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RESUMO

A Doenca de Parkinson (DP) é um disturbio neurodegenerativo caracterizado pela
morte progressiva de neurdnios dopaminérgicos da Substancia Nigra (SN) pars
compacta, levando a concomitante redugao de dopamina liberada no Corpo Estriado
(CE), verdadeiro causador da rigidez, bradicinesia e tremor, principais anormalidades
clinicas que caracterizam esta doenca. Embora a etiologia desta doenca seja
desconhecida, a oligomerizagcao/agregacao da proteina a-sinucleina desempenha um
papel central na patogénese e desenvolvimento do Parkinsonismo, sendo associado ao
estresse oxidativo, estresse de reticulo endoplasmatico (RE), e disfuncédo da
degradacao proteica. No presente trabalho, animais injetados intranigralmente com
Tunicamicina (TM) ou 6-hidroxidopamina (6-OHDA) apresentaram uma redugdo no
numero de células imunomarcadas com Tirosina Hidroxilasa (TH), assim como um
aumento na reatividade glial. Ambos modelos também apresentaram aumento de
expressao de chaperonas do RE, demostrando assim que ambos tratamentos induzem
o estresse de RE. Quando analizados os niveis de expressdo de a-sinucleina
monomeérica, nossos dados indicaram que nao existem diferencas na expressao desta
proteina entre os grupos. No entanto, nossos resultados demostraram que so o estresse
de RE induzido pela TM é suficiente para a formacao de agregados proteicos de a-
sinucleina endégena em animais sem nenhum tipo de manipulagédo genética. Quando
avaliadas as modificagcdes pos-traducionais (MPT) associadas com agregacao proteica,
unicamente no modelo da TM, encontramos um aumento de fosforilacdo de a-sinucleina
no residuo de serina 129 (S129), aumento de carbonilagdo de proteinas totais e de a-
sinucleina na SN e no CE, mas nao foram encontradas diferengas nos niveis de nitracao
de proteinas totais nem de a-sinucleina tanto na SN quanto no CE. Desta maneira,
concluimos que o estresse de RE induzido por TM foi capaz de induzir a formagao de
agregados proteicos ricos em o-sinucleina assim como a fosforilagdo da S129 e

carbonilag&do da a-sinucleina, MPT associadas com sua agregacgao.

Palavras chave: Estresse de Retiiculo Endoplasmatico, Tunicamicina, a-sinucleina,

neurodegeneragao, agregacao de proteinas, Modificagdes Pds-Traducionais



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by the
progressive death of dopaminergic neurons of the Substantia Nigra (SN) pars compacta,
leading to the concomitant reduction in dopamine released into the Striatum (CE), which
causes stiffness, bradykinesia and tremor, major clinical abnormalities that characterize
this disease. Although the etiology of this disease is unknown,
oligomerization/aggregation of a-synuclein play a central role in the pathogenesis and
development of Parkinsonism, being associated with oxidative stress, endoplasmic
reticulum (ER) stress, and dysfunction of protein degradation. In the present study,
animals injected intranigrally with Tunicamycin (TM) or 6-hydroxydopamine (6-OHDA)
showed a reduction in the number of Tyrosine Hydroxylase (TH) positive cells, as well
as an increase in glial reactivity. Both models also showed increased expression of ER
residet chaperones, thus demonstrating that both treatments induced ER-stress. When
analyzed the monomeric a-synuclein expression levels, our data indicated that there are
no differences in expression of this protein between groups. However, our results
demonstrated that only ER-stress induced by TM induced the aggregation of
endogenous a-synuclein protein aggregates in animals without any genetic
manipulation. When evaluating the post-translational modifications (PTM) associated
with protein aggregation, only in the TM model, we found an increase in a-synuclein
phosphorylation at the serine residue 129 (S129), increased carbonylation of total
proteins and a-synuclein in SN and Striatum, but no differences were found in total
protein nitration levels or a-synuclein in both SN and Striatum. Thus, we conclude that
TM-induced ER stress was able to induce the formation of a-synuclein rich protein
aggregates as well as phosphorylation of S129 and carbonylation of a-synuclein, PTM

associated with its aggregation.

Key words: Endoplasmic Reticulum Stress, Tunicamycin, a-synuclein,

neurodegeneration, protein aggregation, Post-Translational Modifications
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1. INTRODUGCAO

