SUMO2/3-ila¢do global de proteinas
no protocolo de 3 h com rotenona mais guanosina, ndo foi observado
aumento, possivelmente porque os niveis de SUMO2/3 retornaram aos
niveis do controle. Porém, quando o protocolo de rotenona 3 h e
guanosina 1 h no final foi empregado e também ndo foi observado
recuperacao nos niveis de SUMOZ2/3-ilacédo global de proteinas, pode-se
discutir esse resultado com base em dados ja publicados que
demonstram que eventos de hipoxia promovem internalizacdo dos
receptores A: de adenosina (COELHO et al., 2006). Uma vez que foi
demonstrado nessa tese que 0 aumento de SUMO2/3-ilacdo de proteinas
€ via esses receptores, uma vez internalizados, ndo haveria a
possibilidade de recuperar os niveis de SUMO2/3-ilagdo.
Adicionalmente, a rotenona promove uma reducdo dos niveis de ATP
das células (KANG et al., 2012). Considerando que a SUMOilacéo
precisa de ATP para acontecer, isso também pode explicar o resultado
obtido. Contudo ndo se pode afirmar que a SUMOilagdo aumenta
apenas via receptores Ai, mas esse mecanismo pode explicar 0s
resultados obtidos no protocolo com a rotenona.
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Existem estudos na literatura que comprovam tanto os efeitos
protetores da guanosina quanto os efeitos protetores da SUMOQilacéo.
Entretanto, seja por uma questdo experimental, ou até mesmo pelo tipo
de metodologias empregadas, num primeiro momento nao foi possivel
relacionar de forma direta e experimental que o aumento de
SUMOilacéo causado pela guanosina seja crucial para que ela exerga
neuroprotecdo, isso precisa ser confirmado em experimentos futuros.

Segundo Marques e colaboradores (2008) a guanosina preveniu
disfuncdo mitocondrial, em fatias de estriado incubadas com 6-OHDA.
E interessante pontuar que apesar da 6-OHDA também inibir o
complexo | mitocondrial, os testes realizados pelo autor, além do teste
de MTT, conseguiram detectar melhor os efeitos da guanosina.

Em outros tipos celulares a guanosina mostrou-se protetora
contra 0 estresse oxidativo mitocondrial, induzido por rotenona e
oligomicina em células SH-SY5Y, diminuindo a producéo de radicais
livres e aboliu a morte celular. O bloqueio da via PI3K/AKT/GSK3f
aboliu o efeito neuroprotetor da guanosina. A guanosina também
induziu a expressdo de uma importante enzima antioxidante, a heme
oxigenase-1 (DAL-CIM et al.,, 2012). Em outras investigacfes a
guanosina (100 uM) reverteu a toxicidade induzida por MPP* (500 uM)
em células SH-SY5Y indiferenciadas (PETTIFER et al., 2007). Em
fatias hipocampais, a adi¢do de guanosina (100 uM) protegeu as fatias
hipocampais da morte induzida por glutamato e também inibiu a
ativacdo de enzima dxido nitrico sintase induzivel (MOLZ et al., 2011).
No entanto nos neurdnios, a guanosina na concentracdo empregada, ndo
recuperou a perda de viabilidade celular provocada pela rotenona em um
protocolo de 3 h.

Quanto a morfologia das mitocdndrias investigagdes futuras
seriam interessantes, contudo uma andlise através de microscopia
eletronica de transmissao seria 0 mais adequado para adquirir resultados
robustos. Considerando que com aumento das fotos através da
microscopia confocal ndo foi possivel definir onde é o comeco e o final
de cada mitocondria. Nesse sentido, foram apresentadas na presente tese
apenas imagens qualitativas, em que se pode observar em algumas
mitocdndrias uma morfologia arredondada apds o tratamento com a
rotenona. Um estudo realizado em uma linhagem de neur6nio
dopaminérgica (células MN9D) utilizando incubacdo de 10 nM de
rotenona por 24 h, foi observado que nessa concentragdo e nesse tempo
as células ainda tinham a membrana da célula intacta (medido pela
incorporacdo de iodeto de propidio). Observagdes por microscopia
eletrbnica nesse mesmo estudo, revelaram que as mitocOndrias
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apresentavam alteragdes morfolégicas com formato arredondado e
inchadas e que em 36 h ja era observado perda da integridade da
membrana da célula (KANG et al., 2012).

