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RESUMO

A SUMOilacao é uma modificagdo pés-traducional (MPT), altamente dinamica e
reversivel, que consiste na conjugacao da proteina smal ubiquitin-like modifier
(SUMO) a proteinas-alvo, alterando sua estabilidade, funcao e localizacao subcelular.
A SUMOilacao exerce um papel neuroprotetor em modelos de estresse celular e tem
sido considerada um fator critico em diversas doencas neurodegenerativas. A doenca
de Parkinson (DP) é uma neuropatia progressiva caracterizada pela perda de
neurdnios dopaminérgicos e disfuncdo motora, precedida por sintomas pré-motores.
Tanto a patogénese da fase pré-motora da DP quanto o papel da SUMOQilagao na DP
nao estao totalmente elucidados. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP) e seu metabdlito téxico 1-metil-4-
fenilpiridinio (MPP*) sobre a SUMOilagao e enzimas envolvidas nesse processo, como
também sobre proteinas-alvo mitocondriais. Para isto foram utilizados o MPP* em
modelos in vitro e a administragao intranasal (i.n.) de MPTP no modelo in vivo da DP.
O MPP* reduziu os conjugados de SUMO-2/3, niveis de SENP 3 (enzima
deSUMOilante) e Ubc9 (enzima SUMOQilante) e das proteinas de fissdo mitocondrial
Drp-1 e Mff. O MPTP i.n. ndo alterou os conjugados de SUMO no bulbo olfatério, mas
alterou os conjugados de SUMO-1 no cértex pré-frontal e no hipocampo, de SUMO-
2/3 no estriado e no hipocampo e alterou os niveis da SENP 3 e da Ubc9 em todas as
estruturas. O MPTP i.n. reduziu os niveis de Drp-1 no bulbo olfatério e no estriado e
os niveis de Mff no estriado e no hipocampo. Os resultados apresentados nesse
trabalho mostram pela primeira vez a descricdo altamente dindmica do perfil de
SUMOilacao em modelos in vitro e/ou in vivo da DP utilizando o MPP+*e o MPTP i.n.
A partir desses resultados é possivel identificar alteragbes de conjugados SUMO-
substrato especifico e futuramente identificar proteinas especificas alteradas pela
SUMOilacao no processo de patogénese da DP.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson. Fase pré-motora. Fissdo mitocondrial.
Modificagao pds-traducional. MPTP intranasal. SUMO.



ABSTRACT

SUMOylation is a highly dynamic and reversible post-translational modification that
consists of conjugating the smal ubiquitin-like modifier (SUMQO) protein to target
proteins, changing their stability, function and subcellular location. SUMOylation plays
a neuroprotective role in cell stress models and has been considered a critical factor
in several neurodegenerative diseases. Parkinson's disease (PD) is a progressive
neuropathy characterized by the loss of dopaminergic neurons and motor dysfunction,
preceded by pre-motor symptoms. Both the pathogenesis of pre-motor PD and the role
of SUMOylation in PD are not completely understood. The aim was to evaluate the 1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) and the toxic metabolite 1-methyl-
4-phenylpyridinium (MPP*) effects on SUMOylation and enzymes involved in this
process, as well as on mitochondrial targets. For this, MPP* was used in in vitro models
and intranasal (i.n.) administration of MPTP in the in vivo model of PD. MPP+* reduced
SUMO-2/3 conjugates, SENP 3 and Ubc9 and the mitochondrial fission proteins Drp-
1 and Mff levels. The MPTP i.n. (1 mg/nostril) did not change the SUMO conjugates in
the olfactory bulb, but it did change SUMO-1 conjugates in the prefrontal cortex and
hippocampus, SUMO-2/3 conjugates in the striatum and hippocampus, and SENP 3
and Ubc9 levels in all structures. MPTP i.n reduced Drp-1 levels in the olfactory bulb
and striatum, while Mff levels were reduced in the striatum and hippocampus. The
results presented in this work show for the first time the highly dinamic alteration of
SUMOylation proteins in in vitro and/or in vivo models of PD. The results presented in
this work show for the first time the highly dynamic description of the SUMOylation
profile in in vitro and/or in vivo models of PD using MPP* and MPTP i.n. From these
results it is possible to identify changes in SUMO-specific substrate conjugates and
the second step it is to identify specific proteins altered by SUMOylation in the
pathogenesis process of PD.

Keywords: Intranasal MPTP. Mitochondrial fission. Parkinson's disease. Pre-motor
phase. Post-translational modification. SUMO.
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1 INTRODUCAO

1.1 Das proteinas as modificacdes pds-traducionais

As proteinas, macromoléculas formadas pela combinacdo de
aminoacidos, desempenham diferentes papéis fundamentais nas células. Além
de compor a maior parte estrutural celular (MOHAN e JOHN, 2015;
HLUSHCHENKO, KOSKINEN e HOTULAINEN, 2016), as proteinas séo
capazes de catalisar reag6es metabdlicas (enzimas) (HERRAIZ, 2012; NAYAK
e MULLER, 2014), proteger o préprio organismo (anticorpos) (JANKOVIC, 2018;
LITZMAN, 2019), transportar pequenas moléculas (ferritina) (CHAKRABORTI e
CHAKRABARTI, 2019) e transmitir mensagens ou sinais (hormdnios) (HAUFFA,
2001; ATHAUDA e FOLTYNIE, 2016) coordenando diferentes processos
biol6gicos. A importancia de uma proteina é tamanha que a sua auséncia ou
defeitos em sua estrutura, e consequentemente na sua fungéo, podem acarretar
diversas doencas (BALTUSSEN, ROSIANU e ULTANIR, 2018; LUNATI,
LESAGE e BRICE, 2018; PANDEY e RAJAMMA, 2018). Além disso, a maioria
dos farmacos desenvolvidos possui como alvo terapéutico as proteinas (WU,
NIELSEN e CLAUSEN, 2015; FRANCO-SERRANO et al.,, 2018).

As informagdes adquiridas com o sequenciamento do genoma de diversos
organismos trouxeram um grande progresso no campo da biologia molecular
(LAND et al., 2015; MORAES e GOES, 2016). Por exemplo, o sequenciamento
do genoma permitiu uma melhor compreensédo das falhas e anormalidades
moleculares contribuindo para identificacdo, diagnéstico e tratamento de
doencas genéticas (SUBRAMANIAN et al, 2001; GREEN, WATSON e
COLLINS, 2015). No entanto, cientistas concluiram que precisavam ir além do
estudo das sequéncias genémicas para uma completa compreensao da fungéo
e atividade das proteinas. Muitas das proteinas, apds serem traduzidas pelos
ribossomos, passam por modificagbes pds-traducionais (MPTs) que influenciam
a sua fungéo biologica por meio da alteragao da sua localizagao subcelular, da
sua interacdo com ligantes ou outras proteinas e seu estado funcional (GUO et
al, 2013; FORAN et al., 2014; KAZLAUSKAITE et al., 2014; LEE et al., 2017).
Grande parte dessas modificacbes sdo necessarias em muitos processos

biolégicos, como o crescimento celular, o metabolismo e regulacées na
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transcricao (WILSON e HOCHSTRASSER, 2016; KAMYNINA e STOVER, 2017;
RICHARD, VETHANTHAM e MANLEY, 2017; HARDWICK, AZZARELLI e
PHILPOTT, 2018). Assim, a capacidade de modificar as proteinas existentes
permite um controle rapido e econémico da funcdo de uma proteina. Desse
modo, a célula pode responder rapidamente a estimulos sem grandes gastos
energéticos e isso € particularmente importante na comunicagdo entre
neuronios.

As MPTs consistem em modificacdes catalisadas por enzimas que
reconhecem sequéncias especificas em proteinas alvo (DWORKIN, 2015; IYER
et al., 2017). Dentre as MPTs mais simples estdo a fosforilacdo e a acetilacao.
Considerada uma das mais comuns e importantes MPTs, a fosforilagao consiste
na adicao de um grupo fosfato (PO4) em residuos de serina, treonina ou tirosina
de proteinas alvo pelas cinases (PATWARDHAN e MILLER, 2007; DWORKIN,
2015). A ativagdo e inativagdo de diversas enzimas e receptores celulares
ocorrem por meio da fosforilagdo (JOHNSON e STOOTHOFF, 2004; ARDITO et
al, 2017; FOSTER e VAUGHAN, 2017) acetilagcdo, grupos acetil (CH3CO)
doados por enzimas acetil coenzima-A (CoA) séo adicionados a residuos de
lisina de proteinas alvo influenciando sua estabilidade, dobramento, interacéao
com outras proteinas e localizacdo celular (BAEZA, SMALLEGAN e DENU,
2016; DRAZIC et al.,, 2016; REE, VARLAND e ARNESEN, 2018).

Nos anos 80, a importancia das MPTs teve um apice com a descoberta
da ubiquitinacdo (CIECHANOVER, FINLEY e VARSHAVSKY, 1984;
DEMARTINO et al, 1989) e, posteriormente, de MPTs geradas por
modificadores tipo ubiquitina (ubiquitin-like modifiers — UBLs) de grande
importancia para a regulacdo de inumeros processos bioldgicos
(HOCHSTRASSER, 2000; CAPPADOCIA e LIMA, 2018).

1.1.1 A Ubiquitina e a familia dos modificadores tipo ubiquitina

A ubiquitina (Ub) e os UBLs sdo pequenas proteinas de aproximadamente
8-20 kDa que se ligam de forma covalente em residuos de lisina de proteinas
alvo (CIECHANOVER, FINLEY e VARSHAVSKY, 1984; CAPPADOCIA e LIMA,
2018). O processo de ubiquitinacdo e modificagcdo por UBLs (Figura 1) é mais
complexo que a fosforilagdo e acetilagdo, envolvendo uma cascata de enzimas
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que incluem as enzimas E1 ativadora, E2 conjugadora e E3 ligase, bem como
proteases especificas na desconjugacao (VARSHAVSKY, 2017; CAPPADOCIA
e LIMA, 2018).

— 0

AMP + PPi E1

ATP

PROTEASE

P
GGEXX GG

PROTEASE i
Figura 1: Ciclo de conjugacao e desconjugacao de modificadores tipo ubiquitina. Os UBLs
sdo tipicamente expressos como proteinas precursoras com residuos extras (XX) em seus
terminais carboxila. Proteases especificas clivam a proteina precursora para gerar o UBL maduro
expondo a regido di-glicina (GG) no terminal carboxila. Um UBL maduro é entao ligado via uma
ligagdo tioéster ao residuo catalitico de cisteina de sua enzima de ativagdo E1 de maneira
dependente de ATP. O UBL é entao transferido para o residuo de cisteina catalitica em uma
enzima conjugadora E2. Finaimente, o UBL é transferido para um substrato, geralmente com o
auxilio de uma ligase E3, formando uma ligacao isopeptidica com um substrato no residuo de

lisina. Proteases especificas podem remover o UBL do substrato. Fonte: Figura adaptada de
FLOTHO e MELCHIOR (2013).

A MPT gerada pelos UBLs é o principal mecanismo regulatério de
diferentes processos bioldgicos importantes em eucariotos. Para o processo de

ubiquitinagdo nos mamiferos, sdo encontradas apenas duas E1, porém
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diferentes E2, E3 e deubiquitinases ja foram identificadas (MEVISSEN e
KOMANDER, 2017; VARSHAVSKY, 2017; ZHENG e SHABEK, 2017). Na
ubiquitinagdo, os substratos podem ser mono ou poli-ubiquitinados sendo
reconhecidos por receptores que contém dominios de ligacdo de ubiquitina
(OHTAKE e TSUCHIYA, 2017; VARSHAVSKY, 2017). Cadeias de poli-Ub sdo
conhecidas por sinalizarem proteinas para degradacdo, principalmente via
proteassoma 26S (SAEKI, 2017; VARSHAVSKY, 2017). No entanto, a
ubiquitinacdo também possui fungdo nao proteolitica, geralmente por ligagao
monomeérica da Ub. Essa sinalizagdo n&o proteolitica estd envolvida na
regulacao da interacao, localizacao e atividade de algumas proteinas, como o
fator de transcricao p53 que apds ser multi-mono-ubiquitinado é exportado para
fora do nucleo (LOHRUM et al., 2001).

Estruturalmente, os UBLs possuem um pequeno dominio em comum e
uma glicina no terminal carboxila essencial para reacdo de modificacdo de uma
proteina-alvo (Figura 2) (VIERSTRA, 2012). Até o presente momento, nove
familias de UBLs foram identificadas em mamiferos (CAPPADOCIA e LIMA,
2018). Dentre elas, a proteina Nedd8, do inglés neural-precursor-cell-expressed
developmentally down-regulated 8, € o UBL mais similar a Ub e atua na
regulacdo de enzimas E3 da ubiquitinacdo (ENCHEV, SCHULMAN e PETER,
2015). A Neddilagao da E3 é de extrema importancia para controle de diferentes
proteinas correlacionadas a doencgas, como por exemplo o cancer (TANAKA,
NAKATANI e KAMITANI, 2013; ZHOU et al,, 2019). Entretanto, o sistema de
modificagdo por UBL melhor estudado até o momento € o da familia SUMO, do
inglés small ubiquitin-related modifier, com inimeras fungdes essenciais nos
eucariotos (FLOTHO e MELCHIOR, 2013; HENLEY, CRAIG e WILKINSON,
2014; PICHLER et al., 2017).
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Figura 2: Diagramas tridimensionais em fita da Ub e dos UBLs Nedd8 e SUMO-1. Na
esquerda, esta um esquema mostrando o arranjo da estrutura secundaria da hélice a e 3. Em
seguida sao mostradas as formas da ubiquinina e as UBLs Nedd8 e SUMO-1 com terminal
carboxila exposto contendo o grupamento glicina-glicina indicado. Fonte: Figura adaptada de
VIERSTRA (2012).

1.2 SUMOilacéao, o processo de modificagdo pela SUMO

SUMO, uma pequena molécula de aproximadamente 11 kDa, esta
presente todos os organismos eucariotos (DIECKHOFF et al., 2004; CIMAROSTI
et al., 2008; NIE et al, 2009; YUAN et al, 2010; ELROUBY, 2015). Sua
descoberta, ha aproximadamente trés décadas, foi um tanto quanto dificultosa
devido a instabilidade de sua ligacdo aos substratos. Finalmente, pela
observacao da ligacdo estavel da proteina RanGAP1, Ran GTPase-activating
protein 1, com SUMO, obteve-se a descoberta da SUMOilagdo nos anos 90
(MATUNIS, COUTAVAS e BLOBEL, 1996). Ap6s o0 avango em métodos
experimentais que previnem a desconjugacdo SUMO-substrato, muitos
substratos da SUMOQilagao foram e continuam sendo identificados (KUMAR e
ZHANG, 2015; CHEN et al., 2020).

Como mencionado anteriomente, a MPT por uma proteina UBL é
processada pela agao hierarquica de uma triade enzimatica. Desse modo, antes
do primeiro ciclo de conjugagcdo, a forma precursora inativa da SUMO é
maturada por proteases SUMO especificas membros da familia de sentrinas,
denomidadas SENPs (sentrin-specific proteases) em mamiferos. Esta forma
madura de SUMO é entdo ativada em uma reagdo que consume ATP pela
enzima E1, um heterodimero de SAE1 e SAE2, respectivamente SUMO-
activating enzime 1 e SUMO-activating enzime 2. A SUMO ativada esta pronta
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para ser entdo transferida para a proteina-alvo, o que ocorre diretamente por
meio da acao catalitica da enzima conjugadora E2 Ubc9, do inglés ubiquitin
carrier protein 9, ou com o auxilio de uma enzima ligase E3, formando uma
ligacdo isopeptidica. Os detalhes do ciclo dinamico e reversivel da SUMOilagao

estao descritos na figura 3.

ATP

SENP G

o
GXX G

SENP

Figura 3: Ciclo de SUMOilagao e de-SUMOilagao. Para iniciar um ciclo de SUMOilagdo uma
SUMO deve ser proteoliticamente clivada para expor a regiao glicina-glicina (GG) no seu
terminal carboxila. Isto & conseguido pelas proteases especificas da SUMO da familia SENP.
A SUMO madura é ativada pelo heterodimero E1 SAE1 / SAE2 em uma etapa que consome
ATP, resultando na formacao de uma ligacao tioéster entre a glicina C-terminal de SUMO e a
cisteina catalitica (C) de SAE2. Apés, a SUMO é entdo transferida para a cisteina catalitica da
enzima E2, Ubc9, formando novamente uma ligacao tioéster. A Ubc9 catalisa a formacao de
uma ligagao isopeptidica entre a glicina e o terminal carboxila de SUMO e um residuo de lisina
(K) no substrato, geralmente junto com uma ligase especifica de SUMO E3. A SUMOilagao é
reversivel devido as proteases especificas de SUMO que clivam a ligacao isopeptidica e
libertam a SUMO para outros ciclos. Abreviagao: XX, aminoacidos do terminal carboxila da
regido GG em SUMO imatura. Fonte: Figura adaptada de FLOTHO e MELCHIOR (2013).

As proteinas podem ser modificadas com uma unica SUMO (mono-
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SUMOQilagao), com multiplas SUMOs (multi-SUMOilagao) ou com uma cadeia de
diversas SUMOs (poli-SUMOilagao) (TATHAM et al, 2001; WILKINSON e
HENLEY, 2010). No entanto existem duas condi¢des para que uma proteina seja
alvo da SUMOilagédo além de possuir o residuo de lisina como receptor. A
proteina deve ter uma afinidade direta com o complexo SUMO-Ubc9 ou ser
reconhecida por uma E3 espefifica que sinaliza e atrai o complexo SUMO-Ubc9
para préximo da proteina (WILKINSON e HENLEY, 2010; FLOTHO e
MELCHIOR, 2013). Para facilitar a compreensao, trés mecanismos de selecao
da lisina na proteina-alvo sdo propostos (Figura 4). A primeira possibilidade € a
localizacdo da lisina aceptora na regiao consenso de SUMOilagcao (SUMO
consensus motif - SCM) reconhecida diretamente pela Ubc9 (BERNIER-
VILLAMOR et al., 2002). Uma SCM é composta pela sequéncia WKxE, onde W é
umresiduo hidrofébico grande, K é a lisina alvo, X € um aminoacido qualquer e
E é um aspartato ou glutamato (PICHLER et al., 2017). De acordo com analises
protedbmicas, o SCM esta presente em pelo menos metade dos alvos da
SUMOQilagao até entdo identificados e novas sequéncias de regides aceptoras
de SUMO ja foram identificadas (MATIC et al., 2010). A segunda possibilidade é
a presenca daregiao SIM (SUMO-interacting motifs) na proteina-alvo proximo a
lisina aceptora que promove atracdo do complexo SUMO-Ubc9 para que ocorra
a modificacdo (CHANG et al., 2011). A SUMOQilagao dependente de um SIM pode
ocorrer em multiplas lisinas, sejam pertencentes a um SCM ou n&o. Por ultimo,
a enzima E3 pode rearranjar a proteina-alvo e a Ubc9 em conformagéao favoravel
para um residuo de lisina se ligar a SUMO. Todas as trés possibilidades de
reconhecimento podem ocorrer mutuamente (FLOTHO e MELCHIOR, 2013).
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Figura 4: Mecanismos de selecdo de lisina aceptora de SUMO. a) a lisina aceptora (K)
presente na regido SCM é reconhecida diretamente pela Ubc9; b) a proteina-alvo recruta o
complexo SUMO-Ubc9 por meio da interagdo com uma regido SIM permitindo a modificagéo de
lisinas préximas a ela; c) a interagdo da proteina-alvo com a E3 ocorre em uma posicao
preferencial para a modificagdo de uma lisina aceptora especifica. Fonte: Figura adaptada de
FLOTHO e MELCHIOR (2013).

1.2.1 A maquinaria proteica da SUMOilagao

Em mamiferos, as proteinas SUMO s&o expressas em trés isoformas
diferentes: SUMO-1, SUMO-2 e SUMO-3 (SAITOH e HINCHEY, 2000). Estudos
apontam uma possivel existéncia das isoformas SUMO-4 e 5, porém até o
momento ambas foram caracterizadas apenas como pseudogenes (SU e LI,
2002). Entre elas, SUMO-1 compartilha menos de 50% da sequéncia de
aminodacidos com SUMO-2 e SUMO-3. Por outro lado, SUMO-2 e SUMO 3 séo
quase idénticas, ndo sendo possivel distingui-las por anticorpos disponiveis
sendo referidas frequentemente como SUMO-2/3 (SAITOH e HINCHEY, 2000).