1.1 Neurodegeneragao

As doengas neurodegenerativas sdo um grupo heterogéneo e complexo de
doencgas, de diversas etiologias, mas com manifestagdes clinicas que se
sobrepdéem. A fisiopatologia subjacente comum de todas as doencas
neurodegenerativas é a disfungao e morte dos neurénios no cérebro e/ou medula
espinal, associadas com o envelhecimento, levando em ultima instancia a
problemas motores, cognitivos e/ou deméncia. Segundo reportes das Nacodes
Unidas (WHO, http://www.un.org/en/development/desa/population/publications/
pdf/ageing/WPA2015_Report.pdf), nos proximos 35 anos, a populagao mundial
maior de 60 anos atingira aproximadamente 2.1 bilhdes de pessoas (mais do
que o dobro de hoje em dia). Considerando que o principal fator de risco para o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas é o envelhecimento, doengas
neurodegenerativas como a doenca de Alzhemier (DA), Parkinson (DP),
Huntington (DH) e Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) representaram um
problema emergente para a saude publica a nivel mundial nas proximas
décadas. As doencas neurodegenerativas sao doengas cronicas de progressao
lenta, caracterizadas pela morte progressiva de neurbnios do sistema nervoso
central ou periférico, afetando fun¢gdes motoras e cognitivas, acompanhadas de
mudangas comportamentais e no funcionamento do organismo. De patogénese
amplamente desconhecida, as doengas neurodegenerativas apresentam fatores
genéticos e ambientais que contribuem para a sua origem e desenvolvimento
(FORMAN et al., 2005). Embora sejam um grupo heterogéneo, a morte dos
neurénios, reativacdo glial, ativacdo de um processo neuro-inflamatério e
agregacao de proteinas sdo algumas das carateristicas em comum que reunem
diferentes doencas dentro do grupo de doengas neurodegenerativas. A maioria
das doengas neurodegenerativas sao caracterizadas pelo acumulo de
agregados proteicos, os quais interferem com os processos celulares normais.

A morte neuronal em doengas neurodegenerativas associadas a formas
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familiares ou esporadicas é acompanhada do mal dobramento e agregacao de
proteinas (BERKE, PAULSON, 2003; SELKEO, 2003).

1.2 Doenga de Parkinson

A Doenga de Parkinson (DP) é uma doenga de progressao crénica,
considerada a segunda doenga neurodegenerativa mais comum, depois da
doencga de Alzheimer, afetando 1-2% da populagado maior de 65 anos, e 4-5%
acima de 85 anos, segundo dados da EPDA, NPF, PDF (European Parkinson’s
Disease Association — National Parkinson Foundation — Parkinson Disease
Foundation), estimando-se que existam aproximadamente 6.3 milhdes de
pessoas afetadas no mundo, segundo a EPDA (European Parkinson’s Disease
Association). A DP é caracterizada pela degeneracdao dos neurbnios
dopaminérgicos da Substancia Nigra pars compacta (SNpc), resultando na
concomitante perda de liberagdo de dopamina no corpo estriado (CE), alterando
o controle na geragdao dos movimentos voluntarios, resultando em problemas
locomotores tais como tremor de repouso, bradicinesia, rigidez e instabilidade
postural (Figura 1) (SPILLANTINI et al., 1998; BRAA, BRAAK 2000; EMBORG,
2004). Aléem da morte neuronal dopaminérgica, as caracteristicas
neuropatolégicas de DP sao a formacao de agregados proteicos insoluveis ricos
em a-sinucleina (chamados corpos de Lewy), aumento da reatividade glial e de
processos neuro-inflamatérios (DAUER, PRZEDBORSKI 2003; ZHANG et al.,
2005; TIEU, 2011), sendo fortemente correlacionados com a consequente
degeneragao dos neurdénios dopaminérgicos (MCGEER et al., 1988; FORNO et
al., 1992; ZHANG et al., 2005). Embora a etiologia desta doenca permaneca
desconhecida, a formacéo de agregados proteicos de a-sinucleina parece ter
um papel muito relevante na patogenicidade da DP (OUESLATI et al., 2016;
STEFANIS, 2012; STUENDEL et al., 2015).

Embora a etiologia da DP seja desconhecida, 90-95% dos casos sao
esporadicos (sem uma etiologia claramente associada) e os restantes 5-10% s&o
casos familiares associados a uma origem genética. O unico fator de risco que

parece ter uma relevancia importante no estabelecimento desta doenca (tanto
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em casos esporadicos como genéticos) é o envelhecimento (SIMUNI, 2007).
Dentro dos casos esporadicos existe uma importante variedade de fatores que
sdo reconhecidos por aumentar o risco de desenvolver DP como: fatores
ambientais (pesticidas e toxinas), infegdes do SNC, trauma craniano e o estilo
de vida, entre outros (CHADE et al., 2006; SHERER et al., 2007; BOVE, PERIER
2012).

Na tentativa de entender a fisiopatologia da DP e com a intencdo de
desenvolver terapias novas e mais eficientes, tém sido utilizados diferentes
modelos animais (roedores ou primatas ndo humanos) e celulares, os quais
utilizam neurotoxinas ambientais, sintéticas ou expressao de genes mutantes
vinculados ao desenvolvimento da DP em humanos. A seguir descrevem-se

alguns dos modelos mais utilizados.