Com relacdo aos resultados obtidos na presente tese, com
relacdo a exposicdo de neurbnios corticais a rotenona podem-se levantar
algumas consideragdes. Primeiro, o protocolo da rotenona pode ter sido
muito robusto para ser realizado em cultivo de neur6nios tendo em vista
gue a maioria dos estudos utilizam outras células como modelo
experimental (PC12, SH5YSY). Com relacdo ao tempo avaliado pode
ter sido muito curto (3 h), por isso ndo se descarta a possibilidade de que
a guanosina melhore a viabilidade celular em neurénios, porém, tempos
mais longos (24 h, por exemplo) precisam ser avaliados em
experimentos futuros (Figura 39C). O protocolo da rotenona mimetiza
algumas condicGes observadas na isquemia como, por exemplo, a
reducdo de ATP na célula. Porém, diferente do modelo classico para o
estudo da isquemia in vitro, 0 modelo de privacdo de glicose e oxigénio
(TASCA; DAL-CIM; CIMAROSTI, 2015) a rotenona ndo permite uma
fase de reperfusdo. Resultados publicados (DAL-CIM et al., 2011) e ndo
publicados do nosso grupo, sugerem que a guanosina tenha efeito
guando adicionada na fase de reoxigenacgdo/reperfusdo no modelo de
isquemia in vitro. Nesse contexto, um protocolo de privacao de glicose e
oxigénio em células neuronais parece mais ameno e os efeitos protetores
da guanosina poderiam ter sido observados.

Tendo em consideragdo os resultados obtidos no teste de
viabilidade celular realizado nos neurénios com expressdo lentiviral,
existe a possibilidade de haver uma maior proliferacdo de astrdcitos,
pois, 0 meio de cultura do lentivirus contém soro que é adicionado e
mantido por 5 dias até que o experimento seja realizado. Se houver mais
astrocitos, ja foi demostrado na literatura que a adicdo de astrécitos na
cultura de neurbnios & per se um fator protetor contra rotenona
(RATHINAM et al., 2012; LIU et al., 2018). Entretanto, nos neurbnios
knockdown para SENP3 foi observado queda da viabilidade celular, fato
este que vai contra a nossa hipétese inicial e com dados da literatura
(GUO et al., 2013). Esse resultado pode ser atribuido ao fato de se tratar
de um modelo diferente e um tempo diferente do avaliado por Guo e
colaboradores (2013). Ainda, pelo fato de a SUMOilagdo ser um
processo dindmico, a falta de SENP3 pode acarretar um prejuizo tanto
na maturagdo de novas isoformas da SUMO2/3, quanto na falta de
deSUMOZ2/3-ilagdo, o0 que pode implicar na reducdo da viabilidade
celular observada no tempo de 3 h.
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Figura 39: Representacdo esquematica dos possiveis efeitos da
guanosina no protocolo com rotenona.
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A. Mitocondria e os complexos I, II, I, IV e V, mostrando que a rotenona
promove inibicdo do complexo I. B. Os efeitos observados com a incubagdo de
rotenona 250 nM por 3 h foram um aumento na incorporacdo do corante
mitotracker, uma reducdo de ambas SUMOilacdo e viabilidade celular, esses
eventos podem estar promovendo mais fissdo mitocondrial. C. Os efeitos
observados com a co-incubacéo de guanosina (500 M) e rotenona por 3 horas
diminuiram a incorporagdo do corante mitotracker o que pode indicar menos
fissdo, uma vez que a guanosina tem como mecanismo aumentar a
SUMOilagéo, o que manteria a proteinas Drpl no citoplasma. Sugestdo de
experimentos futuros: utilizar TMRE (éster etil tetrametilrodamina), uma sonda
que mede potencial de membrana e verificar a viabilidade celular em tempos
maiores que 3 h. Drpl (proteina relacionada a dinamina 1); MFF (fator de
fissdo mitocondrial). Fonte: o autor.