As proteases SENPs atuam tanto no processo de maturacdo da SUMO
como na sua desconjugacao do substrato (MIKOLAJCZYK et al., 2007; NAYAK
e MULLER, 2014). Foram identificadas seis SENPs em mamiferos (SENP1,
SENP2, SENP3, SENP5, SENP6 e SENP7), as quais diferem quanto sua
especificidade pelas isoformas de SUMO, na seletividade pelos processos de
maturacdo e deSUMOilacao, e localizacdo subcelular (MIKOLAJCZYK et al.,
2007; NAYAK e MULLER, 2014). As diferentes SENPs possuem distribuicao
celular distinta, o que sugere um fator importante na restricdo de sua atuacéao e
especificidade quanto ao substrato (GEISS-FRIEDLANDER e MELCHIOR,
2007; HENLEY, CARMICHAEL e WILKINSON, 2018).

Diferentemente da Ub, a Ubc9 é a Unica enzima E2 conjugadora até hoje
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identificada (PICHLER et al., 2017). Devido a sua funcdo essencial na
SUMOQilagao, a regulacdo dos niveis de expressdo da Ubc9, bem como a
regulagdo de sua atividade catalitica, interferem diretamente na SUMOilagéo
celular global (MATTOSCIO et al., 2015; PICHLER et al., 2017; WRIGHT et al.,
2019). Além disso, a auséncia da Ubc9 é letal na maioria dos organismos
eucariotos (HAYASHI et al., 2002).

A enzima ES3 ligase interage com o complexo SUMO-Ubc9 e o substrato
alinhando a SUMO em uma conformagado 6tima, altamente reativa, para sua
transferéncia para o substrato (CAPPADOCIA, PICHLER e LIMA, 2015;
STREICH e LIMA, 2016). Até o presente momento, trés grupos de SUMO E3
ligases foram caraterizadas estrutural e bioquimicamente com funcéao catalitica
na SUMOilagédo: a familia SP-RING (Siz/Pias), RanBP2 e a familia ZNF451
(PICHLER et al.,, 2017). Tanto a seletividade quanto a especificidade das
enzimas SUMO E3 em relacao ao substrato sdo pouco compreendidas.

Ainda nao foi esclarecido como uma Unica maquinaria de SUMOilagao
determina qual isoforma de SUMO serda conjugada a um substrato alvo
especifico, sabendo-se que muitos deles podem ser modificados por ambas as
isoformas (SAITOH e HINCHEY, 2000; WILKINSON e HENLEY, 2010).Visto que
a Ubc9 e a SUMO E1 possuem pouca preferéncia entre SUMO-1 e SUMO-2/3
para o processo de conjugacdo (TATHAM et al.,, 2001), sugere-se que a
especificidade SUMO-substrato venha principalmente da SUMO E3 (HENLEY,
CRAIG e WILKINSON, 2014).

1.2.2 Consequéncias funcionais da SUMOQilagao

As consequéncias funcionais da SUMOilagao de um substrato especifico
sao dificeis de serem preditas devido a diversidade de substratos que podem
ser SUMOilados. Entretanto, considerando o seu papel nos substratos ja
identificados, a SUMOilacao pode provocar quatro tipos de efeitos diferentes
sobre a proteina-alvo: reducédo da interagcdo proteina substrato-proteina por
bloqueio do sitio de interagdo; aumento da interagdo proteina substrato-
proteina por possibilitar um novo dominio de interagdo; mudanga na
conformacado da proteina substrato e, consequentemente, regulacdo da sua

funcdo e/ou atividade; alteragdao da localizagdo celular da proteina-alvo
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(GEISS-FRIEDLANDER e MELCHIOR, 2007; HENLEY, CRAIG e
WILKINSON, 2014).

Os primeiros relatos de SUMOilacao foram feitos a partir de observacoes
em substratos nucleares, cuja fungdo associava-se a reparagdo de DNA e
processos de transcricao (HOEGE et al., 2002; PFANDER et al., 2005). Porém,
a SUMOilacédo nao esté restrita ao compartimento nuclear. Atualmente, ja
foram identificados diversos substratos citoplasmaticos, de membrana celular
e mitocondriais, como podemos ver alguns exemplos na figura 5 (GEISS-
FRIEDLANDER e MELCHIOR, 2007; HENLEY, CARMICHAEL e WILKINSON,
2018).
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Figura 5: Proteinas SUMOiladas sdo encontradas em toda a célula. Muitos dos alvos da
SUMO sao proteinas nucleares, como fatores de transcricdo (FTs) e co-reguladores ou
proteinas envolvidas na organizagdo, replicacdo e reparo da cromatina. No entanto,
encontram-se alvos da SUMO também na membrana plasmatica, no reticulo endoplamatico
(RE) e no citoplasma. A SUMOilagdo da RanGAP1 leva a altera¢gdes em sua localizagdo
celular: a proteina ndo modificada é solUvel no citosol, mas é recrutada para o poro nuclear
apds conjugacao com SUMO 1. Os canais idnicos localizados na membrana plasmatica K2P1
e Kv1.5 possuem atividade modificada quando SUMOilados. A SUMOilagao do receptor de
glutamato GIuK2 induz sua internalizagdo. O exato papel da SUMOilagdo do receptor
metabotropico 8 de glutamato (mGIuR8) ainda é desconhecido. A tirosina fosfatase-1B
(PTP1B) localizada no RE é inativada pela SUMOilagdo. A SUMOilagao de proteinas tipo
dinamina afeta a dinamica mitocondrial, bem como a superexpressao de SUMO ou regulacao
negativa de isopeptidases especificas. Fonte: Figura adaptada de GEISS-FRIEDLANDER e
MELCHIOR (2007).

1.3 A SUMOilagédo em processos fisioldgicos e patolégicos

Em organismos complexos, estda claramente demonstrado que a
SUMOQilagao é essencial em células proliferativas (CIRIA et al., 2017; HAN et al.,
2018). No entanto, o mesmo néo se pode afirmar para células ja diferenciadas e
células nao-proliferativas. De acordo com um estudo realizado em camundongos
e outro em drosdfilas, a necessidade de que ocorra o processo de SUMOilagao
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pode variar significativamente entre as diferentes células e tecidos (DEMARQUE
et al, 2011; YIN et al., 2012). Demonstrou-se que a auséncia da enzima Ubc9
em tecido gastrointestinal de camundongos adultos provoca a deplecao do
compartimento proliferativo intestinal de células tronco, levando o camundongo
a morte em seis dias (DEMARQUE et al, 2011). Em drosdfilas, o complexo
ativador E1 é essencial para as divisdes mitéticas, mas sao dispensaveis para a
viabilidade celular, homeostase em células nao proliferativas (YIN et al., 2012).
Esses dois estudos corroboram a ideia de que células em répido processo de
divisdo se beneficiam de eficientes ciclos de SUMOilagdo. Assim, cientistas
puderam correlacionar de forma condizente os altos niveis de SAE1/SAE2, Ubc9
e SUMO isopeptidases com o desenvolvimento de tumores e metastases (HAN
et al., 2018). Por outro lado, a SUMOilagao de uma proteina especifica pode
ser crucial. Por exemplo, uma mutag¢ao no gene do fator de transcricdo associado
a microftalmia (MITF) prejudicando sua SUMOilagao aumenta significativamente
o risco do desenvolvimento de melanoma e carcinoma celular renal
(BERTOLOTTO et al., 2011; YOKOYAMA et al., 2011).

Muitos fatores de transcricdo essenciais para a morfogénese e
funcionamento normal do coracao sao regulados pela SUMOilagédo. Além disso,
camundongos knockout para SUMO 1 apresentam cardiopatias congénitas com
altas taxas de mortalidade (GEISS-FRIEDLANDER e MELCHIOR, 2007). As
evidéncias de que a SUMOilacao regula proteinas do sistema imunolégico tém
crescido ao longo dos anos. As vias sinalizadoras que resultam na producéao de
mediadores anti-microbianos e inicio da resposta imune, como o NF-kB, do
inglés nuclear factor kappa B, e os |RFs, do inglés Interferon regulatory factors
sao finamente reguladas pela SUMOilagcdo (ADORISIO et al., 2017). Além disso,
a SUMOilacdo estd envolvida na regulacdo da atividade de células T
regulatérias, sendo importante para evitar uma excessiva resposta imune e,
censequentemente, doencas autoimunes (ADORISIO et al., 2017).

Dados recentes demonstram a importdncia da SUMOilagédo no
desenvolvimento cerebral e no envelhecimento (PRINCZ e TAVERNARAKIS,
2017; SCURR, HAFERKAMP e RIZOS, 2017). Durante o desenvolvimento de
camundongos, a presenca de SUMO-2/3 é essencial, porém a falta de SUMO-1
pode ser compensada pela SUMO-2/3. O papel da SUMOilagédo no
envelhecimento ainda ndo estd totalmente esclarecido. No entanto, estudos
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demonstram a importancia da SUMOilacao na manutencao da integridade dos
telomeros (YALCIN, SELENZ e JACOBS, 2017), na regulagdo da autofagia, na
homeostase de espécies reativas de oxigénio (EROs) e na sinalizagéo de fatores
de crescimento (PRINCZ e TAVERNARAKIS, 2017; SCURR, HAFERKAMP e
RIZOS, 2017).

1.3.1 A SUMOQilagao na funcéao e disfungcao neuronal

Com os avancos no estudo da SUMOilagcao, sabe-se hoje que ela é
fundamental para o funcionamento celular em condigbes normais, sendo
considerada um regulador critico de neurénios e fungdes sinapticas (HENLEY,
CRAIG e WILKINSON, 2014). A distribuicdo da maquinaria e o perfil de
SUMOilagao em neurbnios ainda nao estao totalmente elucidados. Porém, sabe-
se que é encontrada nos axo6nios, dendritos e sinapses além do compartimento
nuclear (Figura 6) (HENLEY, CARMICHAEL e WILKINSON, 2018).

Além de possuir um papel chave no desenvolvivento e diferenciagcdo dos
neurdnios, a SUMOilagdo também exerce fungédo na excitabilidade neuronal e
potencial de membrana regulando canais iénicos nos neurdnios (WILKINSON,
NAKAMURA e HENLEY, 2010; LUO et al.,, 2013; BENSON, INIGUEZ-LLUHI e
MARTENS, 2017). Na neurotransmissao, o papel da SUMOilacdo é um tanto
complexo. De acordo com um estimulo especifico, a conjugacdo da SUMO com
proteinas pré-sinapticas pode aumentar ou reduzir a liberacdo de
neurotransmissores (FELIGIONI, NISHIMUNE e HENLEY, 2009). Na pés-
sinapse, também existem diversas proteinas alvo da SUMO. A mais bem
caracterizada é a subunidade GIuK2 do receptor kainato, cuja SUMOilagao faz-
se necessaria para a depressao de longa duracao (LTD) (CHAMBERLAIN et al.,
2012).
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Figura 6: Localizagdo subcelular da maquinaria de SUMO em neurénios. Exemplos de
proteinas substrato para SUMOilagcéo (caixa pontilhada a direita) e componentes da maquinaria
de SUMOilacao (caixa pontilhada a esquerda) podem ser encontrados nos neurbnios em
diferentes localizagdes. Embora a maioria dos substratos de SUMO conhecidos sejam proteinas
nucleares, proteinas pré e pds-singpticas também sdo SUMOiladas. Por exemplo, na pré-
sinapse, a SUMOilagédo altera a fungdo de varias proteinas envolvidas na liberagdo de
neurotransmissores para controlar a eficdcia da transmissao sinaptica. Na pds-sinapse, a
SUMOilacdo regula a atividade de receptores e proteinas de ancoramento. Além disso, a
SUMOilacao de vérias classes de canais idnicos localizados na membrana plasmatica alteram
sua atividade e sintonizam a excitabilidade neuronal. A SUMOilagéo de proteinas mitocondriais,
como por exemplo, Drp-1 e FADD, desempenha papéis na dindmica mitocondrial e na respostas
ao estresse. Fonte: Figura adaptada de HENLEY, CARMICHAEL e WILKINSON (2018).

Por outro lado, a elucidacao sobre o papel da SUMOilagao nas doencas
neurodegenerativas tém avangado nos ultimos anos levando muitos cientistas a
acreditarem na hip6tese de que a SUMOilacdo seja um fator critico na
patofisiologia de algumas delas (STEFFAN et al., 2004; CIMAROSTI et al., 2008;
ECKERMANN, 2013; GUERRA DE SOUZA, PREDIGER e CIMAROSTI, 2016;
MARTINS, TASCA e CIMAROSTI, 2016). Assim, proteinas alvo de SUMOilagao
e as consequéncias desses mecanismos em neuropatologias tém sido o foco de

interesse de muitos pesquisadores.

1.3.1.1 A SUMOilacdo na doenca de Huntington
A doenca de Huntington (DH) é uma doencga hereditaria, progressiva e

neurodegenerativa caracterizada pela atrofia gradativa do estriado resultante do

acumulo da proteina huntingtina (HTT) mutada em neurbnio estriatais
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(SUBRAMANIAM et al., 2009; PANDEY e RAJAMMA, 2018). Pessoas com DH
apresentam déficit cognitivo, problemas psiquiatricos e disfungdes motoras
(PANDEY e RAJAMMA, 2018). AHTT € substrato da SUMOQilagao e na presencga
de uma E3 especifica tem sua conjugacdo aumentada e consequente aumento
da sua citotoxicidade, o que nado ocorre quando essa E3 estd ausente
(STEFFAN et al., 2004; OCHABA et al., 2016) . Além disso, a remogao da lisina
aceptora na HTT mutada resulta em toxicidade reduzida da proteina (STEFFAN
et al., 2004).

1.3.1.2 A SUMOilagéo na doenga de Alzheimer
Considerada a maior causa de deméncia cronica, a doenga de Alzheimer

€ caracterizada pelo acumulo de agregados de proteina beta-amildide (AB),
produto da clivagem da proteina precursora amildide (APP), e emaranhados
neurofibrilares de proteina tau (LANE, HARDY e SCHOTT, 2018). Ambas as
proteinas APP e tau sédo alvos de SUMOilacao, porém as consequéncias desse
processo de modificagao sao contraditérias (MARTINS, TASCA e CIMAROSTI,
2016). Algumas evidéncias mostraram que a SUMOilagao de APP por SUMO 1
e a superexpressao da Ubc9 estdo associadas a niveis reduzidos de agregados
da proteina AB (ZHANG e SARGE, 2008). Porém, posteriormente a esses
achados, dados sugerem que a superexpressao de SUMO-1 pode acelerar o
acumulo de vacuolos autofagicos e, consequentemente, promover a produgao
de AB (YUN et al, 2013). Em relacao a SUMO-2/3, sua superexpressao pode
reduzir dramaticamente a produgédo de AB, enquanto uma forma mutante de
SUMO-2/3 eleva sua producéao (LI et al., 2003). Por outro lado, agregados da
proteina tau foram co-localizados com SUMO-1 em modelos animais
transgénicos para a doenga de Alzheimer (TAKAHASHI et al., 2008). Além disso,
a hiperfosforilagdo da tau promove sua SUMOilacdo com consequente reducao
de sua solubilidade e degradacdo (LUO et al, 2014). Andlises de tecido
hipocampal post-morten de pacientes de doenga de Alzheimer mostraram uma
desregulacao no processo de SUMOilacao (AHN et al., 2009). Estudos mais
recentes em amostras de plasma saguineo de pacientes com doenga de
Alzheimer correlacionaram niveis elevados de SUMO-1 ao baixo score obtido
pelo mini-exame de estado mental (MMSE) (HOPPE, SALBEGO e CIMAROST]I,
2015). O que sugere a SUMO como um possivel marcador biolégico de risco
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para DA.

1.3.1.3 A SUMOilacao na isquemia e hipoxia
A isquemia cerebral € uma forma severa de hipéxia com consequente

estresse celular e morte neuronal (RANDOLPH, 2016). De forma interessante,
observou-se que a SUMOilagao atua de forma neuroprotetora na hibernacao de
esquilos, situagdo com condicdes celulares de estresse semelhantes a isquemia
(LEE et al., 2007). Durante esse processo natural de adaptacao, os esquilos nao
sofrem danos cerebrais nem perda celular e apresentam niveis elevados de
SUMOQilagao. Dados prévios do nosso grupo mostraram aumento nos niveis de
conjugados de SUMO-1 e SUMO-2 observado em diferentes modelos in vivo
(CIMAROSTI et al., 2008) e in vitro (CIMAROSTI et al., 2012) de isquemia. Além
disso, Cimarosti e colaboradores (2012) mostram no mesmo trabalho que a
superexpressao da SUMO protease SENP aumenta a vulnerabilidade neuronal
a morte celular induzida pelo processo isquémico de privagdo de oxigénio e
glicose (POG). Datwyler e colaboradores (2011) demonstraram no modelo de
POG que o silenciamento da SUMO-2/3 também aumenta a vulnerabilidade
neuronal a morte celular. Esses dados suportam a ideia prévia de que a
SUMOQilagao pode atuar como um mecanismo neuroprotetor frente a condigdes
de estresse celular.

Algumas proteinas alvo da SUMOilagdo estdo envolvidas na resposta
neuronal ao estresse hipdxico induzido pela isquemia, como por exemplo a
proteina relacionada a dinamina 1 (Drp-1) (GUO et al., 2013). A Drp-1 € uma
GTPase envolvida na dindmica mitocondrial, localizada preferencialmente no
citosol e recrutada para a membrana mitocondrial externa (MME) onde se liga
ao receptor Mff, do inglés mitochondrial fission fator, para que ocorra 0 processo
de fissdo da organela (LOSON et al., 2013). Em condicdes de estresse celular
induzido pela POG, a reducao nos niveis de SENP3 prolonga a SUMOilagao da
Drp-1 por SUMO-2/3, o que inibe sua translocagdo para a mitocéndria e o
aumento da fissdo mitocondrial, prevenindo liberacao de citocromo ¢ € a morte
celular (GUO et al, 2013). Por outro lado, apdés uma reoxigenagao ocorre
recuperagao nos niveis de SENP3 que induz a de-SUMOilagdo da Drp-1,
facilitando seu recrutamento pelo receptor Mff localizado na MME e
consequentemente o0 aumento da fissdo mitocondrial (GUO et al., 2013; GUO et
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al., 2017). Novamente podemos observar uma contribuicdo neuroprotetora da
SUMOQilagao.

1.3.1.4 A SUMOilac&o e a doenca de Parkinson
A doenca de Parkinson (DP) é uma neuropatia progressiva que afeta

principalmente o sistema motor voluntario pela degeneracdo de neurdnios
dopaminérgicos que se projetam da substancia negra para o estriado. A maioria
dos casos de DP até hoje identificados s&o de origem idiopatica, porém fatores
genéticos, ambientais e a SUMOilacdo também estdo implicados na patologia
da doenca (LUNATI, LESAGE e BRICE, 2018).

Algumas proteinas correlacionadas a patogénese da DP s&o alvos da
SUMOilacao (Figura 7) (JUNQUEIRA et al., 2019). A a-sinucleina é uma proteina
encontrada na maioria das inclusdes citoplasmaticas que caracterizam a DP, os
corpos de Lewy. Grande € a controvérsia quando se diz respeito as
consequéncias da SUMOilagao da a-sinucleina na DP. Em modelos animais,
estudos apontam para um papel promotor de agregacao proteica (OH et al.,
2011), enquanto outros sugerem que a a-sinucleina SUMOQOilada tende a menor
agregacao e toxicidade (KRUMOVA et al., 2011).

Além disso, outras proteinas associadas a patologia da DP como a
parkina e uma forma mutante da DJ-1 interagem com a SUMO (SHINBO et al.,
2006). A parkina é uma enzima E3 ubiquitina ligase cuja forma mutante
caracteriza uma das principais causa de DP genética (ARKINSON e WALDEN,
2018). Até o presente momento ndo foi demonstrado que a parkina é
SUMOilada, no entanto, ela interage com SUMO-1 de forma n&o covalente
aumentando sua atividade de ubiquitina ligase (PILLA et al., 2012). Outra causa
genética da DP, porém de baixa frequéncia (ECKERMANN, 2013), é a mutacao
da proteina glicase DJ-1, cuja principal funcdo é combater o estresse celular
oxidativo (TAIRA et al., 2004). A SUMOilacao exacerbada de uma das formas
mutantes da DJ-1 provoca a perda do seu papel antioxidante (SHINBO et al.,
2006).