Dentro dos mecanismos envolvidos na propagagdo da DP, o estresse
oxidativo e a consequente formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs)
tem um papel bem conhecido. O neurotransmissor dopamina é utilizado pelos
neurdnios da SNpc na comunicagao neuronal com o cortex frontal e com o corpo
estriado. Esse neurotransmissor € uma molécula muito reativa que pode ser
oxidada facilmente e reagir com componentes celulares (TSANG, CHUNG 2009)
motivo pelo qual tem sido hipotetizado que o potencial oxidativo da dopamina
pode servir como explicacdo para a suscetibilidade seletiva dos neurdnios
dopaminérgicos da SNpc (JENNER 2007; TSANG, CHUNG 2009) frente ao
estresse oxidativo. Além disso, a disfuncdo mitocondrial contribui com a
formagdo das EROs que sdo geradas por uma perda de elétrons na cadeia
transportadora de elétrons, resultando na redugdo parcial da molécula de
oxigénio em superoxido, que junto com a suscetibilidade da molécula de
dopamina, contribuem com a degeneragdo dos neurdnios dopaminérgicos da
SNpc. Acredita-se que a reducao na atividade do complexo | mitocondrial na PD,
deriva parcialmente da acumulagcdo de mutagdes no DNA mitocondrial (DNAmt).
Além disso, mutagdes de varias proteinas mitocondriais que tém sido associadas
com formas familiais de PD, como PINK1, Parkin, a-synucleina o LRRK2, tém

sido reportado que interagem (e potencialmente prejudicam) o transporte
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mediado por microtubulos, condicdo que possivelmente esteja ligada a
acumulagao de mitocéndrias anormais no citoplasma em neurdnios afetados em
modelos animais e amostras post mortem de pacientes com PD (MATSUI et al.,
2012).

Nesse sentido, nos primeiros modelos desenvolvidos para estudar a DP,
foram utilizadas neurotoxinas especificas do sistema monoaminérgicos: 6-
hidoxidopamina (6-OHDA) e o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP).
A 6-OHDA é um analogo hidroxilado da dopamina que compartilha carateristicas
estruturais com a DA e Noradrenalina, apresentando assim uma alta afinidade
por varios transportadores catecolaminérgico como o transportador de DA e
transportadores de norepinefrina (DAUER, PRZEDBORSKI, 2003). Embora a
estrutura da 6-OHDA seja similar a da DA, a presenca do grupo hidroxila
aumenta a toxicidade da molécula. Como esta toxina n&o consegue atravessar
a barreira hematoencefalica, é necessaria a injegao intracerebral da mesma por
estereotaxia diretamente na SNpc, Corpo Estriado ou feixe medial do
procencéfalo para obter uma lesao desejada (COSTA et al., 2001; DEUMENS et
al., 2002; BOVE et al., 2005). E aceito que a 6-OHDA destréi neurdnios
catecolaminérgicos pelo efeito combinado de espécies reativas de oxigénio e
quinonas (produto de sua prépria degradacao) (BLESA et al., 2012). A magnitude
da lesdo depende da quantidade de 6-OHDA injetada, o local de injecéo e a
especie animal utilizada. Esse modelo consegue levar a morte células
dopaminérgicas, diminuir a quantidade de DA e modificar o comportamento
animal. No entanto, nas carateristicas clinicas da DP em humanos outras
estruturas encefalicas podem estar lesionadas, como Locus Coeruleus ou
estruturas olfatérias, e nesse modelo animal ndo se observam tais alteragdes
(BOVE, PERIER 2012). 6-OHDA é considerada como uma possivel toxina
enddgena, responsavel pela iniciagdo dos processos neurodegenerativos da DP,
como resultado do ataque de radicais hidroxila na presenga de DA (BLESA et
al., 2012). Porém, a 6-OHDA nao interage com a-sinucleina e ndo induz a
formagao de agregados proteicos ricos em a-sinucleina (BLESA et al., 2012;
BOVE, PERIER 2012).
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Em 1982, o MPTP foi acidentalmente descoberto, como um subproduto da
sintese ilegal da desmetilprodina. Apds 0 consumo via intravenosa, viciados em
drogas desenvolveram uma sindrome parkinsoniana idiopatica associada ao
consumo de drogas ilicitas. Depois de investigar a etiologia dessa condigao, foi
descoberto que o MPTP era o contaminante neurotoxico responsavel pelos
efeitos parkinsonianos. O MPTP é administrado sistemicamente, e rapidamente
atravessa a barreira hematoencefalica, é captado pelos astrocitos e
transformado em MPP+ (seu metabolito téxico), via monoamino oxidasa-B.
MPP+ ¢é liberada para o espaco extracelular e captada por neurdnios
dopaminérgicos via DAT. Uma vez dentro dos neurdnios, exerce um efeito toxico
inibindo o complexo mitocondrial |, resultando na liberacdo de EROs e na
reducao da sintese de ATP. Por outro lado, a Rotenona (um herbicida e inseticida
muito utilizado na industria agricola) também inibie o complexo mitocondrial |, e
reproduz a DP quando administrado cronicamente em animais. O uso de
rotenona como modelo experimental é devido a capacidade para reproduzir
varias das carateristicas do PD como: aumento do estresse oxidativo, inibicido
da atividade proteosomal, degeneragao seletiva de neurénios dopaminérgicos e
formagao de agregados proteicos, de tipo LBs, ricos em a-synucleina (WANG et
al., 2006; OLANOW 2007; SHERER et al., 2007). A importancia da rotenona
como modelo de DP, é devido a capacidade dessa droga em formar agregados
proteicos ricos em a-synucleina. Isso pode ser favorecido pelo aumento de
EROs que podem ajudar a oxidar e agregar esta proteina, assim como o fato da
rotenona ter a capacidade de unir-se a esta proteina e formar agregados (SILVA
et al., 2013).