DISCUSSAO GERAL

Durante as duas Gltimas décadas de estudo da SUMOilacéo, tem
se tornado cada vez mais consenso na literatura que a SUMOilacdo
apresenta um papel fundamental tanto na homeostase celular quanto em
processos patolégicos (para revisdo ver ENSERINK, 2015). Nesse
contexto, é sabido que as duas isoformas, SUMO1 e SUMO2/3, estdo
longe de serem diferentes apenas pelo fato de 3 aminodacidos variarem
de uma isoforma para outra, mas que também respondem de maneiras
diferentes ao estresse (SAITOH; HINCHEY, 2000; BOSSIS;
MELCHIOR, 2006; WILKINSON et al., 2010). Por exemplo, um
experimento realizado em células COS-7, apds o estresse de choque



127

térmico (43° C) houve aumento na conjugacdo de SUMO2/3 e a
conjugacdo de SUMOL1 pareceu ndo ser afetada (SAITOH; HINCHEY,
2000). Esse efeito de aumento de SUMO2/3 pode ser em parte atribuido
pela sensitividade das SENPS ao calor, demostrado em estudo posterior
(PINTO et al., 2012). Outro exemplo classico em relacdo a resposta ao
estresse € 0 aumento na SUMOQilacéo observado na isquemia, o qual ja
foi demonstrado como imprescindivel para que haja neuroprotecéo in
vitro e in vivo, pois, ao fazer o knockdown das 3 isoformas da SUMO,
tem um efeito negativo na funcdo neuroldgica pds isquémica
(CIMAROSTI et al., 2008; CIMAROSTI et al., 2012; LEE et al., 2009;
DATWYLER etal., 2011; GUO et al; 2013; ZHANG et al., 2017.

A literatura ja sugere em diferentes abordagens que a guanosina
atue na fosforilacdo de proteinas (DI IORIO et al., 2004; MOLZ et al.,
2011; DAL CIM et al., 2012; SU et al., 2013). No presente trabalho foi
demonstrado pela primeira vez que a guanosina pode modular a
SUMOQilacéo global de proteinas in vivo e in vitro, € 0 mecanismo pelo
qual ela o faz envolve os receptores de adenosina (Figura 40).

Ja foi demonstrado e sugerido na literatura que os receptores
Aza € A1 podem controlar prejuizo de meméria em camundongos
adultos (PAGNUSSAT et al., 2015). Ao utilizar inibicdo farmacoldgica
do receptor Aoa j& foi observado uma restauracdo na plasticidade
sinaptica nos neurbnios e uma reversdao no déficits de memdria no
modelo animal APP/PS1. Os autores sugerem que antagonistas do
receptor Aya seriam uma alternativa terapéutica interessante de se
investigar em pacientes no estagio inicial da DA (VIANA DA SILVA et
al., 2016). Uma vez que foi observado que os efeitos in vitro da
guanosina afetam a SUMOilagéo via receptores de adenosina, esse passa
a ser um mecanismo interessante para ser investigado, principalmente na
linhagem C57BL/6 que apresentou melhoras cognitivas com o
tratamento com guanosina. Considerando a relevancia dos receptores de
adenosina, da SUMOilacdo e da guanosina como moléculas enddgenas
neuroprotetoras tanto no contexto do envelhecimento quanto da DA os
resultados desta tese abrem portas para inUmeras investigacGes futuras.
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Figura 40: Resumo dos resultados obtidos na abordagem experimental in vitro
relacionados ao aumento na SUMOilacéo global de proteinas e seu mecanismo
de acdo.
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A guanosina promoveu aumento de SUMO2/3-ilacdo global de proteinas em 1
h. Em 3 h esse aumento volta aos niveis de controle. A enzima SENP3 aumenta
em 6 h. A guanina promove redu¢do da SUMO2/3-ilacdo global de proteinas em
1 h e aumento na SUMO2/3-ilagéo global de proteinas em 6 h na concentragio
mais alta empregada. Os efeitos da guanosina sobre mecanismos mitocondriais
e os efeito da adenosina na SUMOilag&o precisam ser melhores investigados.
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CONCLUSOES