Um estudo pioneiro com amostras de sangue de pacientes com DP
avaliou niveis de diferentes MPTs da proteina a-sinucleina (VICENTE MIRANDA
etal., 2017). Dentre elas, identificou-se um nivel reduzido da SUMOilagédo da a-
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sinucleina por SUMO-1 nos eritrocitos de pacientes de DP comparado aos
eritrécitos de individuos saudéaveis. Por meio de uma anadlise combinatéria das
alteragdes encontradas nas MPTs e a progressao da DP, a SUMOilagao esta
dentre um dos potenciais marcadores bioldgicos da evolucao da DP.

Mais recentemente, um novo alvo de SUMO foi identificado, o
transportador de dopamina (DAT). O DAT é uma proteina de membrana
responsavel pela recaptagcado do neurotransmissor dopamina para os terminais
pré-sinapticos (HONG e AMARA, 2013; RUDNICK et al., 2014; GERMAN et al.,
2015). Analises de imagem do DAT sao utilizadas como marcador biolégico para
avaliar o progresso da DP, na qual encontra-se reduzido de 50-70% (IKEDA et
al., 2019). A superexpressao de SUMO-1 e Ubc9 em cultura de células induziram
a SUMOilacdo de DAT e reduziram sua ubiquitinacdo e dregradacao.
Consequentemente, obteve-se aumento da estabilidade do receptor na
membrana neuronal e a sua capacidade de recaptacao de dopamina (CARTIER
et al., 2019). Assim, os autores sugerem o mecanismo de SUMOilagéo, e mais
especificamente a conjugacdo de SUMO-1 com DAT, como potenciais alvos
terapéuticos na regulacdo da recaptacdo de dopamina e sinalizagdo
dopaminérgica (CARTIER et al., 2019).

as

as Estabilidade na
Solubilidade/agregacdo  membrana neuronal
\_/ Atlwdac{e—\ proteica
antioxidante \ = 5_6 %

Figura 7: Alvos de SUMOilacao na doenca de Parkinson. A SUMOilagao exacerbada de uma
das formas mutantes da DJ-1 provoca a perda do seu papel antioxidante. A SUMOilacédo da a-
sinucleina interfere na sua solubilidade, podendo contribuir ou evitar a sua agregagao. A
SUMOilagao de DAT reduz sua ubiquitinagao e dregradagdo com consequente aumento da sua
estabilidade na membrana neuronal. DJ-1: proteina glicase DJ-1; aS: a-sinucleina; DAT:
transportador de dopamina. Fonte: Figura adaptada de GUERRA DE SOUZA, PREDIGER e
CIMAROSTI (2016).
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1.4 A doenca de Parkinson

1.4.1 A neuropatologia e a etiologia da DP

Apesar do envelhecimento ainda ser considerado o maior fator de risco
da DP, ela pode ter origem hereditaria, comumente conhecida como DP
familiar, ou esporadica, sendo esta consequente de fatores genéticos e
ambientais (COSTELLO et al, 2009; BLAUWENDRAAT, NALLS e
SINGLETON, 2020). Variagoes em mais de 20 genes ja foram correlacionadas
a DP, como mutagdes no gene codificador da a-sinucleina (SNCA) e da
parkina (PARK2) (BLAUWENDRAAT, NALLS e SINGLETON, 2020). Dentre
os fatores ambientais que contribuem ou modificam o risco a DP estdo o
cigarro (CHEN et al., 2010), uso de ibuprofeno (GAO et al., 2011), exposicao
a pesticidas (rotenona e paraquat) (COSTELLO et al., 2009; TANNER et al.,,
2011) e pré-neurotoxinas sintéticas como o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina (MPTP) (LANGSTON, 2017). Entretanto, a exata influéncia de
fatores genéticos e ambientais na DP esporadica ainda n&o esta totalmente
elucidada. Alguns mecanismos celulares em comum tém sido correlacionados
como, neuroinflamagado, disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo e
agregacao da a-sinucleina (NIRANJAN, 2014; DEL TREDICI e BRAAK, 2016;
ALEXOUDI, ALEXOUDI e GATZONIS, 2018; PARK, DAVIS e SUE, 2018), o
que leva cientistas a crer na combinagdo de ambos os fatores para
desencadear a DP esporadica.

Como j& mencionado brevemente, a DP é uma doenga
neurodegenerativa progressiva caracterizada principalmente pela perda de
neurdnios dopaminérgicos da substancia negra e pela presenca de corpos de
Lewy nos neurénios sobreviventes (KALIA e KALIA, 2015; REICH e SAVITT,
2019). Em consequéncia desse dano dopaminérgico, surgem os sintomas
motores caracteristicos da DP, como a perda de controle do movimento
voluntario, bradicinesia, rigidez muscular e tremores de repouso comumente
utilizados para fins de diagnoéstico clinico (BALESTRINO e MARTINEZ-
MARTIN, 2017). Por outro lado, dados clinicos como a presenca de
constipagdo, nauseas, disfagia, perda de olfato e problemas cognitivos
também foram reportados por pacientes com DP (BALESTRINO e MARTINEZ-
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MARTIN, 2017).

Esses sintomas juntamente com a identificagdo de corpos de Lewy em
neurdnios do trato olfatério e do sistema nervoso entérico (SNE) (LIDDLE,
2018) sao evidéncias que suportam a hipétese de Braak postulada em 2003
(BRAAK et al., 2004) . Primeiramente, a hipétese defendia a ideia que um
patdbgeno como virus ou bactéria incitava a agregagado da a-sinucleina e
consequente distribuicdo padronizada dos agregados no SNC (BRAAK et al.,
2004). Em 2009, Braak e colaboradores sugeriram que a DP esporadica
possivelmente teria inicio ndo sé no SNE como também em neurbnios da
cavidade nasal. Como representado na figura 8, a nova hipétese postulou que
a DP esporadica segue um padrao de dispersao de agregados de a-sinucleina,
com inicio no trato olfatério e nervo vago ocupando gradativamente regides do
SNC até alcancarem a substancia negra (HAWKES, DEL TREDICI e BRAAK,
2010). A hip6tese de Braak é suportada por evidéncias clinicas de estagios
iniciais da DP bem como por resultados de modelos experimentais. Em ambos
sao relatados disturbios gastointestinais e olfatérios antes do surgimento de
sintomas motores, além da presenca de agregados de a-sinucleina no trato
gastrointestinal, encontrados em modelos de DP inicial e avangada
(PREDIGER et al., 2011; BALESTRINO e MARTINEZ-MARTIN, 2017; PEREZ-
PARDO et al., 2018).
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Estagios Distarbios Estagios Distarbios Estigios Distirbios
autonémicos motores emocionais
1 e 2 e olfatérios 3 e 4 edo sono 5 e 6 e cognitivos
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Figura 8: Estagios da doenca de Parkinson segundo Braak. De acordo com a teoria de
Braak, a DP se inicia pelo bulbo olfatério ou nucleo motor dorsal do nervo vago e se espalha
para o locus coeruleus, substancia negra e cortex cerebral. Os sintomas se iniciam com deficits
ndo motores como distlrbios olfatérios (estagios 1 e 2) até ocorrer a neurodegeneragéo e
consequente sintomas motores (estagios 3 e 4). Com o avanco da patologia (estagios 5 e 6),
surgem distlrbios emocionais e cognitivos. O tempo total desses estagios leva em torno de 20
ou mais anos. Figura adaptada de DOTY (2012).

1.4.2 A disfungdo mitocondrial e o estresse oxidativo na DP

As mitocéndrias sdo responsaveis pelo fornecimento de ATP celular,
molécula imprescindivel em diversos procedimentos celulares, como na
realizagao de sinapses, ativacdo de enzimas por meio da fosforilagdo, sendo
essenciais para a sobrevivéncia neuronal (HORBAY e BILYY, 2016).
Organelas altamente dindmicas, as mitocondrias também s&o a maior fonte de
espécies reativas (ER) (NICKEL, KOHLHAAS e MAACK, 2014). Como
mencionado anteriormente, diversos mecanismos patogénicos tém sido
propostos para a DP, incluindo o estresse oxidativo e a disfungao mitocondrial
(SCHAPIRA, 1993; RYAN et al., 2015; ZALTIERI et al., 2015; GUO et al., 2018;
REEVE et al., 2018).

A hipotese do envolvimento da mitocondria na patogénese da DP surgiu
através de experimentos demonstrando a inibicdo do complexo | mitocondrial
(NADH/ ubiquinona oxidoredutase) presente em diferentes formas da DP
(SCHAPIRA, 1993; RYAN et al., 2015). A primeira evidéncia surgiu com o

interesse na compreensao da acado da pré-neurotoxina MPTP apéds a
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observacdo de que esse composto havia induzido sintomas parkinsonianos
em um grupo de usuarios de heroina sintética contaminada com MPTP
(LANGSTON, 2017). Dessa forma, estudos demonstraram que o metabdlito
do MPTP, 1- metil-4-fenilpiridinio (MPP+) (HERRAIZ, 2012), quando captado
pelos neurdnios dopaminérgicos da SN via DAT, possui agéo inibitéria do
complexo | mitocondrial (HASEGAWA et al, 1997; MAPA, LE e
WIMALASENA, 2018). A disfuncao desse complexo compromete todo o
estado energético da célula, uma caracteristica correlacionada a patogénese
de diversas doencas neurodegenerativas (BHAT et al., 2015). A partir dessa
descoberta, outras moléculas com atividade semelhante ao MPP* (como o
paraquat) foram relacionadas a etiologia da DP (DI MONTE et al, 1986;
BETARBET et al., 2000).

A dindmica mitocondrial € muito sensivel a mudancgas fisiologicas e
patolégicas intracelulares que podem afetar o seu equilibrio (HORBAY e
BILYY, 2016). Uma alta taxa de fissdo mitocondrial, seja por problemas
estruturais ou funcionais da mitocéndria, pode elevar os niveis de EROs e
gerar estresse oxidativo (YOULE e VAN DER BLIEK, 2012; NICKEL,
KOHLHAAS e MAACK, 2014). As mitocondrias sé@o organelas dinamicas que
continuamente se dividem e se fundem, possuem uma expressao coordenada
do DNA mitocondrial (DNAmt) (biogénese mitocondrial), sofrem degradagao
autofggica (mitofagia) e locomovem-se no meio intracelular, processos
fundamentais para um controle adequado do tamanho, distribuicdo e qualidade
mitocondria (TILOKANI et al., 2018). A manutencao de todos esses processos
possui papel fundamental na viabilidade neuronal e na adequada funcéo
singptica, especialmente o equilibrio dos processos de fissdo e fuséo
mitocondrial (BERTHOLET et al., 2016).

Por meio do processo de fissdo, danos mitocondriais podem ser
isolados em mitocondrias destinadas a eliminacdo por mitofagia, evitando
assim o acumulo de mitocdndrias danificadas nas células (TILOKANI et al.,
2018). Além disso, a geracdo de mitocéndrias menores contribui para uma
distribuicdo adequada dessas organelas ao longo dos dendritos e axdnios,
como também seu alcance até os terminais sinapticos, regido de alta demanda
energética (LI et al, 2004; BERTHOLET et al., 2016). Por outro lado, a fusdo

pode recuperar uma mitocéndria que sofreu danos proteicos e mutacdes
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genéticas do seu DNA, além de contribuir para uma eficiente distribuicdo de
proteinas, componentes da cadeia respiratéria € DNAmt (NI, WILLIAMS e
DING, 2015). Dessa forma, os ciclos de fissdo e fusdo mitocondrial garantem
a presenca de mitocondrias saudaveis no meio intracelular.

Ambos os processos de fissao e fusdo mitocondrial s&o realizados por
proteinas da familia dynamin-like GTPases (TILOKANI et al, 2018). Em
mamiferos, a fissdo & mediada pela GTPase citosolica Drp-1 que é recrutada
para a membrana mitocondrial externa onde se oligomeriza para formar anéis
de constricao ao redor da mesma dividindo a organela (LOSON et al., 2013).
O recrutamento mitocondrial da Drp-1 ocorre principalmente pela proteina Mff
(OTERA et al.,, 2010). Ja o processo de fusdo mitocondrial em mamiferos
ocorre por proteinas distintas, no qual na membrana mitocondrial externa é
mediado por proteinas denominadas mitofusinas, Mfn1 e Mfn2, enquanto na
membrana mitocondrial interna é mediado pela GTPase dynamin-like
codificada pelo gene OPA1 (TILOKANI et al., 2018).

Estudos utilizando neurotoxinas como MPP*, 6-hidroxidopamina (6-
OHDA) e rotenona demonstram umaumento da fragmentagdo mitocondrial
dependente de Drp-1 com consequente morte neuronal (GOMEZ-LAZARO et
al., 2008; WANG et al,, 2011; WEETMAN et al.,, 2013). Como inibidor do
complexo | mitocondrial, o MPP* reduz os niveis de ATP, sendo este
intensificado apdés a indugdo do aumento excessivo da fragmentagao
mitocondrial (WANG et al., 2011). Esse desequilibrio na dindmica mitocondrial
potencializa os efeitos toxicos do MPP* como a geracdo de EROs,
mitofagia e morte celular . A inibicdo das proteinas envolvidas no processo de
fissdo ou 0 aumento da expresséao de proteinas pro-fusdo tém sido sugerida a
fim de se obter a protecao dos neurbnios da morte induzida por essas toxinas
(RAPPOLD et al., 2014; FILICHIA et al.,, 2016). Por outro lado, estudos em
tecido cerebral post-morten de pacientes com DP demonstraram uma alta taxa
populacional de mitocdndrias dentro dos neurdnios remanescentes, sugerindo
um mecanismo compensatério de transmissdo neuronal frente a
neurodegeneragao (REEVE et al., 2018).

A disfungéo mitocondrial resultante da inibigdo do complexo | na DP
ndo so6 correlaciona-se aos agentes ambientais como também as alteracoes

em genes codificadores de proteinas relacionadas a patologia da doencga
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(SCHAPIRA, 1993; RYAN et al., 2015). Dessa forma, a disfungdo mitocondrial
tem sido sugerida como um fator critico contribuinte para o dano de neurénios
dopaminérgicos na DP.

As EROs sao normalmente produzidas nas células e contribuem de
forma relevante para a homeostase celular (SEO et al., 2005; FUJINO et al.,
2007; RAY, HUANG e TSUJI, 2012). Entretanto, niveis muito elevados de
EROs podem desencadear um estado de estresse oxidativo, 0 que pode ser
controlado por proteinas antioxidantes (INDO et al.,, 2015) evitando uma série
de prejuizos para a célula. A mitocéndria é particularmente susceptivel ao
estresse oxidativo visto ser a maior fonte produtora de EROs (YOULE e VAN
DER BLIEK, 2012; NICKEL, KOHLHAAS e MAACK, 2014). Como ja discutido
anteriomente, sua disfuncao pode elevar os niveis de EROs e muitos fatores
séo alvos desencadeadores de disfungdao mitocondrial dentro da patologia da
DP (YONG-KEE et al, 2012; BHAT et al, 2015; RYAN et al., 2015). A
disfuncao mitocondrial juntamente com o estresse oxidativo estao intimamente
ligados com déficits comportamentais e a neurodegeneracdo dopaminérgica
observados na DP esporadica (FRANCO et al., 2007; MARQUES et al., 2018).
Porém, ainda se debate se tal fato ocorre em fases iniciais ou tardias da
degeneracao neuronal na DP.

Além da disfungdo mitocondrial outros eventos celulares observados na
DP contribuem para o estresse oxidativo celular, seja por si sé ou em conjunto.
No reticulo endoplasmatico ocorrem MPTs que geram EROs como subprodutos
(MALHOTRA e KAUFMAN, 2007; RYAN, NISSIM e WINYARD, 2014). Além
disso, o reticulo endoplasmético € um compartimento responsavel pela
regulacao de calcio intracelular, que sob condicdes de estresse pode afetar o
comportamento da mitocondria e consequentemente induzir a producao
exacerbada de EROs (JOZA et al., 2001; MALHOTRA e KAUFMAN, 2007).
Oligbmeros de a-sinucleina mostraram-se potentes indutores de estresse
oxidativo quando comparados a forma monomérica da proteina. Quando
associados ao ferro, os oligbmeros de a-sinucleina induzem a producéo de
EROs (CHUNG et al, 2016). Visto que niveis elevados de ferro ja foram
identificados na substancia negra de pacientes com DP (DEXTER et al., 1987;
MICHAELI et al., 2007; PYATIGORSKAYA et al., 2015), pode-se explicar em

parte a vulnerabilidade seletiva dessa regido a patologia. Outro fator que
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contribui potencialmente para o dano dos neur6nios dopaminergicos sao 0s
subprodutos oxidativos e reativos resultantes do metabolismo da dopamina
(MASATO et al., 2019).

Evidéncias de estresse oxidativo em pacientes com DP foram relatadas
por andlise de tecido cerebral post-morten (BOSCO et al., 2006; PARKER,
PARKS e SWERDLOW, 2008; GUO et al., 2018). Foi identificado, por exemplo,
areducao nos niveis de glutationa (GSH) (ANANDHAN et al., 2017), e aumento
nos niveis de produtos da peroxidacao lipidica, como o malondialdeido (MDA) e
o 4-hidroxinonenal (HNE) (CHAN et al, 1991). Além disso, modelos
experimentais utilizando mutacdes génicas e toxinas relacionadas a patalogia da
DP demonstram uma alta vulnerabildade celular ao estresse oxidativo (NGUYEN
et al., 2011; CHUNG et al., 2016). Dessa forma, pode-se sugerir que uma
combinagdo de fatores, genéticos e ambientais, correlacionados ao estresse
oxidativo desempenham um papel central em uma variedade de fendtipos
ligados a DP estando fortemente correlacionado a progresséo da doenca e a

neurodegeneragao.

1.4.3 O modelo de MPTP intranasal como modelo animal de DP de fase pré-
motora

Desde 1960, utiliza-se a reposicdo de dopamina como tratamento
principal para DP, baseada na perda neuronal dopaminérgica e no
desenvolvimento dos sintomas motores (YOU et al., 2018). Entretanto, é uma
terapia que desenvolve inumeros efeitos adversos, como movimentos
involuntarios anormais (discinesia), psicose e compulsividade por jogos (YOU et
al., 2018). Por outro lado, como mencionado anteriormente, a DP esporadica
atinge inicialmente regides do SNC nao-dopaminérgicas com consequentes
sintomas nao-motores (DEL TREDICI e BRAAK, 2016). Esses podem anteceder
em até 20 anos o aparecimento dos sintomas motores classicos da DP,
geralmente ap6s uma perda de 60-70% dos neurdnios da substancia negra e
niveis de dopamina no estriado reduzidos em 70-80% (HAWKES, DEL TREDICI
e BRAAK, 2010). Nesse sentido, faz-se necessario a utilizagcéo de terapias que
atuem na fase inicial da doenga, uma vez que os sintomas n&o-motores nao

respondem de forma eficaz a reposicdes dopaminérgicas (SCHAEFFER e
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BERG, 2017; LI et al., 2018). Assim, um dos grandes desafios frente a DP é o
desenvolvimento de agentes terapéuticos que atuem sobre os sintomas nao-
motores e retardem a progresséao da DP.

Com base na literatura informada até o momento, podemos classificar a
DP como uma patologia multifatorial, com agentes indutores que se combinam
entre si para desencadear mecanismos patogénicos, e muitos desses nao foram
ainda elucidados como causa ou consequéncia. Assim, para o avango do
desenvolvimento de agentes neuroprotetores na DP faz-se necessario
aprofundar cada vez mais o estudo da sua patogénese e, para isso, a
disponibilidade de modelos experimentais adequados.

Em se tratando de modelo animal, Prediger e colaboradores
desenvolveram em 2006 o modelo de MPTP intranasal (i.n.), de administracéo
Unica da pré-neurotoxina que permite o estudo dos sintomas nao-motores e
motores da DP em roedores (PREDIGER et al., 2006). Nesse modelo, é possivel
observar alteracdes como déficit olfatério, cognitivo e emocional prévios as
alteragcées motoras em um curto periodo (PREDIGER et al., 2011). Como ja

mencionado nesse trabalho, a degeneracao induzida pelo MPP* ocorre pela
elevacao dos niveis de EROs e dainibicao direta do complexo | mitocondrial com
consequente reducado nos niveis de ATP (WANG et al., 2011; HERRAIZ, 2012).