Em 1996, o mapeamento e identificacdo de mutagdes responsaveis pela DP
demostraram pela primeira vez que a DP podia ter causas hereditarias
(POLYMEROPOULQS et al., 1996, 1997). Entretanto, dois anos depois, outras
alteragdes cromossbmicas foram relacionadas a essa doenga, assim como a
exclusao dos genes inicialmente identificados para certos casos de doencgas
familiares (MUNOZ et al., 1997; SCOTT et al., 1997; 1999; FARRER et al., 1998).
Na atual nomenclatura genética, ha 18 locus cromossomais, denominados

PARK, relacionados as formas dominantes ou recessivas da DP. A identificacao
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das mutagdes génicas que podem estar diretamente relacionados com esta
doenga, permitiu a geragcdo de modelos animais transgénicos, knock-out e
induzidos por sobre-expressdo de genes associados com DP (por exemplo de
a-sinucleina) por adenovirus ou lentivirus. Esses modelos genéticos que
reproduzem os casos familiares apresentam um valor importante para ajudar no
entendimento de outras formas mais comuns da DP, com o fim de desenvolver
novos alvos terapéuticos, além de permitir estudar os sintomas iniciais da DP,
antes que os déficits motores aparegcam. Os modelos genéticos knock-out
utilizados para estudar a DP sao aqueles associados a mutagdes nos genes que
codificam para as proteinas Parkina, DJ-1 e PINK1, que sdo conhecidas por
induzir a perda de funcio destas proteinas. No caso de mutag¢des que induzem
o ganho de fungéo de a-sinucleina ou LRRK2, modelos animais transgénicos
que sobre-expressam essas proteinas (mutadas ou selvagens) ou pela sobre-
expressao induzida por adenovirus, foram criados com copias extras do gene
estudado. Especificamente para o estudo da a-sinucleina, modelos animais com
copias extras do gene da a-sinucleina humana mutada ou selvagem s&o
utilizados. As principais mutacdes expressas em esse tipo de animais sao
pontuais: A30P e A53T (RICHFIELD et al., 2002). Apesar de normalmente nao
apresentar morte neuronal, nesses modelos foi detectada uma reducdo na
liberagdo de dopamina no corpo estriado, bem como disturbios motores. No
entanto, outras proteinas podem interferir no mecanismo de degadacao e
autofagia das células. Quando fosforilada, PINK1 recruta Parkina nas
mitocdndrias danificadas para serem degradadas, no entanto mutagcdes em
PINK1 ou Parkina (responsaveis pela maioria dos casos autossémicos
recessivos), impedem a mitofagia, causando acumulo de dano mitocondrial e
iniciando apoptose (NIXON, 2013; OMURA et al., 2013). Por outro lado, a
proteina Parkina parece estar relacionada ao sistema de ubiquitina-
proteassoma, estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial; dado que animais
knockout para Parkina apresentam aumento de estresse oxidativo e disfuncéo
mitocondrial (PESAH et al., 2004). Esses dados sugerem que fatores que
diretamente ou indiretamente modulem as fungdes mitocondriais, comprometem
a sobrevivéncia neuronal e podem apresentam importante papel no

desenvolvimento da DP. Com o aumento de estudos nesse sentido, tem se
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tornado cada vez mais claro que o dano oxidativo e disfuncdes mitocondriais
apresentam papel central nessa patogénese, sendo responsaveis tanto pelo
desenvolvimento da DP esporadica como familiar.

No entanto, nenhum modelo transgénico caraterizado até o momento
representa um modelo fidedigno para o estudo da DP, principalmente pela
auséncia da perda de neurénios dopaminérgicos (MAGEN, CHESSELET 2010).

1.3 a~sinucleina

Nas ultimas décadas, o termo “doengas neurodegenerativas” continua em
vigor, no entanto, este grupo de doengas entrou em uma categoria ainda maior
de doencgas conhecidas como “doengas conformacionais”, as quais apresentam
a caracteristica do mal dobramento de proteinas (especificas para cada doencga).
A a-sinucleina € uma proteina de aproximadamente 15KDa, 140 aminoacidos,
codificada por um gene com 5 exons, localizado no brago longo do cromossomo
4 na posicao 22.1. Varias mutac¢des afetando diferentes genes e proteinas foram
identificadas como causantes da DP (KLEIN, WESTENBERGER, 2012;
STEFANIS, 2012). Essas mutagbes sdo as responsaveis pela forma de inicio
precoce da DP. O gene da a-sinucleina foi o primeiro a ser associado com casos
familiares de DP (POLYMEROPOULOS et al., 1997). Neste estudo foi mapeado
o defeito responsavel pela DP em uma familia de Contursi, no sul da ltalia,
mudando assim a ideia da ndo existéncia de um componente genético na DP
(FARRER, 2006).