1) A guanosina melhorou a memoria espacial dos camundongos jovens,
conforme avaliado pelo teste de realocacdo de objetos, e melhorou a
memoéria de trabalho dos camundongos idosos, conforme avaliado pelo
teste de labirinto em Y;

2) O tratamento com guanosina por 14 dias aumentou a SUMO1-ila¢do
global de proteinas no hipocampo de camundongos C57BL/6 jovens (3
meses) e idosos (24 meses);

3) A guanosina preveniu a reatividade astrocitaria e 0 aumento no
imunocontetdo de GFAP causados pelo peptideo AP1-42;

4) A guanosina aumentou a SUMO?2/3-ilacdo global de proteinas in
vitro, em astrocitos e neurdnios corticais, apds 1 h de tratamento.

5) O efeito observado é um efeito per se da guanosina, uma vez que a
guanina ndo aumentou a SUMO2/3-ilagdo em 1 h;

6) Em astrécitos corticais a guanina (500 uM) reduziu a SUMO2/3-
ilacdo global de proteinas em 1 h e aumentou em 6 h;

7) O mecanismo pelo qual a guanosina aumentou a SUMO2/3-ilacéo
global de proteinas em 1 h é extracelular e envolve os receptores de
adenosina Az e Aza:

8) No protocolo de disfuncdo mitocondrial induzido por rotenona a
guanosina nao foi capaz de recuperar a SUMOZ2/3-ilacdo global de
proteinas, nem a perda de viabilidade neuronal causada pela rotenona
em 3 h, mas reduziu a incorporagdo do corante mitotracker causada pela
rotenona;

9) O knockdown de SENP3, embora tenha sido capaz de recuperar a
SUMO2/3-ilacédo global de proteinas, ndo foi capaz de recuperar a perda

de viabilidade neuronal causada pela rotenona em 3 h.
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APENDICE A — Injegdo i.c.v. de peptideo ABi42 nos camundongos
C57BL/6 jovens e os respectivos comportamentos nos diferentes testes
avaliados

A administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) do peptideo
AB1-42 (Bachem) agregado (400 pmol/animal, 3 uL) ou PBS (controle)
foi realizada a mdo livre pelo Dr Mauricio Cunha com auxilio de bomba
de infusdo (velocidade 3 pL/minuto) apenas uma vez, no primeiro dia do
experimento. O local da administracdo foi obtido aproximadamente a
partir do ponto de Bregma (1 mm posterior, 1 mm direita € 3 mm
abaixo) visando o ventriculo direito (PREDIGER et al., 2007; BICCA et
al., 2015; LANZNASTER et al., 2017). O sitio de injecdo pdde ser
confirmado como mostrado na Figura 41 onde a injecdo do corante azul
de Evans (0,5%) que difunde através do terceiro ventriculo confirmando
0 acerto das injegdes.

Figura 41: Confirmac&o do sitio de injecdo i.c.v. com corante azul de Evans.

A B

A. Encéfalo inteiro de camundongo C57BL/6 mostrando o sitio de inje¢do. B.

Corte transversal de encéfalo de camundongo mostrando a difusdo do corante
azul de Evans.

Com relacdo aos comportamentos analisados, a concentracdo de
400 pmol do peptideo APi42 ndo foi capaz de promover nenhuma
alteracdo comportamental nos testes avaliados (campo aberto,
realocacdo de objetos, labirinto em Y, borrifada de sacarose, teste de
suspensdo pela cauda, MWM). Os valores podem ser observados na
Tabela 4, onde os resultados s&o expressos em média + erro padréo.
Quando se analisa os valores brutos foram observados dentro dos grupos
experimentais alguns animais que responderam a toxicidade do peptideo
AP1-42 formando subgrupos.
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Tabela 5: Comportamentos observados nos camundongos C57BL/6 jovens
tratados com guanosina e com a infusao do peptideo APi-42.