Ao atingir o cérebro, o MPTP é rapidamente convertido a MPP* pela enzima

monoamina oxidase B (MAO-B) nas células gliais (HERRAIZ, 2012). O MPP*
possui alta afinidade pelo DAT (GAINETDINOV et al., 1997), sendo transportado
para 0 meio intracelular onde se acumula nas vesiculas sinapticas ou nas
mitocdndrias (Figura 9) (SAl, UCHIDA e NAKAYAMA, 2013; LANGSTON, 2017).
Dessa forma, € possivel identificar vias patogénicas associadas a DP como
estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial (FRANCO et al., 2007; MARQUES
et al, 2018). J& os sinais motores decorrentes da administragdo do MPTP
dependem da severidade da lesdo, do roedor e da espécie utilizada (PREDIGER
etal., 2011). A alta afinidade pelos neurénios dopaminérgicos leva a reducao de
tirosina hidroxilase e consequentemente de dopamina, desencadeando as
disfuncdes motoras (PREDIGER et al., 2006; MOREIRA et al., 2010; CASTRO
et al,, 2013).
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Figura 9: llustracao esquematica do metabolismo complexo da pré-neurotoxina 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP) e sua via de neurotoxicidade. Apds sua
administragdo, o MPTP atravessa rapidamente a barreira hematoencefalica e é metabolizado
em 1-metil-4-fenil-2,3-di-hidropiridinio (MPP*) pela enzima monoamina oxidase B (MAO-B) nas
células gliais (principalmente astrécitos). O composto téxico ativo, o MPP*, é entdo captado
pelo transportador de dopamina (DAT), pelo qual possui alta afinidade. Uma vez dentro dos
neurdnios dopaminérgicos, 0 MPP* é concentrado dentro das mitocondrias, onde prejudica a
respiragdo mitocondrial inibindo o complexo | do transporte de elétrons, resultando em um
aumento da producdo de radicais livres, 0 que causa estresse oxidativo e ativacdo das vias
moleculares programadas da morte celular. Figura adaptada de PREDIGER et al. (2011).

Dados experimentais do nosso grupo demonstraram por meio do modelo
de MPTP i.n. em ratos e camundongos prejuizo olfatério, no processo de
aprendizado e de aquisicdo de meméria, além de comportamentos tipo-
depressivo (Tabela 1) (MOREIRA et al, 2010; PREDIGER et al, 2010;
MATHEUS et al., 2012; SCHAMNE et al., 2018). Cabe ressaltar que 0s prejuizos
sintomaticos obtidos com esse modelo em roedores diferem entre linhagens,
espécies, idade, sexo (PREDIGER et al, 2011). Alteracbes em
neurotransmissores monoaminérgicos, como dopamina e noradrenalina,
também foram relatadas em estruturas do SNC no modelo de MPTP i.n.
(PREDIGER et al, 2010). A analise de neur6nios positivos para tirosina
hidroxilase (TH) revelou uma perda diferenciada desses neurdnios entre ratos e

camundongos. Demonstrou-se que neurbnios dopaminérgicos mesencefalicos
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de ratos sdo menos susceptiveis a toxicidade do MPTP no modelo i.n. quando
comparados aos de camundongos (PREDIGER et al., 2011). Os deficits motores
surgiram apos 14 dias da administragao em ratos, enquanto em camundongos
nenhuma alteracdo foi observada até 18 dias ap6s a administracdo do MPTP
(PREDIGER et al., 2006; PREDIGER et al., 2009; PREDIGER et al., 2010).

Além das alteracbes mencionadas acima, foi possivel obter alteragcdes
mitocondriais por meio do modelo intranasal de MPTP. Nosso grupo demonstrou
reducéo da atividade do complexo | mitocondrial no bulbo olfatério e no estriado,
aumento da peroxidagdo lipidica e aumento da atividade de enzimas
antioxidantes (MOREIRA et al., 2010; MARQUES et al., 2018).

Certamente ha muito o que ser elucidado no modelo intranasal de MPTP,
porém os sintomas pré-motores obtidos por meio dele correspondem aos
identificados na DP esporadica, além de proporcionar alteracdes moleculares
identificadas na patogénese da doenca.

Tabela 1: resumo de sintomas pré-motores e motores no modelo de MPTP i.n. em roedores da
doenca de Parkinson

Dias apos MPTP intranasal Animal Resultado Hipotese de Braak
1-14 Rato Déficits olfatdrios Ectsiio
5 Camundongo Déficits olfatdrios Stagio
6 Rato Déficits na memaria social E<tiaio 2
12 Camundongo Déficits na memaria social g
71-10 Rato Déficits na memdaria de trabalho Eshidies
12-15 Camundongo | Déficits na memdaria de trabalho 9
1—10 Rato Deéficits na memdaria implicita Estagio 2
16 Rato Compaortamento tipo-depressivo Estagio 2
1-7 Rato Sem alteracdes Estagios 1-2
14e21 Rato Danos motares Estagios 3-4
32 Rato Danos motores Estagios 3—4
18 Camundongo Sem alteracdes Estagios 3—4

Tabela adaptada de PREDIGER et al. (2011).

Isso sugere que o modelo de DP utilizando o MPTP i.n. tem grande potencial
para o apronfundamento do conhecimento da patofisiologia da DP na fase pré-
motora, possibilitando um diag6stico mais precoce da doenga. Assim, um melhor
conhecimento do modelo pode contribuir para medidas de intervencao

terapéutica que possam retardar a progressdao da doenca. Por exemplo,
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compreender como a SUMOilacado esta alterada por meio de analises
sanguineas, cerebrais e comportamentais comparativas do processo de
SUMOQilagao, que tem sido considerado um fator critico na patogénese de

diversas doengas neurodegenerativas.

2 HIPOTESE

Diante do exposto até o momento, vé-se a necessidadde de maior
compreensao dos mecanismos moleculares envolvidos na fase pré-motora da
DP e como a SUMOilacado pode ser de grande contribuicdo para esse avanco
no conhecimento. Por se tratar de um processo altamente dindmico e reversivel,
a SUMOilagado tem se mostrado vulneravel diante de diferentes condi¢cdes
patogénicas. Assim, hipotetizamos que os conjugados totais de SUMOilacao,
bem como enzimas envolvidas nessa MPT, apresentam-se alterados em
diferentes estruturas do SNC sob agdo do MPTP/MPP* em modelos in vitro € in
vivo da DP. Por se tratar de andlise temporal de diferentes estruturas,

hipotetizamos que as alteragdes possam ser regiao-tempo especifica.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os niveis de conjugados de SUMO e enzimas envolvidas nesse
processo, bem como sobre proteinas-alvo mitocondriais em modelos in vitro e in

vivo da DP.

3.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

- avaliar alteracdes nos conjugados de SUMO-2/3 em cultura de células de
neuroblastoma humano da linhagem SH-SY5Y expostas ao MPP* de forma
temporal;
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- avaliar alteracdes nos conjugados de SUMO-1 e SUMO-2/3 e nos niveis
das enzimas SENP3 e Ubc9 em cultura priméaria de neurdnios corticais exposta
ao MPP* como também em estruturas cerebrais especificas de forma temporal
em modelo animal de DP utilizando o MPTP i.n.;

- avaliar alteragbes nos niveis das proteinas Drp-1 e Mff, envolvidas na
fissdo mitocondrial, em cultura primaria de neurdnios corticais exposta ao MPP*
como também em estruturas cerebrais especificas nas horas iniciais apo6s a
administracéo do MPTP i.n.;

- avaliar alteragbes da fragmentagao/populagdo mitocondrial em cultura
primaria de neurdnios corticais exposta ao MPP*;

- avaliar alteracdes de deslocamento subcelular da Drp-1 entre citosol e
mitocdndria e alteracdes nos conjugados de SUMO-2/3 e nos niveis de SENP3,
que estao envolvidos nesse processo, em cultura primaria de neurdnios corticais
exposta ao MPP*;

- avaliar a atividade do complexo | mitocondrial e os niveis de MDA e HNE
em estruturas cerebrais especificas nas horas iniciais apds a administragdo do
MPTP i.n.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para a realizagdo do modelo de MPTP i.n. foram utilizados ratos da
linhagem Wistar machos de 3 meses de idade provenientes da coldnia do
Biotério Central da UFSC, mantidos no biotério setorial climatizado a 23 + 2°C,

com ciclo claro/escuro de 12 h e livre acesso a agua e ragao.

4.2 Administracdo de MPTP i.n.

O MPTP HCI foi obtido da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA) e
preparado na hora do uso para a administragcdo i.n. de acordo com
procedimento descrito previamente por Prediger e colaboradores (2010).
Inicialmente os animais foram levemente anestesiados com isoflurano 0,96%
(0,75 CAM, Abbot Laboratérios do Brasil Ltda., RJ, Brasil) usando um sistema
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vaporizador (SurgiVet In., WI, USA) e 7mm de um tubo de polietileno foi inserido
na narina dos animais. O fluxo de administragdo (25 uL/min) foi controlado
através de uma bomba de infusdo conectada ao tubo de polietileno. O MPTP
foi dissolvido em solucao salina (NaCl 0,9%) na concentracéao de 20 mg/mL e
na sequéncia infundido por 2 minuto. Os animais do grupo controle receberam
uma unica administracdo i.n. de salina. Todos os animais receberam uma
primeira administragdo i.n. de MPTP ( 1mg/narina) na narina direita e logo em
seguida o procedimento foi repetido na narina esquerda.

4.3 Coleta das estruturas cerebrais e preparo das amostras

Determinou-se que as analises nos tecidos cerebrais seriam realizadas no
bulbo olfatério, cortex pré-frontal, estriado e hipocampo em diferentes tempos
apés a administragdo de MPTP (1, 7, 14 e 21 dias). A escolha das estruturas e
dos diferentes tempos de analise é baseada em resultados obtidos a partir de
trabalhos prévios do nosso grupo, nos quais alteragdes clinicas ndo motoras e
motoras, bem como moleculares, foram associadas em regibes e tempos
diferentes p6s administracdo do MPTP (PREDIGER et al., 2011). Ap6s um
intervalo de 1, 7, 14 ou 21 dias da administracdo de MPTP ou do veiculo, os
animais foram eutanasiados por decapitagdo para a coleta das seguintes
estruturas: bulbo olfatério, cortex pré-frontal, hipocampo e estriado. O cérebro foi
rapidamente coletado em uma placa de Petri colocada no gelo e as estruturas
foram dissecadas e homogeneizadas com pistilo em solugéo de lise (50 mM Tris
pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Triton-X 100, 0,1% SDS, 20 mM N-etil-maleimide -
NEM, inibidor das SENPs, suplementada com inibidor de proteases)
rapidamente no gelo. Os lisados foram centrifugados (10.000 rpm, 10 min, 4°C),
parte dos sobrenadantes recolhidos foi separada para dosagem de proteinas e o
restante diluido em solugédo tampao para eletroforese em gel ( 100 mM Tris, 4
mM EDTA, 8% SDS, 20% glicerol, 8% B-mercaptoetanol, pH 6,8) e fervido por
5 min. Todos os procedimentos estdo de acordo com os padrdes éticos legais
da Comisséo de ética no uso de animais - CEUA (CEUA: protocolo 830, oficio
104/CEUA/PRPE/2012).
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4.4 Cultura primaria de neurénios corticais

As culturas neuronais foram preparadas e mantidas seguindo o protocolo
padrdo do laboratério do Prof. Dr. Jeremy Henley, na Universidade de Bristol
(GUO et al.,, 2013). Para a obtencao das células corticais, foram utilizados
embrides Wistar de 18 dias (E18). Todos os estagios de dissecacdo foram
realizados em solugéo salina tamponada de Hank's (HBSS) em gelo. A partir
da suspensao de células corticais obtidas, plaqueou-se 500.000 células em
cada pogo das placas de 6 pocos previamente preparadas com 0,5 mg/mL de
solucao de poli-L-lisina em agua destilada estéril, e incubadas a 37°C overnight
em atmosfera Umida contendo 5% de CO2z e 95% de O2. Apés 24 h, o meio de
plagueamento (meio Neurobasal, 10% de soro de cavalo, suplemento B27,
Glutamax 2 mM, penicilina/estreptomicina) foi substituido por meio de
manutencdo (meio Neurobasal, suplementado com 2% B27, 1%
penicilina/estreptomicina e 0,6% Glutamax) e as células foram novamente
incubadas nas mesmas condigcdes de temperatura e umidade. As culturas de
células corticais foram expostas ao MPP* 0,05-1,0 mM (dissolvido em PBS
estéril), ou apenas ao veiculo por 1, 24 e 48 h. Para coletar as proteinas totais
das culturas, os pocos foram lavados uma vez em PBS gelado e as células
foram lisadas rapidamente por raspagem com o tampao de lise (50 mM Tris
pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Triton-X 100, 0,1% SDS, 20 mM NEM e
suplementado com inibidor de proteases). Em seguida, os lisados foram
coletados em tubos Eppendorf devidamente identificados, sonicados
rapidamente e incubados em gelo por 10 min para solubilizacdo de proteinas.
Apés este procedimento, as amostras foram centrifugadas a 10.000 g a 4°C
por 10 min para sedimentar detritos insoltveis. O sobrenadante foi recolhido,
parte dele separado para dosagem de proteinas e o restante diluido em
tampao para eletroforese em gel (4% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 10%
glicerol, 125 mM Tris-HCI pH 6,4 e 0,004% azul de bromofenol) e fervido por 5

min.

4.5 Fracionamento subcelular de cultura priméaria de neurdnios corticais

Antes da coleta, as células foram lavadas 3x em PBS gelado e o
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fracionamento subcelular se procedeu baseado em protocolo previamente
publicado (HOLDEN e HORTON, 2009). As células foram coletadas por
arrefecimento das placas em gelo, suspendendo as células aderentes com um
raspador de células no tampao A (150 mM NaCl, 50 mM Hepes pH 7,4, 25
pg/ml digitonina, coquitel de inibidor de protease e de fosfatase, 20 mM NEM).
Foram coletados 200 uL de lisado total em tubos Eppendorf e a amostra
restante foi recolhida num homogeneizador de vidro. Em seguida, as células
foram homogeneizadas com um pistilo e centrifugadas a 4°C 10.000 rpm
durante 30 min. A fracdo soluvel (fracdo contendo o citosol) foi
coletado emtubo falcon com adicdo de acetona gelada, armazenado em freezer
durante 1 h e o pellet da fracdo particulada (fracdo contendo organelas)
armazenado em gelo. Apds esse periodo, a fracao soluvel foi centrifugada a
4°C 5000 rpm durante 30 min e a acetona descartada. O tampao C (150 mM
NaCl, 50 mM Hepes, 5mg/ml de desoxicolato de sédio, 0,1% SDS, 0,5% triton-
X, coquitel inibidor de protease e de fosfatase, 20 mM NEM) foi adicionado a
ambos os pellet, o da fragao contendo o citosol e o dafrag&o contendo as organelas. Em
seguida, as amostras foram sonicadas a cada 10 min 3 vezes. Aliquotas de
ambas as fragdes subcelulares foram coletadas para a dosagem de proteinas
por BCA. Todas as amostras foram armazenadas em freezer -20 °C até o dia

do Western blotting.

4.6 Cultura de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y

As células de neuroblastoma humano SH-SY5Y (ATCC CRL2266),
obtidas no Rio de Janeiro Cell Bank (RJ, Brasil), foram cultivadas baseado em
protocolo previamente publicado com pequenas modificagcdes (COLLE et al.,
2016). Cultivas como monocamada em placas de poliestireno, as células SH-
SY5Y foram mantidas em meio Eagle’s Dublbecco modificado DMEM-F-12
suplementado com 2 mM glutamina, 100 unidades / mL de penicilina, 100 ug /
mL de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino (SFB) a 37 ° C em atmosfera
umidificada de 5% de CO2 realizando a troca do meio de cultura a cada 3 dias
até atingirem a confluéncia de 80%. As suspensdes celulares foram
semeadas em placas de petri (100 x Placas de 20 mm) de 6 cavidades na

densidade de 500.000 células por pogo (células / cavidade), as quais foram
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mantidas em atmosfera Umida contendo 5% de CO2 e 95% de O2. As culturas
de células SH-SY5Y foram expostas ao MPP* 1,5 mM dissolvido em tampéao
fosfato-salino (PBS) estéril, ou apenas ao veiculo por 24 e 48 h. Para coletar
as proteinas totais das culturas, os pocos foram lavados uma vez em PBS
gelado e as células foram lisadas rapidamente por raspagem com o tampéao
de lise (50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Triton-X 100, 0,1% SDS, 20 mM
de NEM suplementada com inibidor de proteases) rapidamente no gelo. Os
lisados foram centrifugados (10.000 rpm, 10 min, 4° C), parte dos
sobrenadantes recolhidos foi separada para dosagem de proteinas e o
restante diluido em solugcao tampao para eletroforese em gel ( 100 mM Tris, 4
mM EDTA, 8% SDS, 20% glicerol, 8% B-mercaptoetanol, pH 6,8) e fervido por

5 min.

4.7 Western blotting

As amostras processadas tiveram suas proteinas separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-
PAGE) de 10 e 12% e transferidas para membrana de difluoreto de
polivinilideno (PVDF). Realizado o bloqueio com bovine serum albumin (BSA)
ou leite (5% em TBS-T), as membranas incubadas com anticorpos primarios
de interesse e as bandas de proteinas foram visualizadas com substratos de
quimioluminecéncia (ECL) no aparelho Chemidoc ou em filmes de revelagéao
fotografica. As bandas de proteinas visualizadas foram analisadas por
densitometria e quantificadas pelo programa ImageJ (NHI) ou Image Lab. O
GAPDH, a B-actina e a B-tubulina foram utilizados como controle de
carregamento de proteinas de acordo com a necessidade baseado no
imunoblotting dos conjungados de SUMO (GUO et al., 2013). Os anticorpos
primarios foram utilizados para detectar SUMO-2/3 (1:1000, Cell Signaling),
SUMO-1 (1:1000, Cell Signaling), SENP3 (1:1000, Cell Signaling), Ubc9
(1:250, Santa Cruz), Drp-1 (1:1000, BD Biosciences), Mff (1:1000, Proteintech
Sigma), actina (1:5000 Abcam), B-tubulina (1:5000 Sigma-Aldrich), GAPDH
(1:10000 Abcam), VDAC (1: 5000, Cell Signaling).

4.8 Dot blotting
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A técnica de dot blotting utilizada foi adaptada de protocolo prévio
(STOTT, 1989). Primeiramente as amostras processadas passaram por
dosagem de proteinas e em seguida preparou-se uma solugdo com
concentracdo proteica de 3 pg/uL em tampao azul (4% SDS, 2,5% B-
mercaptoetanol, 10% glicerol, 125 mM Tris-HCI, pH 6,4, e 0,004% azul de
bromofenol). Diretamente em membrana de PVDF, foi pipetado 3 uL de cada
amostra em ftriplicata. Aguardou-se tempo suficiente para que a as amostras
secassem em temperatura ambiente. Logo apds, as membranas foram
ativadas em metanol por 1 min e em seguida lavadas com TBS-T por 5 min
trés vezes. Realizado o bloqueio com BSA ou leite (5% em TBS-T), as
membranas foram em seguida incubadas com os anticorpos de interesse HNE
(1:1000, abcam) e MDA (1:1000, abcam). Os pontos de proteinas foram
visualizadas com ECL no aparelho Chemidoc. Posteriomente, a membrana foi
corada com coomassie blue para foto colorimétrica no aparelho Chemidoc. A
analise semi-quantitativa dos niveis proteicos foi feita posteriormente por
densitometria através do programa Imaged (NHI). O resultado semi-
quantificativo dos niveis proteicos de HNE e MDA foi calculado pela razao
obtida com o carregamento de carga através da coloragao por comassie blue.

4.9 Medida da atividade enzimatica do complexo | mitocondrial

Os animais foram decaptados 1 e 6 h apds a administracao i.n de MPTP.
O cérebro foi rapidamente coletado em uma placa de Petri colocada no gelo e
o bulbo olfatério, cértex pré-frontal, estriado e o hipocampo foram dissecados,
homogeneizados em solugao de lise (50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 1%
Triton-X 100, 0,1% SDS, 20 mM NEM, suplementada com inibidor de
proteases) rapidamente no gelo. Os lisados foram centrifugados (10.000 rpm,
20 min, 4°C), o sedimento foi descartado, parte dos sobrenadantes recolhidos
foi separada para dosagem de proteinas e o restante foi mantido a -80°C até a
determinacdo da atividade enzimatica. A atividade do complexo | foi medida
pela taxa de reducéo de ferricianeto dependente de NADH, e a absorbéncia
foi monitorada a 420 nm (1 mM™ cm™), conforme descrito anteriormente
(LATINI et al, 2005) com pequenas modificagbes. As atividades dos

complexos da cadeia respiratoria foram calculadas como nmol / min / mg de
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proteina.