Interessantemente, o neurologista Friederich Lewy descreveu as inclusdes
carateristicas da DP no ano 1912, as quais, posteriormente receberam o nome
de Corpos de Lewy em homenagem ao seu descobridor. Apesar destas
estruturas terem sido descritas no comeco do século XX, o conteudo das
mesmas s6 foi identificado, parcialmente, no fim do século XX (SPILLANTINI et
al., 1997). Curiosamente, no mesmo ano em que foi identificada a a-sinucleina
como o principal componente dos corpos de Lewy, a primeira mutagao associada
com a DP foi identificada no gene SCNA (POLYMEROPOULQOS et al., 1997). A
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a-sinucleina € uma proteina formada por 140 aminoacidos e dividida em 3
regides: (1) amino-terminal que contém motivos de unido a lipideos, (2) regido
central hidrofébica (também conhecida como NAC, do inglés Non-Amylod
Component), e (3) carbdxilo terminal carregada negativamente (STEFANIS,
2012).

A regidao NAC esta composta principalmente por residuos hidrofobos, e
resulta essencial para a estabilizagdo dos corpos de Lewy (OUESLATI et al.,
2010; STEFANIS, 2012). Por outro lado, a regidao C-terminal é a porgao soluvel
da proteina, que existe numa conformagao desorganizada, e acredita-se que é
responsavel pela interagdo com outras proteinas, neurotransmissores e é a
porcado da proteina onde acontece a maioria das modificagdes pds-traducionais
(MPT) da a-sinucleina (OUESLATI et al., 2010). No entanto, as mutacdes
responsaveis pelos casos hereditarios da DP acontecem na regido N-terminal da
proteina, alterando assim a estrutura secundaria e terciaria da mesma,
impedindo assim sua unido a lipideos de membrana, favorecendo assim sua
localizagdo nuclear e citoplasmatica e sua consequente agregacao
(EMAMZADEH 2016). E uma proteina presente em pré-sinapses e nucleos
(sinapse + nucleo: sinucleina) (STEFANIS, 2012), intereatuando com diferentes
grupos de proteinas assim como lipideos de membrana (UVERSKY, 2007).
Apresentando uma expressdo exclusivamente neuronal, e alcangando
aproximadamente 1% das proteinas citoplasmaticas, a a-sinucleina é localizada
principalmente na pré-sinapse, regulando a liberagdo sinaptica de dopamina
(ABELIOVICH et al., 2000). No entanto, no mesmo estudo realizado em animais
knockout para o gene da a-sinucleina, sugere-se que a a-sinucleina nao é um

componente estrutural importante das pré-sinapses (ABELIOVICH et al., 2000).
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Figura 1 - Esquema basico dos componentes motores dos nticleos da base. Os simbolos (+) indicam
sinapses excitatérias, e (-) indicam sinapses inibitérias
Fonte: Purves, 2004

1.4 Reticulo endoplasmatico e dobramento de proteinas

O reticulo endoplasmatico (RE) é o principal compartimento subcelular
encarregado da sintese, dobramento e maturacdo de aproximadamente um
terco das proteinas celulares (MARCINIAK, RON 2006). As células de mamiferos
fazem a importacao das proteinas para o lumen do RE enquanto ocorre a sintese
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da cadeia polipeptidica, transformando a importacdo das proteinas num
processo co-traducional (MARCINIAK, RON 2006). Para saber se a proteina
deve ser sintetizada no RE, a cadeia polipeptidica nascente apresenta uma
sequéncia sinal rica em metioninas, reconhecida pela Particula Sinal de
Reconhecimento (PSR), que redirige o polipeptideo nascente e a maquinaria de
traducdo para a membrana do RE, para que a proteina que esta sendo
sintetizada nasca dentro do lumen do RE. As proteinas que sao sintetizadas
dentro do RE entram como cadeias polipeptidicas em estado desdobrado, que
logo ao atravessar a membrana do RE sao assistidas por chaperonas para evitar
o mal dobramento da proteina, e assisitr no dobramento da mesma. Algumas
proteinas requerem da N-glicosilagdo para o seu correto dobramento dentro do
RE (MARCINIAK, RON, 2006; HETZ, 2012).