Teste/ Controle AP1-42 AP1-42+Guo
Comportamentos

avaliados

Campo aberto n=9 n=10 n=11

Tempo no centro 63,22 + 8,55 48,89 + 6,64 74,96 + 15,99
(s)

Distancia 22,78 + 2,39 21,94 + 1,57 19,20 +£1,96
percorrida (m)

Entradas no centro | 30,56 + 3,93 23,36 + 3,29 28,45 + 4,50
Reconhecimento n=11 n=12 n=12

de objetos

indice de 51,03 + 3,33 56,37 + 3,62 53,79+ 3,19
discriminacdo

Labirintoem Y n=11 n=10 n=12
Alternancias (%) 61,79 + 2,839 61,97 + 3,80 58,85 + 2,50
Teste de n=8 n=7 n=7
borrifada de

sacarose

Laténcia para 28,00 + 7,00 36,71 + 6,66 22,00 +5,90
primeira

autolimpeza

Autolimpeza (s) 178,5 + 16,84 159,4 + 16,46 109,6 + 16,35
Teste de n=10 n=12 n=13
Suspensao pela

cauda

Laténcia primeira 104,3 £ 10,90 111,8+15,14 92,31+ 7,86
imobilidade (s)

Imobilidade total 95,80 + 13,15 128,8 + 20,20 107,2 £ 11,65
(s)

MWM n=10 n=11 n=12
Laténcia para 26,70 £5,21 34,45 + 757 21,92 +5,79
encontrar

plataforma (s)

Resultados sdo expressos em média + erro da média; Guo: guanosina (8 mg/kg
i.p.); APi-42 (400 pmol i.c.v.) MWM: Labirinto aquético de Morris; s: segundos;
m: metros; %: percentagem; n: nimero de animais. Fonte: o autor.

Os resultados comportamentais nos testes de campo aberto e
MWM foram analisados com auxilio do software Anymaze (Figura 42)
exceto para 0s animais em que o programa ndo foi capaz de localizar o
animal corretamente no aparato.
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Figura 42: Gréficos de ocupacéo obtidos pelo software Anymaze.

A Campo aberto — grificos de ocupacio

=

- “a

Guo + Ap1-42

ApLa2 Guo + Ap1-42

Controle Guanosina 8 mg/kg

. Maior . Intermediario . Menor

Legenda: tempo de permanéncia no aparato experimental

Figuras qualitativas que representam através da intensidade das cores da
legenda o perfil de exploracdo do animal em cada aparato experimental.

Anélise de morte celular com lodeto de propidio (IP)

Um dos hipocampos foi utilizado para o preparo de fatias (400
pm) com auxilio de fatiador de tecidos MclLwain® e foram recuperadas
em tampdo por 10 min e em seguida incubadas com IP (7 pg/mL) por 30
min em tampdo KREBS (KCI 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, NaCl 136,9
mM, NazHPO4 8,9 mM - pH 7,4), a 37°C. Em seguida, as fatias foram
retiradas do meio contendo IP e foram transferidas para placa de 96
pocos contendo tampdo KREBS (200 uL/pogo). A fluorescéncia foi
mensurada em leitor de microplacas Spectramax 190 quando o IP se liga
ao DNA e emite fluorescéncia vermelha (630 nm) quando excitado por
luz verde (495 nm) (PIERMARTIRI et al., 2009). Logo apés a leitura da
absorbancia foram retiradas fotos em microscépio Olimpicus aumento
40 Xx.

Com relacdo a intensidade de fluorescéncia nos ensaios de IP
nas fatias hipocampais, a ANOVA de duas vias ndo detectou diferencas
com o tratamento do APi-42 (F(1, 32)=0,10336, p=0,74992). N&o foram
observadas diferencas com o tratamento com guanosina (F(1,
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32)=0,76040, p=0,38970) nem com o tratamento de guanosina mais
APi1-42 (F(1, 32)=0,41050, p=0,52628) (Figura 43).