4.10 Imunocitoquimica

Neurénios hipocampais foram plaqueados (1 x 10° células/poco) em
laminulas de vidro (previamente tratadas em &acido nitrico fumegante e poli-L-
lisina (0,1 mg/mL). Apbés 14 d.i.v., 30 min antes de completar o tempo de
tratamento com MPP*, o corante marcador mitocondrial mitotracker Red foi
adicionado as células na concentragéo de 100 nM diluido em meio de cultura
da placa. O mitotracker Red é um corante que liga em grupo tidis nas
mitocondrias de células vivas (CHAZOTTE, 2011). Apds 30 min, , os neurdnios
foram lavados com PBS 1X e fixados com acetona gelada cuidadosamente
pela parede. As placas foram colocadas no freezer por 5 min e posteriormente
lavadas com PBS. As laminulas foram montadas sobre laminas utilizando meio
de montagem contendo DAPI. As laminas foram guardadas com protecao da
luz para posterior andlise em microscépio de fluorescéncia confocal no

aumento de 100x (Leica — Henley’s Laboratory).

411 Analise Estatistica

Comparagdes entre 0s grupos experimentais e o grupo controle (valor Unico
100%) representado pela linha pontilhada, foram realizadas pelo teste-t
simples. Comparacdes entre os grupos experimentais de diferentes tempos ou
foram realizadas pelo teste-t ndo pareado ou por ANOVA de uma via Tukey de
comparacao multipla. Comparacdes entre 0s grupos experimentais de fracdes
subcelulares, utilizou-se a ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Bonferroni’s de comparagdo multipla. Os dados foram expressos como média
+ erro padrdo da média (EPM). As analises foram realizadas usando o software
GraphPad Prism 6. P < 0,05 foi considerado significante. diferentes fragoes

subcelulares.

5 RESULTADOS
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5.1 Efeitos do MPP* sobre a SUMOilacao e a fissao mitocondrial em modelos
in vitro da DP

5.1.1 Efeito do MPP* nos niveis de conjugados de SUMO-2/3 em cultura de
SH-SY5Y

A SUMOilagao tem sido sugerida como um mecanismo neuroprotetor
frente a condicoes de estresse celular. Niveis elevados de SUMOQilagao foram
observados durante a hibernagao de esquilos (LEE et al., 2007) e em modelos
de isquemia prevenindo danos neuronais (CIMAROSTI et al, 2008;
CIMAROSTI et al., 2012). Além disso, a auséncia de SUMO-2/3 aumenta a
vulnerabilidade neuronal a morte celular em modelo de POG (DATWYLER et
al, 2011). A busca pelo esclarecimento do papel da SUMOilagcdo na
patogénese da DP vem crescendo, porém o estudo dos efeitos da SUMOilagao
global em modelos de DP ainda é escasso na literatura visto seu potencial papel
neuroprotetor. Assim, iniciamos nosso trabalho com a analise da SUMOilagao
global em modelo in vitro da DP. Primeiramente, analisamos os conjugados de
SUMO-2/3 em cultura de células de neuroblastoma humano da linhagem SH-
SY5Y expostas ao MPP*, toxina comumente utilizada em modelos da DP. Como
observado na figura 10, a exposi¢cao ao MPP*a 1,5 mM por 24 e 48 h reduziu
significativamente os niveis totais de conjugados de SUMO-2/3. A analise por
teste-t mostrou ainda diferenca significativa entre os tempos analisados.
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Figura 10: O MPP* reduziu os niveis de conjugados de SUMO-2/3 em cultura de células
SH-SY5Y. Células de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram incubadas com MPP* 1,5 mM por
24 e 48 h. Os niveis de conjugados de SUMO-2/3 totais foram quantificados no lisado total de
células. O GAPDH foi utilizado como controle de carregamento. Os dados representam a média
+ EPM de 3 experimentos independentes. * P < 0,05 e *™ P < 0,001 quando comparado ao
controle 100% (linha pontilhada) pelo teste-t. # P < 0,05 quando comparados entre si pelo teste-
t ndo pareado.

5.1.2 Efeito do MPP* nos niveis de conjugados de SUMO-1 e SUMO-2/3, da
SENPS3 e da Ubc9 em cultura primaria de neurénios

A partir dos resultados obtidos em cultura de células SH-SY5Y com a
toxina MPP*, buscamos analisar a SUMOilagao global e algumas enzimas da
sua maquinaria em cultura primaria. Para isso, seguimos com experimentos
em cultura primaria de neurénios corticais de embrides de rato incubadas com
diferentes concentragcdes de MPP*. Embora os niveis de conjugados de
SUMO-1 néo tenham sido alterados pelo MPP*a 0,05 mM (Figura 11A e B),
os niveis de conjugados de SUMO-2/3 mostraram-se reduzidos em todas as
concentragdes de toxina utilizadas (Figura 11B). O imunoconteudo da SENP3
nao foi alterado de forma estatisticamente significativa 24 h apés a adicéo de
MPP*a 0,05 mM (P = 0,09), mas foi significativamente reduzido nas demais
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concentracdes de MPP* utilizadas atingindo reducao de 91% com MPP*a 1,0
mM. Péde-se observar que o imunoconteudo de Ubc9 foi reduzido pelo MPP*
nas concentragdes de 0,05 mM e 0,5 mM 24 h ap6s a incubagao com atoxina.
O MPP* a 1,0 mM nao alterou de forma significativa os nives de Ubc9 (P =

0,07) conforme observado na figura 11D.

53



A MW B _Mw
(kDa) - 005010510 MPP*(mM) (kDa) - 00501 05 1,0 MPP*(mM)

100_ . " 130 _ ..
QIR T —— b 100_ 5 o &
55 © 70 _ — T
e i i3
s 52 ss_ MR, |
35 ot BRI T £3
A 5 Q
25
R W e 35_ .
40_p 40_——
|_ S B e e | ctl carga — o — _—.!ctlcarga
150 — 150
w s
= =
L 100 T e T s 100...%
[ T F g
2 T 2 I/ =
: L @ ok
Cl) 504 N 50 =1= b
o = 0
% s -
m :
0 S}
0,05 01 0,5 1,0 0,05 01 0.5 1,0
MPP" (mM) MPP" (mM)
4 D
_MW _MW
(kDa) - 005 01 05 1,0 MPP (mM) (kDa) - 005 01 05 10 MPP*(mM)
70_ Ap— | SENP3 15_ [ . | Ubco
40 40 e —
*|-- P — |:t|carga T e . o ow— — |ct|carga
150 4 1504
© —_
= s
£ =
< 100+ B 00 v
= [ i 1
3?- 1 Hhk o —— L —|—
g L 0 s - Tk
o 0 == o 504 — L
E Hhk a — =
i *kk
® 0 [ | == : 0
0,05 0,1 0.5 1,0 0,05 0.1 0,5 1,0
MPP* (m) MPP™ (m)

Figura 11: Os conjugados de SUMO-1 e SUMO-2/3 e os niveis de SENP3 e Ubc9 foram
reduzidos de forma concentracao dependente pelo MPP* em cultura primaria de
neurdnios. Cultura primaria de neurdnios corticais DIV 14 foram tratadas com MPP~ (0,05-1,0
mM) por 24 h e o lisado total de células analisado. Quantificagido e imunoblot representativo
de: A) conjugados de SUMO-1, B) conjugados de SUMO-2/3, C) niveis de SENP3 e D) niveis
de Ubc9. O GAPDH foi utilizado como controle de carregamento. Os dados representam a
média + EPM de 4 a 5 experimentos diferentes. * P < 0.05, ** P< 0.01, *** P < 0,001 quando

comparados ao controle 100% (linha pontilhada) pelo test-t.
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5.1.3 Efeito do MPP* nos niveis de Drp-1, Ubc9 e caspase-3 clivada em
cultura primaria de neurdnios

Um processo de fissdo mitocondrial excessivo esta dentre os
mecanismos moleculares envolvidos na disfuncdo mitocondrial que
contribuem para a patogénese da DP (RAPPOLD et al., 2014; RYAN et al.,
2015; REEVE et al., 2018). Estudos demonstram que o MPP* é capaz de
induzir o aumento da fragmentagcdo mitocondrial dependente de Drp-1 com
consequente morte neuronal (WANG et al, 2011). Dessa forma, analisamos
se o MPP* altera os niveis das proteinas Drp-1 e Mff, visto que a fissdo
mitocondrial ocorre pela ligagdo do Drp-1 ao receptor Mff na MME (35 quali).
Além disso, verificamos o0s niveis da caspase-3 clivada como indicadora
preditiva de morte neuronal (HARTMANN et al., 2000) no nosso modelo in
vitro. Como podemos observar na figura 12A e B, o MPP* reduziu o
imunoconteudo de Drp-1 e Mff em todas as concentragdes de toxina utilizadas.
Os niveis de caspase-3 clivada aumentaram em 99% e 85% 24 h apos a
exposi¢cdo ao MPP*a 0,1 mM e 0,5 mM, respectivamente (Figura 12C). Tanto
a concentragdo mais baixa de MPP* quanto a mais elevada (0,05 e 1,0 mM)

nao alteraram o imunoconteudo de caspase-3 clivada.
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Figura 12: O MPP* reduziu os niveis de Drp-1 e Mff em cultura primaria de neuronios.
Cultura primaria de neurdnios corticais DIV 14 foram incubadas com MPP* (0,05-1,0 mM) por
24 h e o lisado total de células analisado. Quantificagcdo e imunoblot representativo dos niveis
de: A) Drp-1, B) Mff e C) caspase-3 clivada. O GAPDH foi utilizado como controle de
carregamento. Os dados representam a média =+ EPM de 4 a 5 experimentos diferentes. * P <

0,05 e ** P< 0,01 quando comparados ao controle 100% (linha pontilhada) pelo teste-t.

5.1.4 Efeito do MPP* no perfil da populagado mitocondrial em cultura primaria
de neurdnios

A mitocOndria possui um importante papel na manutengao das sinapses
(LEE et al., 2018), estando comprometida nas sinapses dopaminérgicas na DP
(RAPPOLD et al., 2014). Alguns estudos demonstram que a disfungao
mitocondrial decorrida da doenca precede a neurodegeneragao (KNOTT et al.,
2008; YONG-KEE et al., 2012). Dentre outros processos envolvidos nessa
disfungéo, o aumento da populagao mitocondrial é caracteristico da DP (REEVE
et al., 2018). Apesar da analise das principais proteinas envolvidas no processo
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de fissdo mitocondrial, Drp-1 e Mff, ndo apresentarem aumento no seu
imunoconteudo, buscamos analisar qualitativamente a populagédo mitocondrial.
Além disso, optamos por utilizar MPP* a 0,05 mM, visto que essa concentragéo
ndo aumentou significativamente os niveis de caspase-3 clivada (Figura 12C),
sugerindo baixa perda neuronal. Podemos observar na figura 13 que as imagens
referentes ao controle possuem coloragdo vermelha (mitotracker red) mais
continua nos neurdnios, representando maior quantidade de mitocondrias
elongadas. Por outro lado, as células expostas ao MPP* apresentam
fragmentacdo da coloracdo vermelha, representando mitocondrias menores e
em maior numero. Além disso, podemos observar nucleos picnéticos em azul
(DAPI) 48 h ap6s o tratamento a incubacdo com MPP*, sugerindo a perda
neuronal por toxicidade do MPP*.

1h 24h
B!
ContrOIe .

MPP*

48h
N
e

Figura 13: O MPP* induziu a fragmentacao mitocondrial em cultura primaria de neuronios.
Cultura primaria de neurénios hipocampais DIV 14 foram incubadas com MPP* 0,05 mM por 1,
24 e 48 h e as mitocOndrias (mitotracker Red) e nucleo marcados (DAPI). Analise qualitativa foi
realizada por imagens de microscopia de fluorescéncia confocal no aumento de 100x.

5.1.5 Efeito do MPP* nos niveis de conjugados de SUMO-2/3 e da SUMO
protease SENP3 em fragGes subcelulares de cultura neuronal

Em condicbes de estresse celular, a redugcdo nos niveis de SENP3



prolonga a SUMOilagao da Drp-1 por SUMO-2/3, o que inibe sua translocacao
para a mitocdndria e o aumento da fissdo mitocondrial, prevenindo liberagdo de
citocromo ¢ e a morte celular (GUO et al., 2013). Por outro lado, a presenca de
SENP3 induz a de-SUMOilacdo da Drp-1, que facilita seu recrutamento pelo
receptor Mff localizado na MME e consequente aumento da fissdo mitocondrial
(GUO et al., 2013; GUO et al., 2017). Além disso, Wang e colaboradores (2011)
mostraram que ocorre um aumento rapido da fragmentacdo mitocondrial em
modelo in vitro da DP, seguido de aumento e translocacao de Drp-1 para a
mitocdndria. Visto que o MPP* a 0,05 mM induziu fragmentacdo mitocondrial
(Figura 13) com baixo indice de perda neuronal (Figura 12C), partimos para
analise das fragdes subcelulares de neurdnios a fim de verificar os niveis de
SENP3, Drp-1, Mff e dos conjugados de SUMO-2/3 no citosol e nas
mitocdndrias. A partir do lisado total de neurdnios expostos ao MPP*a 0,05 mM
realizamos o fracionamento subcelular e obtivemos a fracao citosélica e a fracao
de organelas, contento mitocondrias. Os niveis dos conjugados de SUMO-2/3
nao sofreram alteragdes estatisticamente significativas nas fragdes celulares 1 e
24 h ap6s a incubagao com a toxina (Figura 14A). Houve, porém, uma redugao
de 17% nos conjugados de SUMO-2/3 na fracdo nuclear apds 48 h conforme
demonstrado na figura 14A. A ANOVA de duas vias mostrou-nos uma redugao
significativa nos niveis dos conjugados de SUMO-2/3 entre as fragdes 1 h apds
o tratamento com MPP* (F (1,12) =7,49 e P< 0,05). O imunocontetudo de SENP3
reduziu em aproximadamente 27% na fracao citosélica 1 h apds a incubacéao
com a toxina, enquanto na fragdo contendo as mitocondrias o imunoconteudo
aumentou em 18% (Figura 14B), proporcionando ainda uma diferenca
significativa entre as fracdes pela ANOVA de duas vias (F (1,18) = 5,46 e P <
0,05). O imunoconteudo de SENP3 na fragcao citosélica continuou reduzido 24 h
apos a incubacdao com MPP*, sem sofrer alteracdes significativas na fracao
mitocondrial. Podemos observar na figura 14B que o perfil se inverte 48 h apos
aincubacao com MPP*, havendo uma redug¢ao do imunocontetdo de SENP3 na
fracdo mitocondrial sem haver alteragées significativas na fragao citosélica. A
ANOVA de duas vias mostrou que os niveis proteicos de SENP3 nao se

alteraram entre as fragdes subcelulares 24 e 48 h apds a exposi¢cédo ao MPP*.
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Figura 14: O MPP+ alterou diferentemente os conjugados de SUMO-2/3 e os niveis de SENP3 nas fracoes subcelulares de neuronios corticais.
Cultura primaria de neurénios corticais DIV 14 foram incubadas com MPP* 0,05 mM por 1, 24 e 48 horas, o lisado total de células subfracionado em fragao
citosélica e fracdo mitocondrial para posterior analise. A - Quantificacdo dos niveis proteicos de conjugados de SUMO-2/3 e imunablot representativo, B -
quantificacao dos niveis proteicos de SENP3 e imunoblot representativo. O GAPDH controle de carga de proteinas da fracao citosélica e o VDAC da fracao
mitocondrial. Os dados representam a média + EPM de 3-4 experimentos diferentes. * P < 0.05 quando comparados ao controle 100% (linha pontilhada) pelo
test-t. # P < 0,05 quando comparados entre fragdes subcelulares pela ANOVA de duas vias seguida do teste Bonferronis’s de comparagéo multipla.
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5.1.6 Efeito do MPP* nos niveis de Drp-1 e Mff em fragdes subcelulas de
cultura neuronal

Os niveis de Drp-1 né&o foi alterado 1 e 48 h ap6s o tratamento com MPP*
em ambas as fragcdes. Em 24 h, os niveis de Drp-1 elevam-se em 35% na fracédo
mitocondrial conforme demonstrado na figura 15A. A ANOVA de duas vias nao
mostrou diferenga significativa nos niveis de Drp-1 entre as fragées. Os niveis
de Mff foram analisados apenas na fragcdo mitocondrial por ser uma proteina
constitutiva da MME. Conforme demonstrado na figura 15B, o MPP* n&o alterou
os niveis de Mff 1 e 24 h ap6s o tratamento, mas foram reduzidos em 62% apds
48 h. A analise por ANOVA de uma via nao mostrou alteragées significativas

entre 0s grupos.
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Figura 15: O MPP* alterou diferentemente os niveis de Drp-1 e Mff nas fracdes subcelulares de neurdnios corticais. Cultura primaria de neurdénios
corticais DIV 14 foram tratadas com MPP* 0,05 mM por 1, 24 e 48 h, o lisado total de células subfracionado em fragdo citosélica e fragdo mitocondrial para
posterior andlise. Quantificagdo dos niveis proteicos e imunoblot representativo de: A) Drp-1 e B) Mff. O GAPDH foi utilizado como controle de carga de

proteinas da fragdo citosélica e o VDAC da fragcdo mitocondrial. Os dados representam a média + EPM de 3-4 experimentos diferentes. * P <0.05e ** P<

0,01 quando comparados ao controle 100% (linha pontilhada) pelo teste-t.
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5.2 Efeitos do MPTP i.n. sobre a SUMOilacao, a disfuncao mitocondrial € o
estresse celular em modelo in vivo da DP

5.2.1 Efeito do MPTP i.n. nos conjugados de SUMO-1 e SUMO-2/3, niveis de
SENP3 e Ubc9 diferentes dias apds a administracdo da pré-neurotoxina

Devido a importancia da disfungao mitocondrial na DP, compostos que
atuam sobre as mitocéndrias, como a rotenona (WEETMAN et al., 2013) e o
MPTP (PREDIGER et al., 2011; MATHEUS et al., 2012; CASTRO et al., 2013)
sdo comumente utilizados. Weetman e colaboradores (2013) mostraram que a
rotenona aumentou a conjugacdo de SUMO-1 em modelo in vivo da DP.
Desenvolvido por Prediger e colaboradores (2006), o modelo de MPTP i.n. é
geralmente utilizado para estudo da fase pré-motora da doenca. Dados prévios
do grupo demonstraram alteragées comportamentais relacionadas a sintomas
ndo motores e motores além de alteracbes dopaminérgicas em periodos poés
administracdo de MPTP i.n. (PREDIGER et al., 2006; MATHEUS et al., 2012;
SCHAMNE et al., 2018). Entretanto, ainda nao se tém informagdes sobre o perfil
da SUMOilacao global no modelo de MPTP i.n. Nesse sentido, buscamos avaliar
os conjugados de SUMO e de enzimas envolvidas na SUMOQOilagdo no modelo
de MPTP i.n.