Sob certas condi¢cdes de estresse celular, o dobramento de proteinas é
alterado, e proteinas mal dobradas podem se acumular no lumen do RE
desencadeando uma resposta de sinalizagdo adaptativa conhecida como UPR
(do inglés, Unfolded Protein Response) (KIM et al., 2008; HETZ, 2012),
mecanismo regulado pela chaperona GRP78 (do inglés, Glucose-Regulated
Protein-78), normalmente unida a trés proteinas sinal presentes na membrana
do RE no lumen do RE: PERK (do inglés, Protein kinase RNA-like Endoplasmic
Reticulum Kinase), IRE1 (do inglés, Inositol Requiring Enzyme-1), e ATF6 (do
inglés, Activating Transcription Factor-6) (HETZ, 2012). Durante condi¢cbes de
estresse, GRP78 é desacoplado das proteinas de sinalizagdo, provocando a
ativacdo de PERK e IRE1 por auto-fosforilacdo e ATF6 por clivagem e
translocacao até o aparelho de Golgi, e deste ultimo até o nucleo (CHEN et al.,
2002; SHEN et al., 2002) (Figura 2). Uma vez ativadas, IRE1 processa o mRNA
de um fator de transcricado (XBP1) que gera a superexpressao de genes que
codificam mediadores da ERAD, biogéneses de organelas e controle de
qualidade de proteinas. PERK reduz a sinteses geral de proteinas via
fosforilagao do fator elF2a, que induz a sintese de ATF4, um fator de transcrigao
que ativa a expressao de genes envolvidos em apoptoses, autofagia e resposta
antioxidante. ATF6 é transportado até o aparato de Golgi onde é clivado, € o
dominio citoplasmatico é transportado até o nucleo, onde induz a expressao de

chaperonas, proteinas envolvidas na biogéneses de organelas, e de genes
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relacionados a resposta ERAD (MARCINIAK & RON, 2006; YOSHIDA et al.,
2007; HETZ, 2012).
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Figura 2 - Esquema representativo das principais vias regulatérias do estresse de RE
Fonte: Hetz, 2012

O obijetivo inicial da UPR é restaurar a homeostase e aliviar o estresse de
RE por meio de: atenuagao traducional da maioria das proteinas, favorecimento
da expressao de chaperonas para assistir no correto dobramento das proteinas,
expansao do lumem do RE e ativagdo da degradagao associada ao RE, ERAD
(do inglés, Endoplasmic Reticulum Associated Degradation) (BOYCE, YUAN,
2006; YOSHIDA, 2007; KIM et al., 2008; HETZ, 2012). No entanto, se a
homeostase nao for restaurada e a ativagdo da UPR persiste, uma resposta
apoptética é ativada. Diferentes estudos tém sugerido que a participagao inicial
da UPR nas doengas neurodegenerativas provavelmente tenha fungéo
citoprotetora e restauradora da homeostase do RE (RUTKOWSKI et al., 2006;
YOSHIDA, 2007). No entanto, quando a UPR ¢é ativada por um longo periodo de
tempo, e as células sédo incapazes de resolver o estresse, as vias apoptoticas
sdo ativadas, o que agrava e possivelmente esteja associado com a
patogéneses de varias doencas neurodegenerativas (DAWSON, DAWSON
2003; BERNALES et al., 2012; LINDHOLM et al., 2006; MATSUI et al., 2012;
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CASTRO-CALDAS et al., 2012). Varios estudos sugerem que uma diminuigdo
progressiva no funcionamento do sistema de chaperonas pode ser associada
com o mal funcionamento celular e o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (NAIDOO et al., 2008; BROWN, NAIDOO 2012; MORAWE
et al., 2012). Durante o processo do envelhecimento, existe uma diminuigdo na
atividade e na resposta das chaperonas frente ao estresse de RE (NAIDOO,
2009), aumentando a vulnerabilidade das pessoas idosas no processo do
desenvolvimento de  doengas neurodegenerativas associadas ao

envelhecimento como Alzheimer, Parkinson ou Deméncia.

Especificamente na DP, tem sido demonstrado que as neurotoxinas 6-
OHDA, MPTP, Rotenona e Paraquato ativam varios genes envolvidos na UPR,
incluindo chaperonas, IRE1 e PERK (RYU e cols., 2002; HOLTZ, O'MALLEY,
2003; BOVE, PERIER 2012). Além disso, estudos de tecido pds-mortem
evidenciaram a ativacdo da UPR junto com acumulagdo de proteinas poli-
ubiquitinadas (HOOZEMANS et al., 2007). Por outro lado, foi demostrado o efeito
protetor do uso de chaperonas quimicas que aliviam o estresse de RE (TUDCA)
sobre neurénios da SNpc, num modelo in vivo de DP (CASTRO-CALDAS et al.,
2012), sugerindo assim que estresse de RE possa ter um papel fundamental na
DP.

Diferentes substancias sao utilizadas para estudar o estresse de RE, as

quais atuam sobre diferentes alvos celulares, como: Thapsigargina (inibe bomba

SERCA no RE), Tunicamicina (inibe a N-glicosilacdo das proteinas durante sua
sintese), DTT (ditiotreitol) (quebra os enlaces disulfeto das proteinas ja
sintetizadas), e Befeldrina A (bloqueia a formagao de vesiculas COPI, inibindo o
transporte retrogrado, o qual seletivamente recicla proteinas do Golgi até o RE)
(LEAVER et al, 1988; ORCI et al.,, 1991; RUTKOWSKI et al., 2006;
CHATTOPADHYAY, VALENTINE 2009). A Tunicamicina €& produzida por
bactérias do género streptomyces, um antibiético que foi utilizado no tratamento
do cancer mas que, devido a alta toxicidade e a falta de seletividade para afetar
s6 as céluas cancerigenas e nao o tecido saudavel, foi eliminado como possivel

tratamento para ese conjunto de doengas. No entanto, a importéancia deste
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composto na inducdo do estresse de RE tem demostrado o poder da
Tunicamicina, um inibidor da N-glicosilacdo das proteinas, na indugcdo do
estresse de RE e ativagao da UPR em modelos in vitro e in vivo (LEAVER et al.,
1988; RUTKOWSKI et al., 2006; MATSUI et al., 2010).