Figura 43: Efeito da guanosina na fluorescéncia de iodeto de propidio em fatias
hipocampais dos camundongos C57BL/6 que receberam a i.c.v. com peptideo
APi-a2.
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A. Imagens de fluorescéncia representativas das fatias hipocampais dos
camundongos jovens C57BL/6 nos respectivos grupos experimentais (aumento
100X). DG: giro denteado, CA3, CA2: regides hipocampais. B. Quantificacéo
da fluorescéncia pela leitura a 630 nM. A andlise estatistica ANOVA de duas
vias ndo detectou diferencas entre os grupos.
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APENDICE B — Efeito da guanosina na SUMO1-ilagdo e SUMO2/3-
ilacdo global de proteinas nos astrocitos corticais incubados com
peptideo APi1-42

Com relacdo ao perfil de SUMO1-ilagdo (ANOVA de uma via,
F=0,6645; p=0,5859) e SUMO2/3-ilagdo (ANOVA de uma via,
F=3,468; p=0,07) global dos astrocitos corticais tratados com guanosina
e com o peptideo APi42 ndo foram detectadas diferencas entre os
tratamentos (Figura 44 A e B).

Figura 44: Efeito da guanosina na SUMO1-ilagdo e SUMO2/3-ilagdo em 48 h
nos astrocitos incubados com o peptideo APi-a2.
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A. Western blotting representativo e anélise quantitativa da densidade optica de
SUMO1-ilagdo global dividida pela densidade O&ptica do controle de
carregamento [-actina, com 0s respectivos tratamentos. B. Western blotting
representativo e analise quantitativa da densidade dptica de SUMO2/3-ilacéo
global dividida pela densidade optica do controle de carregamento B-actina,
com o0s respectivos tratamentos. Resultados expressos como média + erro
padrdo. Anélise estatistica ANOVA de uma via ndo detectou diferenga entre os
grupos. CTR: Controle; Guo: Guanosina (100 pM); ABi-42 (2 UM); n: nimero de
experimentos independentes.



158

APENDICE C - Efeito da guanina nos niveis globais de SUMO1-
ilacdo em astrdcitos corticais

As diferentes concentracbes de guanina ndo afetaram a
SUMO1-ilacdo global de proteinas em astrdcitos em 1 h (ANOVA de
uma via, F=0,8650; p=0,5318, Figura 45A), nem em 6 h (ANOVA de
uma via, F=1,587, p=0,2369, Figura 45B). Uma vez que s6 foram
observadas diferengas para SUMO2/3-ilagdo nos tempos de 1 h e 6 h os
tempos de 24 h e 48 h ndo foram investigados para SUMO1-ilagdo
global de proteinas.

Figura 45: Efeitos da guanina na SUMO1-ilag&o global em astrécitos corticais.
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Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade Optica de
SUMO1-ilagdo global dividida pela densidade 6ptica do controle de
carregamento Ponceau, com os respectivos tratamentos em A. 1 h e em B. 6 h.
Resultados expressos em média + erro padrdo. Analise estatistica ANOVA de
uma via ndo detectou diferenca entre os grupos. C: Controle; n: nimero de
experimentos independentes.
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APENDICE D - Fotomicrografias representativas das culturas de
neurdnios

Pode-se observar na Figura 46, fotomicrografias representativas
de neurdnios com (14 d.i.v.) através da marcacdo de B-tubulina IlI,
anticorpo especifico para marcacdo neuronal e o corante DAPI
marcando os nicleos. Essas micrografias mostram que o tratamento com
guanosina (100 uM) ndo alterou a morfologia dos neurénios em até 48 h
e confirmam que nas culturas utilizadas a maioria das células eram
neurénios.