No bulbo olfatério, os conjugados de SUMO-1 e SUMO-2/3 nao foram
alterados significativamente (Figura 16A e B) embora tenha havido uma reducéo
aparente nos conjugados de SUMO-2/3 aos 14 dias (Figura 16B) apos a
administragcdo de MPTP i.n. (P = 0,07). A ANOVA de uma via ndo mostrou
alteragdes significativas entre os grupos para ambos os conjugados totais de
SUMO-1 e SUMO-2/3. Um dia depois da administracao i.n. de MPTP ocorreu um
aumento no imunoconteudo da SENP3 de 219% (Figura 16C) e da Ubc9 de
125% (Figura 16D). Nos dias seguintes analisados, o imunocontetudo de ambas
as enzimas se mantiveram estatisticamente inalterados. A ANOVA de uma via
para SENP3 nos mostra alteragdes significativas entre os grupos que receberam
MPTP i.n., onde F (3, 17) = 11,56 e P < 0,001. Podemos observar uma redugéo
de SENP3 entre 1 e 7 dias, entre 1 e 14 dias e entre 1 e 21 dias apds
administracéo i.n. de MPTP (Figura 16C). A ANOVA de uma via para Ubc9, onde

F (3,22) =4,14 e P< 0,05, nos mostra uma reducao estatisticamente significativa
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entre 1 e 14 dias ap6s administragcéo i.n. de MPTP.
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Figura 16: O MPTP i.n. nao alterou os conjugados de SUMO, mas alterou os niveis de
SENP3 e Ubc9 no bulbo olfatorio 1 dia pos administracdo. Ratos Wistar machos adultos
receberam MPTP (1,0 mg/narina) e o bulbo olfatério foi coletado 1, 7, 14 e 21 dias apds a
administragao. O lisado bulbar foi processado e analisado por Werstern blotting. Quantificacao
e imunoblot representativo de: A) conjugados de SUMO-1, B) conjugados de SUMO-2/3, C)
niveis de SENP3 e D) niveis de Ubc9. Os dados representam a média + EPM de 6 a 8 animais
por grupo. * P < 0,05, **P < 0,01 e *** P < 0,001 quando comparado ao controle 100% (linha
pontilhada) pelo test-t. # P < 0,05, ## P < 0,01, ### P < 0,001 quando comparados entre si por

ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey de comparagao multipla.
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Naregiao do cértex pré-frontal de ratos que receberam administracao i.n.
de MPTP, o imunoconteudo de conjugados de SUMO-1 mostraram-se
significativamente elevados (22%) 14 e 21 dias apds a administragao da toxina
(Figura 17A). Ja os conjugados de SUMO-2/3 mostraram-se estatisticamente
inalterados (Figura 17B). A analise por ANOVA de uma via ndo mostrou
diferencas significativas nos conjugados de SUMO-1 e SUMO-2/3 entre os
tempos apds a administragdo i.n. de MPTP. Podemos observar alteragées
estatisticamente significativas nos niveis das enzimas SENP3 e Ubc9 em
diferentes tempos na regidao cortical (Figura 17C e D). Um dia apés a
administracao i.n. de MPTP, os niveis de SENP3 apresentaram-se elevados em
34% (Figura 17C). Um aumento aparente, porém nado estisticamente
significativo ( P= 0,08), foi observado 7 dias apds a administracao i.n. de MPTP
(Figura 17C). Quatorze dias ap6s a administragcédo i.n. de MPTP, os niveis de
SENP3 foram reduzidos em 50% (Figura 17C). Nenhuma alteracao
estatisticamente significativa nos niveis de SENP3 foi observada no cértex preé-
frontal 21 dias ap6s a administracéo i.n. de MPTP. Os niveis de Ubc9 néao
sofreram alteragdes significativas 1 dia ap6s a administragcédo i.n. de MPTP, mas
mostraram-se elevados em 55% apds 7 dias (Figura 17D). Aos 14 dias da
administracéo i.n. de MPTP, os niveis de Ubc9 apresentaram-se inalterados ao
passo que aos 21 dias observou-se novamente um aumento de 156% (Figura
17D). A analise por ANOVA de uma via mostrou diferengas significativas para
SENP3 (F (3,16) =7,14 e P < 0,01) e Ubc9 (F (3, 24) = 4,0 e P < 0,05) entre os
grupos submetidos ao MPTP i.n. Os niveis de SENP3 foram significativamente
maiores apos 7 dias do que aos 14 e 21 dias ap6s a administracdo i.n. de MPTP
(Figura 17C). Enquanto que os niveis de Ubc9 mostraram-se significativamente
mais elevados 21 dias apo6s a administragao i.n. de MPTP do que aos 14 dias
(Figura 17D).
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Figura 17: O MPTP i.n. alterou conjugados de SUMO-1 e os niveis de SENP3 e Ubc9 no
cortex pré-frontal dias p6s administracado. Ratos Wistar machos adultos receberam MPTP
(1,0 mg/narina) e o cortex pré-frontal foi coletado 1, 7, 14 e 21 dias ap6s a administragdo. O
lisado cortical foi processado e analisado por Werstern blotting. Quantificacdo e imunoblot
representativo de A) conjugados de SUMO-1, B) conjugados de SUMO-2/3, C) niveis de
SENP3 e D) niveis de Ubc9. Os dados representam a média + EPM de 6 a 8 animais por
grupo. * P< 0,05 e **P < 0,01 quando comparado ao controle 100% (linha pontilhada) pelo
test-t. # P < 0,05 e ## P < 0,01 quando comparados entre si por ANOVA de uma via seguida

pelo teste Tukey de comparagao mdltipla.

Na regido estriatal, os conjugados de SUMO-1 ndo foram alterados
significativamente pelo MPTP i.n. (Figura 18A), porém a prdé-neurotoxina
alterou os conjugados de SUMO-2/3 (Figura 18B). Um dia apdés a
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administracao i.n. de MPTP os conjugados de SUMO-2/3 aumentaram em
aproximadamente 16% e reduziram em 23% aos 14 dias (Figura 18B). Pela
ANOVA de uma via, foram identificadas alteragdes significativas (F (3, 23) =
5,54 e P< 0,01) entre tempos de administracdo da toxina MPTP. Observou-se
uma reducao nos conjugados de SUMO-2/3 entre 1 e 14 dias e um aumento
entre os dias 14 e 21 ap6s a administracéo i.n. de MPTP. A analise dos niveis
de SENP3 nos mostra alteracdes significativas em diferentes tempos apos a
administracao i.n. de MPTP. Foi observado uma reducao de 32% apés 1 dia e
um aumento de 52% apés 21 dias (Figura 18C). Nao houveram alteracdes
estatisticamente significativas nos niveis de SENP3 7 e 14 dias apés a
administracéo i.n. de MPTP, apesar de observarmos um aumento aparente
aos 14 dias (P = 0,06, Figura 18C). A analise por ANOVA de uma via, com F
(3,22) =6,18 e P< 0,01, mostra um aumento significativo dos niveis de SENP3
entre 1 e 21 dias ap6s a administragdo i.n. de MPTP. Os niveis de Ubc9 néo
sofreram alteracdes significativas apds a administracdo i.n. de MPTP nos
tempos analisados assim como pela analise entre tempos pela ANOVA de uma
via (Figura 18D).

66



MW 1 7 14 21 (dias) MW 1 7 14 21 (dias)
(kDa) - + -+ -+ - + MPTP (kDa) - + - 4+ -+ -+ MPTP
-
100_ . ep— - —- = .. = @
T5_ | e - -, 50 _ o
5o [FEEE SRS SREN S B 37_’!‘" —— = s 3 o
- 85 me WS 3O
37 23 - . e 33
- - - 5. £3
N - - 5 e .- o
25 _
- 15 _ - — - e

o_ il [ I . cooe -

-
o
o
1
-
(4]
o
1
HH

= T #
g 2 P
3 5 i -l
< 100 P 2 s ORI — @ Jop s oo dannmnaneyiaisy I .
& — T I < T *
2 T 58 - —
< o
L 504 o 50
2 o
35 =
7 5
0 w9
1 7 14 21 1 7 14 21
Dias pés MPTP Dias pos MPTP
Cc D
w1 7 14 21 (dias) MW 7 14 21 (dias)
®a) = ¥ T~ ¥ = ¥ T ¥ MPTP ka) T+ T+ - * + MPTP
75 - - - sENPS 20 [ | = - UbcO
| - - -t carga - - ct carga
250 # 200+
6 0.06 =
> 2004 : ]
g 200 1 * 2 150 T
1] ©
£ 150 - [|L| == T 1] =
= =T t 100 sssemmmsod T | o e ——
T — Y e = 1
] W = 1
= 3 s
g 50 2
7]
0 0
1 7 14 21 1 7 14 21
Dias pos MPTP Dias pés MPTP

Figura 18: O MPTP i.n. alterou conjugados de SUMO-2/3 e niveis de SENP3 no estriado
dias pds administracao. Ratos Wistar machos adultos receberam MPTP (1,0 mg/narina) e o
estriado foi coletado 1, 7, 14 e 21 dias apds a administracdo. O lisado estriatal foi processado
e analisado por Western blotting. Quantificagao e imunoblot representativo de: A) conjugados
de SUMO-1, B), conjugados de SUMO-2/3, C) niveis de SENP3 e D) niveis de Ubc9. Os dados
representam a meédia + EPM de 6 a 8 animais por grupo. * P < 0,05 quando comparado ao
controle 100% (linha pontilhada) pelo test-t. # P < 0,05 quando comparados entre si por

ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey de comparacao mdultipla.

Na regidao hipocampal de ratos que receberam administracdo i.n. de
MPTP, observou-se uma reducédo de 20% nos conjugados de SUMO-1 apdés
14 dias (Figura 19A). Nao foi observada nenhuma alteragdo nos demais

tempos apo6s a administragéo i.n. de MPTP. Na ANOVA de uma via, cujo F (3,
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22) = 3,9 e P < 0,05, os conjugados de SUMO-1 foram significativamente
reduzidos entre 1 e 14 dias apds a administragao i.n. de MPTP (Figura 19A).
Os conjugados de SUMO-2/3 aumentaram 20% 1 dia apés a administragao
i.n. de MPTP (Figura 19B). Nos demais dias analisados (7, 14 e 21), os
conjugados de SUMO-2/3 permaneceram inalterados. Segundo a ANOVA de
uma via n&o houveram diferengas significativas entre os tempos de
administragao i.n. de MPTP para os conjugados de SUMO-2/3 no hipocampo.
Até 7 dias apo6s a administragdo i.n. de MPTP, nido foram observadas
alteracdes significativas nos niveis se SENP3, havendo um aumento
significativo ap6s 14 e 21 dias de 62% e 46%, respectivamente (Figura 19C).
Ja os niveis de Ubc9 aumentaram em torno de 75% 1 e 14 dias apds a
administracdo i.n. de MPTP, enquanto que permaneceram proximo dos niveis
basais aos 7 e 21 dias (Figura 19D). A ANOVA de uma via mostra reducao
significativa (F (3, 21) = 7,48 e P < 0,01) nos niveis de Ubc9 entre 1 e 21 dias
e também entre 14 e 21 dias po6s administracéo i.n. de MPTP (Figura 19D).
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Figura 19: O MPTP i.n. alterou conjugados de SUMO e niveis de SENP3 e Ubc9 no
hipocampo dias pés administracdao. Ratos Wistar machos adultos receberam MPTP (1,0

mg/narina) e o hipocampo foi coletado 1, 7, 14 e 21 dias apds a administragcdo. O hipocampal

foi processado e analisado por Werstern blotting. Quantificacao e imunoblot representativo de:
A) conjugados de SUMO-1, B) conjugados de SUMO-2/3, C) niveis de SENP3 e D) niveis de

Ubc9. Os dados representam a média £+ EPM de 6 a 8 animais por grupo. * P < 0,05, **P <

0,01 e *™*P < 0,001 quando comparado ao controle 100% (linha pontilhada) pelo test-t. # P <

0,05 e ## P < 0,01 quando comparados entre si por ANOVA de uma via seguida pelo teste

Tukey de comparagao multipla.
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5.2.2 Efeito da administracao i.n. de MPTP nos conjugados de SUMO-1 e
SUMO-2/3, niveis de SENP3 e Ubc9 1 e 6 h apds a administracao da
pré-neurotoxina

Além de alteragdes comportamentais, 0 modelo de MPTP i.n. também
reproduz disfun¢gdes mitocondriais e estimula a producéo de espécies reativas.
Dados do grupo mostram que essas alteragées ocorrem em periodos curtos de
tempo apo6s a administracdo i.n. de MPTP (MOREIRA et al., 2010; SANTOS et
al., 2017; MARQUES et al.,, 2018). Dessa forma, partimos para analise dos
conjugados de SUMO e niveis de SENP3 e Ubc9 horas ap6s a administragao
i.n. de MPTP.

Os conjugados de SUMO-1 (Figura 20A) e SUMO-2/3 (Figura 20B) nao
foram alterados significativamente na regiao do bulbo olfatério 1 e 6 h apo6s a
administracdo i.n. de MPTP. Observou-se uma reducdo aparente nos
conjugados de SUMO-2/3 (P = 0,07) em 6 h conforme demonstrado na figura
20B. Entretanto, o teste-t mostrou diferenca significativa nos niveis dos
conjugados de SUMO-2/3 entre os tempos de exposicao (Figura 20B). Ja os
niveis de Ubc9 foram reduzidos em 1 e 6 h (Figura 20D), enquanto os niveis de
SENPS3 foram reduzidos em 1 h (Figura 20C).

70



A B
1h 6h  (tempo) 1h 6h  (tempo)

MW
(kDa) = + - + MPTP (kDa) - + - + MPTP
100_ 55 38 100
100 _ 100_ 75_ |0 | o

75_ 75_ © - 3 .
5 2 0 =
83 50_ 50 _ 33
50_ 50_ 83 . 80
" 2% 37_ 37_[. | 53
. j o & ¥ o w

37_ ar._ O o

L

25 _ 25_

- <3

- -
— h 37
50_;‘ 50 ctl carga T - - S W W | ctl carga

200+ = 2001 #
S| T
= 150+ 8 150+
E 2
e = 0,07
= 1004 . PR - Soodbasandasvanaditas
—— ™
5 5
g 504 O 50
s =
D =]
0 w9
1h 6h 1h 6h
MPTP MPTP
c D
MW 1h 6h (tempo) MW 1h 6h (tempo)
:;ga] = ¥ . + MPTP (kDa) - + a * MPTP
T S R sches 20_ M. W - b
BT 1 37
|‘ S e e | cticarga T | e e | cticarga
150 - 150 -
g T T
= >
=
% 11110 ESEMRMPRN) I o .. E e [1]1 10 T
et *k E *
é 3_9_ *
™ = 1 =
o 504 % 504
: 5
[72]
0 0
1h 6h 1h 6h
MPTP MPTP

Figura 20: O MPTP i.n. ndao alterou conjugados de SUMO, mas alterou os niveis de
SENP3 e Ubc9 no bulbo olfatorio horas apdés a administracao. Ratos Wistar machos
adultos receberam MPTP (1,0 mg/narina) e o bulbo olfatério foi coletado 1 e 6 h apds a
administracdo. O lisado bulbar foi processado e analisado por Werstern blotting. Quantificacao
e imunoblot representativo de: A) conjugados de SUMO-1, B) conjugados de SUMO-2/3, C)
niveis de SENP3 e D) niveis de Ubc9. Os dados representam a média £+ EPM de 5 a 6 animais
por grupo. * P < 0,05 e **P < 0,01 quando comparado ao controle 100% (linha pontilhada) e #

P < 0,05 quando comparados entre si pelo teste-t.
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Na regido do cortex pré-frontal, os conjugados de SUMO-1 foram
elevados em 75% 1 h apds a administragéo i.n. de MPTP, permanecendo
inalterados em 6 h (Figura 21A). O teste-t mostrou diferenca significativa nos
conjugados de SUMO-1 entre os tempos analisados (Figura 21A). Os niveis de
Ubc9 néo foram alterados em 1 h, mas aumentaram em 85% 6 h apds a
administragcado i.n. de MPTP (Figura 21D). Houve diferenga significativa nos
niveis de Ubc9 entre os tempos analisados segundo teste-t. Os conjugados de
SUMO-2/3 (Figura 21A) e niveis de SENP3 (Figura 21C) nao foram alterados
pelo MPTP i.n. 1 e 6 h apds a administragao.
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Figura 21: O MPTP i.n. alterou os conjugados de SUMO-1 e os niveis de Ubc9 no cortex
pré-frontal horas ap6s a administragao. Ratos Wistar machos adultos receberam MPTP

(1,0 mg/narina) e o cortex pré-frontal foi coletado 1 e 6 h apds a administragéo. O lisado cortical
foi processado e analisado por Werstern blotting. Quantificagao e imunoblot representativo de:
A) conjugados de SUMO-1, B) conjugados de SUMO-2/3, C) niveis de SENP3 e D) niveis de
Ubc9. Os dados representam a média £ EPM de 5 a 6 animais por grupo. * P< 0,05 e *P<
0,01 quando comparado ao controle 100% (linha pontilhada) e # P < 0,05 quando comparados

entre si pelo teste-t.
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Ao observar a figura 22, constatamos que os conjugados de SUMO-1
(Figura 22A) e SUMO-2/3 (Figura 22B) permaneceram inalterados no estriado
1 e 6 h apbs a administragcéo i.n. de MPTP Os niveis de SENP3 aumentaram
62% em 6 h (Figura 22C), sendo significativamente diferentes dos niveis de
SENP3 em 1 h segundo test-t. Conforme demonstrado na figura 22D, os niveis

de Ubc9 reduziram em 1 h permanecendo inalterados 6 h apds a administragéao
i.n. de MPTP.
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Figura 22: O MPTP i.n. nao alterou conjugados de SUMO, mas alterou os niveis de
SENP3 e Ubc9 no estriado horas apds a administracdo. Ratos Wistar machos adultos
receberam MPTP (1,0 mg/narina) e o estriado foi coletado 1 e 6 h apds a administracdo. O
lisado estriatal foi processado e analisado por Werstern blotting. Quantificagcdo e imunoblot
representativo de: A) conjugados de SUMO-1, B) conjugados de SUMO-2/3, C) niveis de
SENP3 e D) niveis de Ubc9. Os dados representam a média + EPM de 5 a 6 animais por
grupo. * P< 0,05 e **P < 0,01 qguando comparado ao controle 100% (linha pontilhada) e ## P

< 0,01 quando comparados entre si pelo teste-t.
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No tecido hipocampal, os conjugados de SUMO-2/3 (Figura 23B) e os
niveis de Ubc9 (Figura 23D) nao sofreram alteragbes estatisticamente
significativas em 1 e 6 h apds a administragcéo i.n. de MPTP. Observamos um
aumento aparente (P = 0,06) nos niveis de Ubc9 em 6 h conforme demonstrado
na figura 23. Os conjugados de SUMO-1 foram reduzidos em 1 h e mantiveram-
se inalterados em 6 h (Figura 23A). O teste-t nos mostra uma diferenca
significativa nos conjugados de SUMO-1 entre os tempos analisados. Os niveis
de SENP3 nao foram alterados em 1 h, porém reduziram em 6 h apo6s a
administracédo i.n. de MPTP (Figura 23C). Como mostra a figura 23, ha uma
diferenga significativa nos niveis de SENP3 entre os tempos analisados

segundo o teste-t.
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Figura 23: O MPTP i.n. ndo alterou os conjugados de SUMO-2/3 e os niveis de Ubc9, mas
alterou os conjugados de SUMO-1 e os niveis de SENP3 no hipocampo horas apés a
administragdo. Ratos Wistar machos adultos receberam MPTP (1,0 mg/narina) e o
hipocampo foi coletado 1 e 6 h apds a administracdo. O lisado hipocampal foi processado e
analisado por Werstern blotting. Quantificacao e imunoblot representativo de: A) conjugados
de SUMO-1, B) conjugados de SUMO-2/3, C) niveis de SENP3 e D) niveis de Ubc9. Os dados
representam a média + EPM de 5 a 6 animais por grupo. ** P < 0,01 e ***P < 0,001 quando

comparado ao controle 100% (linha pontilhada) e # P < 0,05 quando comparados entre si pelo

teste-t.
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5.2.3 Efeito da administragéo i.n. de MPTP nos niveis de Drp-1 e Mff horas
apos a administracdo da pré-neurotoxina

Conforme mencionado anteriormente, estudos demonstram que o
aumento da fissdo mitocondrial ocorre em estégio iniciais em modelos da DP
(KNOTT et al, 2008; YONG-KEE et al., 2012). Embora dados na literatura
mostrem que a administracdo intraperitoneal de MPTP aumente os niveis de
Drp-1 (RAPPOLD et al., 2014), ainda se desconhece se o MPTP i.n. produziria
os mesmos efeitos. Assim, buscamos analisar os niveis de Drp-1 e também do
seu receptor Mff horas apds a administragdo i.n. de MPTP. Os niveis de Drp-
1 nao foram alterados no cortex pré-frontal (Figura 24B) e no hipocampo
(Figura 24D), apesar da redugéo aparente (P = 0,05) observada no hipocampo
em 6 h. No bulbo olfatério, observamos que o MPTP i.n. reduziu os niveis de
Drp-1 em 1 h sem altera-los em 6 h (Figura 24A). O teste-t nos mostra que os
niveis de Drp-1 no bulbo olfatério sao significativamente diferentes entre os
tempos analisados (Figura 24A). O MPTP i.n. ndo alterou os niveis de Drp-1
no estriado em 1 h, mas os reduziu em 6 h conforme demonstrado na figura
24C.
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Figura 24: O MPTP i.n. nao alterou os niveis de Drp-1 no cértex pré-frontal e no
hipocampo, mas alterou no bulbo olfatério e no estriado horas apés a administracao.
Ratos Wistar machos adultos receberam MPTP (1,0 mg/narina) e o bulbo olfatorio, cortex pré-
frontal, estriado e hipocampo foram coletados 1 e 6 h apds a administragao. O lisado de cada
tecido foi processado e os niveis de Drp-1 foram analisados por Western blotting.
Quantificagao e imunoblot representativo dos niveis de Drp-1 no: A) bulbo olfatério, B) cortex
pré-frontal, C) estriado e D) hipocampo. Os dados representam a média + EPM de 5 a6
animais por grupo. * P < 0,05 e **P < 0,01 quando comparado ao controle 100% (linha
pontilhada) e # P < 0,05 quando comparados entre si pelo teste-t.