1.5 Agregacdo de proteinas, modificagbes pods-traducionais e

neurodegeneragao

A agregacao de proteinas mal dobradas € um processo caracteristico que
acontece em todas as doengas neurodegenerativas (BERKE, PAULSON 2003;
HOOZEMANS, SCHEPER 2012). Considerando que os corpos de Lewy sao
acumulos de proteinas mal dobradas, e que mais de 90% dos casos de DP sao
esporadicos, implicando que as modificacdes genéticas ndo sao suficientes para
explicar o inicio da agregacéao proteica, uma das mais intrigantes questdes que
a era da genOGmica nao conseguiu responder € a compreensao das doengas
conformacionais. Talvez seja esse o motivo pelo qual, nas ultimas duas
décadas, os estudos para avaliar as MPT tém aumentado (DUAN, WALTHER,
2015; SANTOS, LINDNER 2017; UVERSKY, 2017). As MPTs regulam a fungéo
de uma proteina, expressao, estabilidade, localizagédo e associagcdo com outras
moléculas (OUESLATI, 2010; HUANG et al., 2016; SANTOS, LINDNER 2017).
A o-sinucleina € uma proteina suscetivel a fosforilacdo, sumoilagdo, O-
glicocilagao, clivagem, nitrosilagdo, ubiquitinagdo e oxidagéo entre varios tipos
de MPT (OUESLATI et al., 2010; BARRET, GREENAMYRE 2015). Considera-
se que a fosforilagdo, oxidagéo, clivagem e ubiquitinacéo da a-sinucleina sao as
MPT mais associadas com a formacao dos corpos de Lewy (OUESLATI et al.,
2010; BARRET, GREENAMYRE 2015), enquanto a nitragdo com a estabilizacao
dos estados oligoméricos (BARRET, GREENAMYRE 2015). Embora existam
dados contraditérios sobre o papel que tem cada uma das MPTs na DP
(TOFARIS et al., 2003; MISHIZEN-EBERZ et al., 2005; OUESLATI et al., 2010;
MUNTANE et al., 2012; BARRET, GREENAMAYER 2015), a relagao delas com

com a formagao de agregados proteicos € notoria.

Baseados no estresse de RE como possivel fator gerador de DP, alguns
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estudos sugerem que pesticidas como a Rotenona e Parquat (BOVE, PERIER
2012), poderiam contribuir para o desenvolvimento da DP, possivelmente pelos
mecanismos de estresse de RE, assim como outros efeitos adversos. Além
disso, foi demostrado o efeito protetor de TUDCA, uma chaperona quimica capaz
de aumentar a capacidade de dobramento de proteinas, sobre os neurénios da
SNpc, num modelo in vivo de DP (CASTRO-CALDAS et al.,, 2012). Essas
evidéncias sugerem que o estresse de RE possa ser um mecanismo comum na
geracao das caracteristicas patoldgicas da DP. Até o momento, para estudar a
relacao do estresse de RE na DP, s6 foram realizados estudos in vitro em células
que sobre-expressam a-sinucleina mutante ou selvagem (COLLA et al., 2012)
onde foi utilizado um modelo em vertebrados inferiores (Medaka Fish),
estudando a importancia do estresse de RE na geracdo das caracteristicas
patolégicas da DP (MATSUI et al., 2010).

Considerando que a formacao de agregados proteicos ricos em a-sinucleina
€ a carateristica patognoménica da DP, e visto o papel relevante que tem as
MPTs na agregagdo desta proteina, no presente trabalho pretende-se
caracterizar um novo modelo de DP induzido por estresse de RE e avaliar a
formagao de agregados proteicos ricos em a-sinucleina induzidos por estresse
de RE, assim como avaliar as MPT envolvidas com a agregacao desta proteina,
no modelo in vivo e Tunicamicina (TM), desenvolvido no laboratério de
Neurobiologia da UFPR.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Testar o estress de RE como possivel mecanismo molecular causador da
DP através do mecanismo de agregagédo e modificagdo quimica de substratos

proteicos.

2.2 Objetivos Especificos

1. Quantificar a perda de neurbénios dopaminérgicos nos modelos neuro-
toxicolégicos induzidos com TM e 6-OHDA para o estudo da DP.

2. Analisar a reatividade glial na SNpc.

3. Avaliar o estresse de RE induzido por TM e 6-OHDA.

4. Avaliar a formacdo de agregados proteicos nos modelos neuro-
toxicolégicos de TM e 6-OHDA para o estudo da DP.

5. Avaliar quantitativa e qualitativamente as modificagbes pos-trducionais
envolvidas na formagao de agregados proteicos na DP, tais como carbonilagéo,

fosforilagao e nitragao.