Figura 46: Fotomicrografias representativas da morfologia de neurdnios
corticais obtidas em microscépio confocal.
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R £
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Marcacdo especifica para neur6nio B-tubulina I11 em vermelho e marcacéao para
nicleo DAPI em azul. A. Neurbnios controle em meio neurobasal 48 h. B.
Neurbnios tratados com guanosina (100 uM) por 48 h. Aumentos de 63x e
100x.
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APENDICE E - Efeitos da guanosina em células HEK 293

Com base nos resultados mostrados no capitulo Il da presente
tese, onde a guanosina aumentou a SUMOZ2/3-ilagdo global em
astrdcitos e em neurbnios corticais de cultivo primario, fez com que
surgisse a pergunta: sera que a guanosina poderia promover 0 mesmo
efeito na SUMOilacdo em células fora do SNC? Nesse sentido, foram
realizados experimentos com as células derivadas de rim de embrido
humano (human embrionic kidney cells-HEK). As células HEK séo
células imortalizadas e amplamente utilizadas em estudos e avalia¢fes
in vitro. Para estudar os diferentes efeitos dos receptores de adenosina
essas células recebem transfeccdo com os cDNA de interesse uma vez
que elas expressam esses receptores em niveis menores ao comparado
com outros tecidos como cérebro (para revisao ver SHETH et al., 2014).

As células HEK foram manipuladas de acordo com protocolo
padrdo do laboratério do Prof. Jeremy Henley, na Universidade de
Bristol. As células foram contadas em cadmara de Neubauer antes de
serem plaqueadas e foram mantidas em meio DMEM (Lonza)
(FLETCHER-JONES et al., 2019). O preparo de amostra e o0
procedimento para Western blotting seguiu 0 mesmo protocolo descrito
no capitulo Il dessa tese. Ap6s atingirem confluéncia em torno de 90%
foram tratadas com guanosina nas concentrag@es de 1, 10 100, 300 e 500
UM e as células HEK foram tratadas com guanosina por 30 mine 1 h.

Como podemos observar na Figura 47A a guanosina na
concentracdo de 500 uM aumentou significativamente SUMO1-ilacdo
global de proteinas em 30 min nas células HEK (ANOVA de uma via,
F=3,409; p=0,012). A ANOVA de uma via detectou uma possivel
diferenca em 1 h (F=2,806; p=0,039), porém, esse efeito ndo foi
detectado pelo post hoc Newmann Keuls.
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Figura 47: Efeito da guanosina na SUMO1-ilagdo global de proteinas em
células HEK em 30 mine 1 h.
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Western blotting representativo e anélise quantitativa da densidade Optica de
SUMO1-ilagdo global dividida pelo controle de carregamento GAPDH, com os
respectivos tratamentos em A. 30 min e em B. 1 h. Resultados expressos em
média + erro padrdo. Andlise estatistica ANOVA de uma via, seguido do teste
post hoc de Newman-Keuls comparagdes multiplas *p<0,05. C: Controle;
n:nimero de experimentos independentes.

As diferentes concentra¢@es de guanosina ndo foram capazes de
modular a SUMO2/3-ila¢do global de proteinas em 30 min em células
HEK (ANOVA de uma via, F=0,4004; p=0,8436, Figura 48A). Também
ndo foram detectadas diferencas na SUMO2/3-ilacdo global de proteinas
nas mesmas concentragdes de guanosina no tempo de 1 h nas células
HEK (ANOVA de uma via, F=0,9181; p=0,4916, Figura 48B).
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Figura 48: Efeito da guanosina na SUMOZ2/3-ilacdo global de proteinas em
células HEK em 30 mine 1 h.
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Western blotting representativo e analise quantitativa da densidade Optica de
SUMO1-ilag&o global dividida pelo controle de carregamento GAPDH, com os
respectivos tratamentos em A. 30 min e em B. 1 h. Resultados expressos em
média + erro padrdo. Andlise estatistica ANOVA de uma via, seguido do teste
post hoc de Newman-Keuls ndo detectou diferenca entre os grupos. C: Controle;
n:nimero de experimentos independentes.