A figura 25 nos mostra que 1 h apds a administracédo i.n. de MPTP os
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niveis de Mff foram reduzidos no estriado (Figura 25C) e no hipocampo (Figura
25D), permanecendo inalterados em 6 h. Em ambos os tecidos ha diferenca
estatistica dos niveis de Mff entre os tempos analisados de acordo com o test-t
(Figuras 25C e D). No bulbo olfatério e no coértex pré-frontal os niveis de Mff néo

foram alterados pelo MPTP (Figuras 25A e B).
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Figura 25: O MPTP i.n. ndo alterou os niveis de Mff no bulbo olfatério e no cértex pré-
frontal, mas alterou no estriado e no hipocampo 1 h apdés a administragcao. Ratos Wistar
machos adultos receberam MPTP (1,0 mg/narina) e o bulbo olfatério, cortex pré-frontal, estriado
e hipocampo foram coletados 1 e 6 h apds a administragdo. O lisado de cada tecido foi
processado e os niveis de Mff foram analisados por Western blotting. Quantificagdo e imunoblot
representativo dos niveis de Mff no: A) bulbo olfatério, B) cértex pré-frontal, C) estriado e D)
hipocampo. Os dados representam a média + EPM de 5 a 6 animais por grupo. ** P< 0,01 e ***P
< 0,001 quando comparado ao controle 100% (linha pontilhada) pelo test-t. # P < 0,05 e ### P <
0,001 quando comparados entre si por ANOVA de uma via seguida pelo teste Tukey de

comparagao multipla.
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5.2.4 Efeito da administragado i.n. de MPTP na atividade do complexo |
mitocondrial horas ap6s a administracdo da pro-neurotoxina

Como mencionado anteriormente, a disfuncdo mitocondrial esta
intimamente ligada a patogénese da DP. Diferentes compostos de a¢ao inibitéria
do complexo | mitocondrial s&o utilizados em modelos da DP, como por exemplo
o MPTP. Entretanto, esses compostos comprometem o estado energético da
célula. No processo de SUMOQilagao, a ativagdo da SUMO € dependente de ATP.
Visto que as mitocéndrias sdo responsaveis pelo fornecimento de ATP celular e
o MPTP compromete seu funcionamento buscamos analisar a atividade do
complexo | mitocondrial no modelo de MPTP i.n.. Na figura 26 podemos observar
que o MPTP i.n. alterou significativamente a atividade do complexo | mitocondrial
apenas no hipocampo em 6 h (Figura 26D) enquanto reducdes aparentes foram
observadas no bulbo olfatério (P = 0,05, Figura 26A), no cortex pré-frontal (P =
0,06, Figura 26B) e no estriado (P = 0,07, Figura 26C). A atividade do complexo
I mitocondrial ndo foi alterada 1 h apds a administrag&o i.n. de MPTP em nenhum

dos tecidos analisados.
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Figura26: OMPTP i.n. ndo inibiu a atividade do complexo I mitocondrial no bulbo olfatério,
no cortex pré-frontal e no estriado, mas inibiu no hipocampo 6 h apds a administracao.
Ratos Wistar machos adultos receberam MPTP (1,0 mg/narina) e o bulbo olfatério, cortex pré-
frontal, estriado e hipocampo foram coletados 1 e 6 h apds a administragcao. O lisado de cada
tecido foi processado e a medida da atividade do complexo | mitocondrial foi avaliada no: A)
bulbo olfatério, B) cortex pré-frontal, C) estriado e D) hipocampo. Os dados representam a média
+ EPM de 5 a 6 animais por grupo. * P < 0,05 quando comparado ao controle 100% (linha
pontilhada) pelo test-t.

5.2.5 Efeito da administragao i.n. de MPTP nos niveis de MDA e HNE horas
apos a administracdo da pré-neurotoxina

Outra carateristica da patogénese da DP é o estresse oxidativo (GUO et
al, 2018). Concentracdes elevadas de ERs e produtos resultantes da
peroxidacao lipidica foram identificados em tecido cerebral post-morten e em
modelos experimentais da DP (CHAN et al, 1991; GUO et al, 2018). Em
modelos de estresse celular, a SUMOilacdo demonstrou atividade
neuroprotetora reduzindo as ERs e a peroxidagao lipidica (KIM et al., 2011;
JUNG et al., 2017). Visto que o modelo de MPTP i.n. possui alta vunerabilidade
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ao estresse celular (MARQUES et al., 2018), analisamos os niveis de MDA e
HNE, produtos da peroxidagao lipidica.

O MPTP i.n. ndo alterou os niveis de MDA no cértex pré-frontal (Figura
27B) e no hipocampo (Figura 27D), mas reduziu os niveis de MDA apds 1 h no
bulbo olfatério (Figura 27A) e no estriado (Figura 27C). A ANOVA de duas vias
mostra uma diferenca significativa nos niveis de MDA entre 1 e 6 h no bulbo
olfatério (Figura 27A).
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Figura 27: O MPTP i.n. néo alterou os niveis de MDA no cortex pré-frontal e no hipocampo,
mas alterou no bulbo olfatério e no estriado 1 h apds a administracao. Ratos Wistar machos
adultos receberam MPTP (1,0 mg/narina) e o bulbo olfatério, cortex pré-frontal, estriado e
hipocampo foram coletados 1 e 6 h ap6s a administragdo. O lisado de cada tecido foi processado
e os niveis de MDA foram avaliados por dot blotting no: A) bulbo olfatério, B) cértex pré-frontal,
C) estriado e D) hipocampo. A coloragao com Coomassie blue foi utilizada como controle de
carregamento. Os dados representam a média + EPM de 5 a 6 animais por grupo. * P < 0,05
quando comparado ao controle 100% (linha pontilhada) pelo test-t. # P < 0,05 quando
comparados entre si por ANOVA de duas vias seguida pelo teste Bonferroni’'s de comparacao

multipla.
Como podemos observar na figura 28, os niveis de HNE foram alterados
pelo MPTP i.n. apenas no estriado 1 h apds a administracdo da pré-neurotoxina

(Figura 28C).
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Figura 28: O MPTP i.n. ndo alterou os niveis de HNE no bulbo olfatério, no cértex pré-
frontal e no hipocampo, mas alterou no estriado 1 h apds a administracao. Ratos Wistar
machos adultos receberam MPTP (1,0 mg/narina) e o bulbo olfatério, cértex pré-frontal, estriado
e hipocampo foram coletados 1 e 6 h apds a administragdo. O lisado de cada tecido foi
processado e os niveis de HNE foram avaliados por dot blotting no: A) bulbo olfatério, B) cortex
pré-frontal, C) estriado e D) hipocampo. Os dados representam a média + EPM de 5 a 6 animais
por grupo. ** P < 0,01 quando comparado ao controle 100% (linha pontilhada) pelo test-t.

5.3 Resumos dos resultados obtidos
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Tabela 2: Resultados deste estudo obtidos no modelo in vitro da DP.

MPP* (in vitro)
Sumo-1 Sumo-2/3 SENP3 Ubc9 MFF Caspase 3 cl
Neurénios. Neurbnios: Neuronios: Neurénios: Neurdnios.
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N N N N N N N N
= = X X = = =
- it vl o - -
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1‘ Aumento * Diminuicéo x Sem alteracéo - Né&o analisado
Células Neurdnios Neurdnios
SH-SY5Y (cultura primaria) (cultura primaria):
Lisado Total
Neurénios Fracéo Fracdo
(cultura primaria): Subcelular N&o-nuclear Subcelular Nuclear

Fracdes Subcelulares

Tabela 3: Resultados deste estudo obtidos no modelo in vivo da DP.

MPTP INTRANASAL (in vivo)
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho apresenta para a literatura cientifica dados
inovadores sobre parametros bioquimicos da patogénese da DP ao demonstrar
o efeito do MPTP i.n. e do MPP* no processo de SUMOilagdo em modelos in
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vitro e in vivo. Vemos crescer os indicios de que a DP esporadica tem origem
fora do SNC reforgcando a presencga de sintomas ndo motores iniciais a doenga
(PREDIGER et al., 2006). Assim, o interesse na identificacao precoce da DP bem
como em retardar o seu progresso tem crescido cada vez mais, porém muito
ainda ha de ser elucidado sobre os mecanismos moleculares envolvidos na fase
pré-motora da doencga.

A MPT de proteinas pela SUMO mostrou estar correlacionada a
disfungdes neurodegenerativas e mecanismos de neuroprotecao (CIMAROSTI
et al., 2012; FLOTHO e MELCHIOR, 2013; HENLEY, CRAIG e WILKINSON,
2014; GUERRA DE SOUZA, PREDIGER e CIMAROSTI, 2016), tornando-se alvo
de forte interesse na investigagcdo neurocientifica. Algumas proteinas
correlacionadas diretamente a DP ja foram identificadas como alvos da
SUMOQilacao (JUNQUEIRA et al., 2019). Entretanto, pouco foi explorado sobre a
SUMOQilacdao em modelos utilizados para estudo da DP.

A pré-neurotoxina MPTP e seu metabolito MPP* s&o comumente
utilizados para reproduzir mecanismos moleculares da DP esporadica.
Particularmente, o modelo de MPTP i.n. nos permite reproduzir comportamentos
que antecedem a disfungcdo motora (PREDIGER et al., 2006; MATHEUS et al.,
2012; SCHAMNE et al., 2018) além de parametros bioquimicos envolvidos nesse
estagio da doenca (CASTRO et al, 2013; MARQUES et al., 2018). Nesse
sentido, este trabalho abrangeu o estudo da SUMOilacao utilizando o MPP* e o
MPTP i.n. como modelos in vitro e in vivo, respectivamente, da DP.

Assim, iniciamos nosso trabalho com a analise da SUMOilacao total em
modelo in vitro da DP primeiramente em cultura de células de neuroblastoma
humano da linhagem SH-SY5Y. As células SH-SY5Y n&o foram diferenciadas
em células dopaminérgicas, porém mostraram-se positivas para TH (dados néo
mostrados). O modelo de toxicidade dopaminérgica do MPP* esta centrado na
sua captacao por transportadores dopaminérgicos, acumulo nas mitocondrias,
inibicdo do complexo I, com consequente deplecdo de ATP e aumento da
produgcdo de ERs provocando a morte celular. A SUMOilagdo atua como
mecanismo neuroprotetor em condi¢cdes de estresse celular fisiolégico (LEE et
al., 2007) e em modelos de isquemia (CIMAROSTI et al., 2008; CIMAROSTI et
al., 2012) nos quais mostrou conjugados de SUMO em niveis elevados. Poucos

sao os estudos encontrados na literatura sobre os aspectos da SUMOilagao no
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modelo celular até o presente momento. Dados nao publicados demonstram que
a superexpressao de Ubc9 em células dopaminérgicas tem acgao citoprotetora
frente a toxicidade do MPP* além de reduzir a produgao de EROs. Dessa forma,
era esperado uma redugcdo nos niveis de conjugados de SUMO-2/3 conforme
obtivemos nas culturas de SH-SY5Y expostas ao MPP*. Assim, sugerimos que
a reducao da SUMO ilagao total por SUMO-2/3 possa estar correlacionada a
mecanismos citotoxicos desencadeados pelo MPP*. Visto que o aumento da
Ubc9 proporciona o processo de SUMOilacdao (GEISS-FRIEDLANDER e
MELCHIOR, 2007), sugere-se que um aumento na conjugacéao por SUMO-2/3
possa prevenir danos celulares por essa toxina.

Posteriormente, analisamos em cultura primaria de neurbnios o efeito
téxico de uma curva de concentracdo de MPP* sobre os conjugados de SUMO,
os niveis da protease SENP3 e da E2 Ubc9 em 24 h. Curiosamente, os
conjugados de SUMO-1 nao sofrerem alteracdes pela exposicdo ao MPP*,
enquanto os conjugados de SUMO-2/3 foram reduzidos sob todas as
concentraces utilizadas, reproduzindo os dados obtidos em células SH-SY5Y.
Paralelamente, a redugcao da Ubc9 contribuiu em parte para a redugéo nos niveis
de SUMOilagédo por SUMO-2/3 sem afetar a conjugacéo por SUMO-1. Assim,
sugerimos que o MPP* possa exercer uma toxicidade seletiva sobre a
SUMOQilagao por SUMO-2/3 nesse modelo. No entanto, visto que a SENP3
possui preferéncia para de-SUMOilar conjugados de SUMO-2/3 in vitro (NAYAK
e MULLER, 2014), a redugéo de SENP3 pelo MPP* ndo evitou que houvesse a
reducado desses conjugados. Uma vez que o MPP* induz aumento de ERs que
podem desencadear a morte celular, o aumento nos niveis de caspase-3 clivada,
considerada indice preditivo de morte celular, confirma a agdo téxica do
composto.

Visto que o0 aumento de Ubc9 e dos conjugados de SUMO-1 contribuem
para a neuroprotecdo da toxicidade pelo MPP* (dados n&o publicados) e
condicdes de estresse celular (KIM et al., 2011; JUNG et al., 2017), a reducao
da Ubc9 no nosso modelo pode ter prejudicado em parte a reagao de
autoprotecao celular, pois os niveis de conjugados de SUMO-1 nao foram
alterados. Além disso, o conjunto de dados nesse modelo reforcam a ideia de
que a neuroprotecao pela SUMOilacdo no modelo de DP possa estar mais

correlacionada a SUMO-2/3 do que a SUMO-1. Assim, sugerimos que uma

89



superexpressao de SUMO-2/3 e Ubc9 possam contribuir para a sobrevivéncia
neuronal.

A disfungao mitocondrial observada na patogénese da DP compreende,
dentre outros fatores, um desequilibrio do processo de fissdo e fuséo
mitocondrial (RAPPOLD et al., 2014; RYAN et al., 2015; REEVE et al., 2018). No
nosso modelo, o MPP* provocou reducao da Drp-1 e do Mff, as principais
proteinas envolvidas no processo de fissdo mitocondrial (OTERA et al., 2010;
LOSON et al., 2013). Wang e colaboradores (2011) demonstraram que o MPP*
induz aumento nos niveis de Drp-1 e consequente fragmentagédo mitocondrial
em cultura de células SH-SY5Y. Por outro lado, Zhang e colaboradores (2019)
nao observaram alteracdes no nivel total de Drp-1, porém o MPP* reduziu a
fosforilacdo da proteina com consequente aumento da fissdo mitocondrial. A
proteina Drp-1 pode ser encontrada tanto no compartimento citosélico quanto na
MME, porém o receptor Mff & constitutivo da MME. Assim, a redugdo nos niveis
de Mff pode sugerir que 0 MPP* induziu uma queda na taxa de mitocéndrias no
nosso modelo. Além disso, podemos correlacionar a perda neuronal observada
pelo aumento dos niveis de capase-3 clivada a redugao dos niveis de Drp-1 e
M.

Como mencionado anteriormente, o MPP* é capaz de induzir o processo
de fissdo mitocondrial e morte celular (WANG et al., 2011;Ql etal., 2013; ZHANG
et al, 2019). No entanto, observou-se que o aumento da fragmentacao
mitocondrial provocado pela toxina precede a morte celular WANG et al., 2011).
No nosso trabalho, o MPP* a 0,05 mM nao elevou os niveis de caspase-3
clivada, sugerindo que a toxina ndo induziu perda neuronal nessa concentragao.
Além disso, Marti e colaboradores (2015) demonstrou que o MPP* a 0,05 mM foi
capaz de induzir em um curto periodo de tempo (80 min — 5 h) a reducéo do
potencial de membrana das vesiculas sindpticas dopaminérgicas e também do
neurotransmissor dopamina em cultura primaria de células diferenciadas. Esses
dados confirmam a toxicidade do MPP* a 0,05 mM sem causar aumento no
indice de morte celular. Na nossa andlise qualitativa, observamos ja na primeira
hora um aumento aparente da fragmentacdo mitocondrial nos neurdnios
expostos ao MPP* indo de encontro aos dados da literatura.

No processo de fissdo mitocondrial, a proteina citosolica Drp-1 migra para

a MME e se liga ao receptor Mff para que ocorra a fragmentagcdo da organela
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(OTERA et al,, 2010; LOSON et al, 2013). Guo e colaboradores (2013)
demonstraram que a Drp-1 tende a permanecer no citosol quando conjugada a
SUMO-2/3, enquanto niveis elevados de SENP3 induzem a de-SUMOQilagdo da
Drp-1 que facilita sua migragdo para a MME. Assim, a Drp-1 de-SUMOilada
aumenta a taxa de fissao mitocondrial, liberacao de citocromo ¢ e consequente
morte celular. Nesse trabalho, a diferenga observada nos niveis de conjugados
de SUMO-2/3 entre as fragbes induzida pelo MPP* apds 1 h, condiz com as
alteragdes nos niveis de SENP3 em cada fragdo. Ou seja, considerando uma
prevaléncia da agdo de-SUMOilante da protease, onde ha menor quantidade de
SENP3 ha mais SUMOilagao, enquanto onde ha maior quantidade de SENP3 ha
menos SUMOilagao. Assim, sugerimos que possa haver uma maior quantidade
de substratos conjugados com SUMO-2/3 na fracdo nao-nuclear, incluindo a
Drp-1. Nesse sentido, observariamos maior quantidade de Drp-1 no citosol,
porém nao houve alteracbes nos niveis de Drp-1 em ambas as fragdes
subcelulares. Assim, sugerimos que o MPP* nao induziu a de-SUMOilacao da
Drp-1 e consequente translocag&o para a MME na primeira hora. No entanto,
experimentos especificos seriam necessarios para confirmar essa suposi¢ao.

Além disso, dados nado publicados do grupo de Jeremy Henley
demonstram que a SUMOilagcdo do Mff é requerida para que ocorra sua ligacéo
a Drp-1 em condigdes de estresse celular. Os altos niveis de SENP3 na fragéo
nuclear podem contribuir para baixa taxa de SUMOilagao de Mff e consequente
processo de fissdo a niveis basais. As MPTs podem sofrer regulagcdo cruzada
em algumas proteinas, potencializando ou anulando uma a outra. Por exemplo,
a fosforilagdo do Mff interfere na sua SUMOilagdo em modelos de estresse
celular (dados nao publicados). Alguns estudos demonstram que a fosforilag&o
da Drp-1 interfere no seu recrutamento para a MME (CHANG e BLACKSTONE,
2007; HAN et al., 2008; ZHANG et al., 2019). Assim, seria de interesse identificar
possiveis reacdes cruzadas entre a fosforilagdo e a SUMOQilacdo da Drp-1 no
modelo de MPP*.

Jé apos 24 h, o MPP* reduziu a SENP3 na fragdo n&o-nuclear, mas néo
afetou significativamente os conjugados de SUMO-2/3. Entretanto, o MPP*
induziu um aumento de Drp-1 na fragdo nuclear, que nos sugere que sua
conjugacao com SUMO-2/3 esteja reduzida no citosol e, possivelmente, uma

maior quantidade de Drp-1 esteja disponivel para ligar-se ao Mff e induzir o
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processo de fissdo mitocondrial. Por outro lado, com os niveis de SENP3 e
SUMO-2/3 inalterados na fragdo nuclear, ndo podemos sugerir que as
circunstancias estejam favoraveis a interacédo do Mff com a Drp-1. Em 48 h, o
MPP* reduziu os niveis de SENP3 na fracdo nuclear o que nédo condiz com a
reducado nos conjugados de SUMO-2/3. Embora as condi¢cbes sejam favoraveis
a SUMOilagéo do Mff, seus niveis também foram reduzidos pelo MPP*. Assim,
podemos sugerir que 0 MPP* em 48 h induz mais provavelmente uma perda
mitocondrial do que a fissdo da organela. Além disso, observamos a presenca
de nucleos picnoéticos na analise qualitativa de mitocéndrias em 48 h, que pode
sugerir uma perda mitocondrial decorrente de morte celular.