Com relagdo a enzima que promove a deSUMOilacdo, SENP3,
as diferentes concentracGes de guanosina ndo foram capazes de modular
seus niveis em 30 min em células HEK (ANOVA de uma via, F=0,4615;
p=0,1421; Figura 49A). As diferentes concentracdes de guanosina ndo
foram capazes de modular os niveis de SENP3 em 1 h em células HEK
(ANOVA de uma via, F=1,646, p= 0,2219; Figura 49B). Entretanto,
como foi observado um aumento de SUMO1-ilagdo global em 30 min
nas células HEK e a enzima responsavel pela desconjugacdo dessa
isoforma é a SENP1, seriam necessarios experimentos que analisassem
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0 nivel desta isoforma, ndo fizemos esse experimento pela falta de
especificidade/qualidade dos anticorpos que estavam a disposicéo.

Figura 49: Efeito da guanosina na SENP3 em células HEK em 30 mine 1 h.
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Western blotting representativo e anélise quantitativa da densidade Optica de
SENP3 dividida pelo controle de carregamento GAPDH, com 0s respectivos
tratamentos em A. 30 min e em B. 1 h. Resultados expressos em média + erro
padrdo. Andlise estatistica ANOVA de uma via, seguido do teste post hoc de
Newman-Keuls ndo detectou diferenca entre os grupos. C: Controle; n: nimero
de experimentos independentes.
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ANEXO A - Lista dos anticorpos usados na presente tese

Tabela 6: Lista de anticorpos utilizados para Western Blotting e
imunocitoquimica.

Anticorpo Fabricante (n° catalogo) Diluicao
Anti-mouse IgG HRPlinked  Abcam (ab6728) 1:5000
Anti-rabbit IgG HRP-linked  Cell signaling (#7074S) 1:5000
Anti-beta amiloide (D54D2)  Cell signaling (8243P) 1:100
Anti-SUMO1 Cell signaling (#4930) 1:1000
Anti-SUMO2/3 Cell signaling (#49715S) 1:1000
Anti-SENP3 Cell signaling (D20A10) 1:1000
Anti-Mff Santa cruz (sc398617) 1:1000
Anti-Drpl Cell signaling (#14647) 1:1000
Anti-GAPDH Abcam (ab8248) 1:10000
Anti-GFAP Sigma (3670S) 1:100
Anti-B-actina Cell signaling (ab8226) 1:10000
Anti-B-Tubulina Cell signaling (21465S) 1:10000

Fonte: o autor
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Abstract

The covalent p lational modifications of proteins are critical events
in signaling cascades that enable cells to efficiently, rapidly and reversibly
respond to extracellular stimuli. This is especially important in the CNS
where the p flecting synaptic ication between

are highly complex and very tightly regulated. Sumoylation regulates the
function and fate ofadnmsc array of proteins and participates in the com-
plex cell signaling p: ys required for cell survival. One of the most
complex signaling pathways is synaptic transmission.

Correct synaptic function is critical to the working of the brain and its
alteration through synaptic plasticity mediates learning, mental disorders
and stroke. The investigation of neuronal sumoy lation is a new and excit-
ing field and the functional and pathophysiological implications are far-
reaching. Sumoylation has already been implicated in a diverse array of
neurological disorders. Here we provide an overview of current literature
highlighting recent insights into the role of sumoylation in neurodegenera-
tion. In addition we present a brief assessment of drug discovery in the
analogous ubiquitin system and extrapolate on the potential for

Ipsen Bioinnovation Lad.
Units 4-10 The Quadrant. Barton Lane,
Abingdon OX14 3YS, UK

C.A. Zanella= H. Cimarosti (1-])

Department of Pharmacology. Federal University of J.M. Henley

Santa Catarina. Campus Universitario - Trindade., MRC Centre for Synaptic Plasticity, School of
Flodianopolis CEP 88040-900. Bruzil Biochemistry, University of Bristol,

e-mail: helena.cimarosti@ufsc.be University Walk. Bristol BS8 ITD. UK

© I Publishing AG 2017 261

VG. Vnhm (ed.). SUMO qudauou of Cellular Processes, Advances in Experimental Medicine
and Biology 963, DOI 10,1007 478.3-319.50044.7 16


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28197918