Visto que a conjugacéo de Drp-1 e Mff com SUMO possui efeito contrério
no processo de fissdo mitocondrial, seria de grande relevancia analisar a
SUMOilacao para cada proteina especifica. Desse modo, nossas suposi¢coes
poderiam ser esclarecidas com experimentos de co-localizagdo por imagem ou
blotting de imunoprecipitados de SUMO-2/3, Drp-1 e Mff, para sabermos o real
estado de SUMOilagdo dessas proteinas frente a toxicidade do MPP*. Além
disso, a andlise de taxa mitocondrial, bem como da sua morfologia contribuiriam
para maiores esclarecimentos sobre o efeito da toxicidade do MPP* na
SUMOQilagao correlacionada ao processo de fissdo mitocondrial no nosso
modelo.

Pessoas com DP relatam apresentar disfuncao olfatéria, a qual nao foi
possivel se correlacionar ao uso de anti-parkinsonianos. Ainda, dados prévios
do nosso grupo no modelo de MPTP i.n. mostram uma disfungao olfatéria de
forma tempo dependente acompanhada de uma deplecao nos niveis de TH e
dopamina no bulbo olfatério. Os conjugados de SUMO-1 e SUMO-2/3 no bulbo
olfatério ndo foram alterados pelo MPTP i.n. A SUMOQilagao é uma MPT muito
dindmica, cujo tempo de ocorréncia ndo é determinado e a estabilidade do
complexo SUMO-substrato pode variar de proteina-alvo para proteina-alvo. Por
outro lado, observamos um aumento nos niveis das enzimas SUMO protease
SENP3 e da SUMO conjugadora Ubc9 1 dia ap6s a administragcdo de MPTP i.n.
Isso nos sugere que os conjugados totais de SUMO ndo se alteraram devido ao
equilibrio nos niveis dessas enzimas. Além disso, os niveis elevados de ambas
as enzimas pode decorrer de uma dinamica elevada de SUMOilacdo e de-

SUMOQilagao, pois um conjunto relativamente pequeno de enzimas conjugadoras
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e de-conjugadoras controla com precisdo o status de milhares de proteinas-alvo.

A ndo observagao de alteragdes nos conjugados totais de SUMO néo
descarta a alteragdo na SUMOilacdo de proteinas especificas. Podemos
observar nos blottings representativos da figura 16 alteragbes de bandas
especificas em diferentes pesos moleculares, sugerindo alteracdes na
SUMOQilagao de substrato-especifico que na quantificacdo de conjugados totais
s&0 mascarados.

Além disso, seria possivel considerar que alteragcbes de funcdo ou
localizag@o de proteinas especificas no bulbo olfatério, durante essa possivel
dindmica elevada de SUMOilagao observada 1 dia apds a administracdo i.n. de
MPTP, estejam envolvidas com o déficit olfatério. Dados do grupo demonstram
gue a memoria de reconhecimento social é afetada (PREDIGER et al., 2006;
MOREIRA et al., 2010; CASTRO et al., 2013) logo 1 dia ap6s a administracao
i.n. de MPTP. Trata-se de um modo particular de meméria olfatéria de curto
prazo mediada por pistas olfatérias (SAWYER, HENGEHOLD e PEREZ, 1984).
Prediger e colaboradores (2006; 2009) demonstraram redu¢ao nos niveis de TH
e dopamina no bulbo olfatério 1 dia apés a administragao i.n. de MPTP.

Além disso, dados prévios do grupo (PREDIGER et al., 2009) mostram
que o MPTP i.n. induziu uma ativagéo pronunciada de JNK (do inglés c-Jun N-
terminal kinase), no bulbo olfatério, uma via de sinalizacdo correlacionada a
morte celular induzida pela pré-neurotoxina. Feligioni e colaboradores (2011)
demonstraram que a superexpressao de Ubc9 e SUMO-1 induziu a ativagao de
JNK mediante estado de estresse oxidativo celular. Nesse contexto, podemos
sugerir que seria interessante investigar se os elevados niveis de Ubc9
encontrados 1 dia apds a administracao i.n. de MPTP no bulbo olfatério estariam
correlacionados a um aumento da ativacao da via da JNK e consequente perda
de neurbnios dopaminérgicos nesse tecido. Por outro lado, Cartier e
colaboradores (2019) demonstraram que a superexpressao de Ubc9 em células
dopaminérgicas aumenta a estabilidade dos transportadores de dopamina
(DATs) nas membranas sinapticas. Marti e colaboradores (2017) relatam que o
MPP* induziu a externalizacdo de DAT em neurdnios dopaminérgicos, apesar de
provocar a redu¢ado de dopamina no modelo de MPTP i.n. (PREDIGER et al.,
2011). Nesse sentido, seria interessante especular se 0 aumento nos niveis de

Ubc9 encontrados no bulbo olfatério estariam correlacionados a um possivel
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mecanismo compensatorio para estimular ou aumentar a estabilidade desses
transportadores dos neurdnios remanescentes. Nesse contexto, 0s niveis
elevados da protease SENP3 um dia apés a administragcédo i.n de MPTP podem
contribuir para ambas situacdes em um papel dual, reduzindo a SUMOilacao de
JNK e consequente morte neuronal, ou prejudicando a SUMOilacdo de DAT e
consequente recaptacao de dopamina nos neurdnios sobreviventes. Novamente
reforcamos a importancia da identificacdo de alteragdes na SUMOilacdo de
proteinas especificas.

Por outro lado, se olharmos para os demais periodos analisados,
verificamos que ndo houveram alteragdes nos niveis dessas enzimas no bulbo
olfatério. Fato curioso esse que sugere uma melhor investigacao da dinamica de
SUMOilacdo em tempos mais curtos que precedam 1 dia a administragdo i.n. de
MPTP naregido do bulbo olfatério. As analises realizadas em 1 e 6 h no modelo
de MPTP i.n. também nao mostraram alteracdes dos conjugados de SUMO. A
reducao de ambas as enzimas SENP3 e Ubc9 em 1 h pode ter contribuido para
um equilibrio no processo de SUMOQilag&o e de-SUMOilagdo. Porém, em 6 h a
reducao de Ubc9 tende a reduzir os conjugados de SUMO-2/3.

Na regido do coértex pré-frontal, os niveis de conjugados de SUMO nos
primeiros dias apos administragdo i.n. de MPTP n&o foram reduzidos apesar do
aumento dos niveis de SENP3. Entretanto, observa-se um aumento condizente
nos conjugados de SUMO-1 ao passo que os niveis de SENP3 se reduzem 14
dias apos a administragdo da toxina. Os niveis de Ubc9 s&o fortemente elevados
em 21 dias contribuindo para o aumento de conjugacao por SUMO-1 no cértex
pre-frontal. Embora as alteragdes ocorridas nos niveis de SENP3 e Ubc9 em 14
e 21 dias, respectivamente, fossem favoraveis a SUMOilagao, os conjugados de
SUMO-2/3 nao foram alterados de forma significativa. Dados prévios do grupo
demonstram que os roedores apresentam déficit cognitivo 7 dias apods a
administracao i.n. de MPTP. Observou-se uma queda no desempenho da
memoaria de trabalho acompanhada por redugcdo nos niveis de dopamina na
regiao cortical (PREDIGER et al., 2006). Ja existem evidencias da participacao
do cértex pré-frontal na memoria de trabalho (FAW, 2003; PASSINGHAM e
SAKAI, 2004). O processamento dessa informacdo envolve projecdes
dopaminérgicas provenientes da substancia negra (ALEXANDER, DELONG e
STRICK, 1986; FAW, 2003).
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Neste trabalho observamos um aumento de SENP3, embora nao
significativo, que pode estar correlacionado a de-SUMOilagao de DAT, como ja
discutido anteriormente. Por outro lado, o aumento de Ubc9 possa vir como
resposta celular compensatéria na tentativa de manter a estabilidade desse
transportador na membrana sinptica para recaptacao de dopamina. Além disso,
se observarmos o blotting representativo na figura 17A, vemos alteracdes
especificas de bandas nos conjugados de SUMO-1, que podem corresponder a
SUMOilagado de proteinas especificas correlacionadas a vias envolvidas na
memodria de trabalho. Para tais esclarecimentos, estudos mais especificos séo
necessarios.

A depressao é uma co-morbidade na DP e sinais tipo-depressivo podem
ser observados em modelos animais da doengca (CASTRO et al, 2013;
SCHAMNE et al., 2018; XIA et al., 2018). Embora os mecanismos moleculares
envolvidos na depressao estejam correlacionados a distirbios em vias como a
serotoninérgica, eles nao estdo totalmente esclarecidos (OSSOWSKA e
LORENC-KOCI, 2013). Dados prévios do grupo mostram sinais tipo-depressivo
no modelo de MPTP i.n. por volta do 14° dia apdés a administragao da proé-
neurotoxina (MOREIRA et al., 2010; CASTRO et al., 2013; SCHAMNE et al.,
2018). Estudos clinicos e estudos em modelos in vivo tem correlacionado o mau
funcionamento dos receptores de serotonina 1A a depressdo e a ansiedade
(CELADA, BORTOLOZZI e ARTIGAS, 2013). Sabe-se que o0 receptor de
serotonina 1A é alvo de SUMOilagéo e, apesar de ndo totalmente esclarecido,
alguns autores sugerem que a conjugacao do receptor com SUMO-1 provoca
sua internalizacao (LI e MUMA, 2013). O cértex pré-frontal € uma regiao de alta
inervacao serotoninérgica sendo o principal modulador de suas fungées (PUIG
e GULLEDGE, 2011). O periodo em que observamos aumento nos niveis de
conjugados de SUMO-1 no coértex pré-frontal correlaciona-se ao periodo de
comportamentos tipo-depressivo no modelo de MPTP i.n. Dentre os inUmeros
substratos possiveis de SUMO-1, seria de interesse investigar alteragdes nos
niveis dos receptores serotoninérgicos 1A, bem como seu estado de
SUMOQilagao por SUMO-1 no nosso modelo experimental de MPTP i.n., uma vez
que néo foi encontrado na busca literaria. Essas andlises poderiam contribuir
para maiores esclarecimentos dos mecanismos moleculares envolvidos na

depressao presente na DP.
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Os niveis reduzidos de SENP3 contribuem para o aumento dos
conjugados de SUMO-2/3 no estriado 1 dia ap6s a administragao i.n. de MPTP,
ao passo que os conjugados de SUMO-2/3 se reduzem ao haver um aumento
aparentemente nos niveis de SENP3 em 14 dias. Pouco se sabe a respeito das
alteragées moleculares presentes no estriado nas fases iniciais do modelo de
MPTP i.n., sendo que a maioria dos estudos focam em déficits tardios, a partir
do 14° dia. Castro e colaboradores (2013) observaram perda de equilibrio dos
animais 14 dias apd6s a administracao i.n. de MPTP, mas o déficit motor surgiu
apenas em 21 dias, acompanhado de redugdo de TH na substancia negra.
Dados prévios do grupo demonstram reducao dos niveis de dopamina a partir
do 14¢ dia no estriado induzida pelo MPTP i.n. em roedores. Como mencionado
anteriormente, o MPP* induz a externalizacdo de DAT em neurbnios
dopaminérgicos (MARTI et al., 2017), o que pode contribuir inicialmente para a
manutencao de niveis de dopamina nos terminais e fenda sinaptica. Essa
evolucdo da disfuncdo dopaminérgica no estriado pode estar correlacionada a
reducao nos conjugados de SUMO-2/3 no estriado e ao aumento de SENP3 em
14 e 21 dias, respectivamente.

Além disso, Prediger e colaboradores (2006) observaram que o MPTP i.n.
induziu déficit cognitivo relacionado ao aprendizado de tarefas rotineiras, o qual
esta correlacionado ao estriado. Esse déficit foi observado previamente aos
déficits motores, no mesmo periodo em que observamos a reducdo nos
conjugados de SUMO-2/3. Cabe investigar de forma mais aprofundada se a
SUMOQilagao por SUMO-2/3 esté direta ou indiretamente correlacionada a esse
tipo de prejuizo cognitivo induzido pelo MPTP. Podemos observar no blotting
representativo na figura 18B pequenas redugdes especificas de bandas acima
do peso molecular de 50 kDa em 14 dias que podem corresponder a conjugados
de SUMO-2/3 com DAT ou TH, substratos alvo da SUMOilag&o.

Os conjugados totais de SUMO analisados horas apdés a administracao
i.n. de MPTP mantiveram-se inalterados no estriado, embora tenha havido um
aumento expressivo de SENP3 em 6 h e uma reducédo de Ubc9 em 1 h.
Reforcamos mais uma vez a relevancia da andlise de conjugagcdao SUMO-
proteina-especifica, visto que ha alteragdes nos conjugados de SUMO em pesos
moleculares especificos (Figura 22A e B).

No primeiro dia ap6s a administracdo i.n. de MPTP observamos no
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hipocampo um aumento nos conjugados de SUMO-2/3, o que condiz com o
aumento nos niveis da enzima conjugadora Ubc9. Curiosamente, observamos
que a Ubc9 altera-se de forma intermitente, ndo necessariamente de acordo com
os niveis de SUMOQilag&o. Uma vez que os niveis de Ubc9 nao foram alterados
horas ap6s a administragdo i.n. de MPTP, seria interessante observar se esse
padrao se mantém ou ndo em periodos posteriores a 21 dias nesse modelo. H&
ainda uma caracteristica reducéo nos niveis de conjugados de SUMO-1 ao longo
de 14 dias. Embora os niveis de Ubc9 tenham sido elevados no 14° dia, a agéo
da SENP3 como de-conjugadora possa ter prevalecido sobre os conjugados de
SUMO-1 que encontraram-se reduzidos. Embora os conjugados de SUMO-2/3
nao tenham sido reduzidos frente ao aumento nos niveis de SENP3 em 14 dias,
talvez pelos niveis elevados de Ubc9, eles tendem a reduzir em 21 dias quando
a Ubc9 volta aos niveis basais. Os niveis de SENP3 que foram reduzidos em 6
h aparentemente mostraram um aumento de forma temporal ao longo dos dias
da exposi¢cao ao MPTP i.n.

Dados prévios do grupo demonstraram que a administragao i.n. de MPTP
induziu reducao na recaptacao de glutamato no hipocampo (MATHEUS et al.,
2012). Dessa forma, evidenciamos que o MPTP contribui com a excitotoxidade
glutamatérgica, caracteristica ja& comprovada na patogénese da DP em
diferentes modelos (MORAES et al., 2019). A recaptacao de glutamato na fenda
singptica € regulada principalmente pelos transportadores EAAT2 gliais
(PREGNOLATO et al., 2019). A reducao da expressao desse transportador ja foi
demonstrada em modelos animais da DP (ZHANG et al., 2016). Além disso, a
localizacdo subcelular do EAAT2 ¢é alterada quando conjugado com SUMO-1
(FORAN et al., 2014). Visto que o MPTP i.n. alterou os conjugados por SUMO-1
e os niveis das enzimas Ubc9 e SENPS, seria de interesse verificar se o MPTP
i.n. altera os conjugados de EAAT2-SUMO-1 no hipocampo em diferentes
tempos pés administracdo. Uma provavel correlacdo desses conjugados a
excitotoxicidade glutamatérgica pode possibilitar novas estratégias terapéuticas
por meio da modulagdo da SUMOilagdo do EAAT2.

A inibicdo do complexo | mitocondrial é considerada o primeiro alvo do
metabdlito téxico do MPTP, o MPP* (JAVITCH et al., 1985). Embora tenhamos
encontrado redugdo significativa da atividade do complexo | mitocondrial apenas

no hipocampo, a atividade dessa enzima foi aparentemente prejudicada em

97



todos os demais tecidos. Nossos dados quase reproduzem dados prévios do
grupo, que relatam que a inibicdo do complexo | mitocondrial no modelo de
MPTP i.n. ocorre de forma aguda no bulbo olfatério e no estriado (MOREIRA et
al, 2010). Embora tenha ocorrido um provavel déficit energético nessas
estruturas, sugerimos que a disfungdo mitocondrial ndo foi tamanha a ponto de
prejudicar a SUMOilagao nas horas iniciais do modelo de MPTP i.n., pois a
ativacao de SUMO ¢é dependente de ATP (FLOTHO e MELCHIOR, 2013;
HENLEY, CRAIG e WILKINSON, 2014).

Decorrente do estresse oxidativo provocado pelo MPTP/MPP*, a
peroxidacdo lipidica também estd correlacionada as disfungdes iniciais
observadas na patogénese da DP (MIZUNO et al.,, 1989; PARKER, PARKS e
SWERDLOW, 2008; NAVARRO et al., 2009). O aumento de produtos resultantes
da peroxidacao lipidica, como o MDA e o HNE, é observado no cérebro de
pacientes com DP (YORITAKA et al., 1996). Além disso, em modelos de estresse
celular, a SUMOilagcao demonstrou atividade neuroprotetora reduzindo ERs e a
peroxidacao lipidica (KIM et al., 2011; JUNG et al, 2017). Dados prévios do
grupo demonstram que a administragdo i.n. de MPTP elevou os niveis de TBARS
(do inglés thiobarbituric acid reactive substances), no bulbo olfatério e no cértex
pré-frontal nas primeiras horas p6s administragao da pré-neurotoxina (FRANCO
et al., 2007). Estudos prévios também demonstram aumento de peroxidacao
lipidica induzido pelo MPTP em camundongos e macacos (SRIRAM et al., 1997;
HUNG e LEE, 1998). Entretanto, ndo foi possivel observar tais alteracdes no
nosso trabalho por meio da medida de MDA e HNE. Apesar de observarmos
reducao de MDA no bulbo olfatério e no estriado e de HNE no estriado em 1 h
inesperadas, nenhuma alteragdo ocorreu em 6 h nesses e nos demais tecidos.
Além disso, as alteracbes de peroxidacao lipidica observadas no modelo de
MPTP i.n., bem como a resposta antioxidante celular demonstram ser transientes
(PREDIGER et al., 2011). Assim, sugerimos uma avaliacdo mais especulativa,
como novos alvos de medida de estresse celular e diferentes tempos de anélise.

Como discutido anteriormente, 0 aumento da fragmentagdo mitocondrial
precede a morte celular. Além disso, o MPTP induz morte celular por aumentar
os niveis de Drp-1. Entretanto, o MPTP i.n. ndo provocou aumento nos niveis de
Drp-1 horas ap6s a administragdo. De forma contraria, observamos em alguns

tecidos reducao da Drp-1, o que nao era esperado. A redugao nos niveis de Drp-
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1 é vista como neuroprotetora nos modelos de MPTP. A reducao de Mff pode
estar correlacionada a perda mitocondrial, seja pela necessidade das células
eliminarem mitocéndrias disfuncionais, ou a propria morte celular. No estriado,
podemos observar que a redugao de Mff acompanha uma reducao nos niveis de
peroxidacao lipidica. Visto que as mitocdndrias sdo a maior forte de espécies
reativas, sugerimos que houve perda mitocondrial no estriado nas horas iniciais

ap6s a administracao i.n. de MPTP.

7 CONCLUSAO

Os resultados apresentados nesse trabalho mostram pela primeira vez a
alteracdo da SUMOilacdo em modelos in vitro de MPP* e in vivo de MPTP i.n.
da DP. A reducdo da SUMOQilagdo global e dos niveis de SENP3 e Ubc9
demonstram um novo mecanismo molecular de toxicidade do MPP*. Além disso,
a descricao do perfil de SUMOilagao em regides cerebrais afetadas pelo MPTP
i.n. nos mostra a alta dinamica dessa MPT no modelo e proporciona diferentes
correlagées comportamentais e bioquimicas. Esse trabalho inovador abre portas
para inumeras investigacdes moleculares nos modelos da DP, principalmente no
modelo de MPTP i.n., possibilitando ampliar o conhecimento de mecanismos
moleculares envolvidos principalmente na patogénese da fase pré-motora da
doenca. Ressaltamos que a partir dos conjugados totais de SUMOilagao
podemos identificar alteracdes de conjugados SUMO-substrato especifico. Isso
possibilita estudos mais rebuscados e centralizados de proteinas especificas

alteradas pela SUMOilacéo no processo de patogénese da DP.
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