27

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Cirurgia Estereotaxica

Ratos Wistar machos, de 280-320gr foram profundamente anestesiados com
quetamina (i.p., 100 mg/Kg) e xilazina (i.p., 20 mg/kg). Os mesmos foram fixados
no estereotaxico e a area sobre o cranio foi tricotomizada e limpa com alcool,
antes de ser realizado o corte com bisturi. Apds o corte, um orificio foi perfurado
no cranio sobre a area de interesse, por onde se procedeu a inserir a agulha
para a realizacdo das microinjecées na SNpc com: veiculo (PBS:DMSO, solugcao
salina, do inglés Phosphate Buffer Saline); 1 ug de 6-OHDA (6-hidroxidopamina),
um analogo da dopamina que induz morte celular de neurdénio dopaminérgicos
pelo aumento de espécies reativas ao oxigénio e quinonas (BARNUM, TANSEI
2010) ou 0,1 ug TM (bloqueador da N-glicosilagdo das proteinas no RE)
(LEAVER et al., 1988). O atlas do cérebro de rato de Paxinos e Watson foi
utilizado para obter as coordenadas estereotaxicas. Apos a cirurgia, os animais
foram mantidos para recuperacdo da anestesia em sala com temperatura
controlada (22+/- 2 °C), e tratados com analgésico meloxicam (i.p., 5 mg/kg) por

24 horas (em concordéncia com o CEUA N° 870).

3.2 Obtencao de amostras bioldgicas

Apods os animais serem injetados, os mesmos foram eutanaziados 7 dias pos

injecado; e as amostras foram coletadas para ensaios bioquimicos, de imuno-

histoquimica, western blot e ELISA.
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3.3 Obtencao do encéfalo para analise por imuno-histoquimica

Os animais foram profundamente anestesiados com quetamina (i.p., 100
mg/Kg) e xilazina (i.p., 20 mg/kg), e perfundidos por via transcardiaca. Uma vez
profundamente anestesiados, colocou-se o animal em decubito-dorsal sobre a
mesa de perfusédo, uma incisdo abdominal abaixo da margem costal foi realizada,
o diafragma foi cortado e as costelas foram cortadas, removendo o peitoral
esternocostal, expondo o coragdo. O atrio direito foi cortado para deixar sair o
sangue e liquidos perfundidos; no ventriculo esquerdo foi inserida uma seringa,
a qual estava conectada com uma bomba de perfusao, em fluxo constante de 11
mL/minuto. Primeiro foi injetada solug¢do de lavagem com solugéo salina
complementada com anticoagulantes (NaCl 0,9% - Citrato de sddio 0,4% - Nitrito
de Sdédio 0,2%, pH 7,2), seguida por solugdo de fixacdo logo depois
(paraformaldeido 4%). Os encéfalos foram removidos e incubados por 24 horas,
a 4°C, em solucao fixadora, e entdo imersos por mais 72 horas em solucéo
tamponada de sacarose 30%, para criopreservacao. Os encéfalos foram
mantidos a -80°C até serem seccionados em cortes coronais de 30 um de
espessura em criostato Leica a -20°C. Os cortes foram coletados em solugéo
anti-freezing (PBS 0,01M, 30% sacarose, 30% etilenoglicol) e armazenados a -

20°C até o seu processamento para imuno-histoquimica.

Para o processamento de imuno-histoquimica, os cortes foram lavados trés
vezes de 10 minutos com PBS 0,1M, e em seguida com H202 30 vol. diluida a
3% em PBS 0,1M. Apés nova lavagem com PBS 0,1M por 10 min, os cortes
foram colocados por 30 minutos em solugéo de bloqueio (5% soro fetal bovino,
0,1% triton X-100 em PBS 0,1M). A seguir, os cortes foram incubados com
anticorpo  primario anti-TH (para o reconhecimento de neurbnios
dopaminérgicos) ou anti-GFAP (do inglés, Glial Fibrilar Acidic Protein) (para o
reconhecimento de astrécitos) diluidos em solugao de bloqueio over-night em
camara fria. No dia seguinte, os tecidos foram lavados trés vezes de 10 minutos
e incubados com anticorpo secundario biotinilado por 2h, sempre incubando em
agitacdo constante. Depois os tecidos foram incubados com Avidina-Biotina

Complex, seguido da revelagda com DAB (de acordo com o fabricante).
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Seguidamente a reacao, os cortes foram lavados 5 vezes de 10 min em PBS
0,1M desidratados em Alcool e Xilol, montados em laminas e finalmente cobertos
com laminulas utilizando-se Entellan® (Merk). Os tecidos foram visualizados em
microscopio Zeiss Axio Observer acoplado ao software Axio Vision 4.8.2 ou
microscopio Confocal Nikon A1R MP+.

Para o processamento de imuno-histoquimica, os cortes foram lavados trés
vezes de 10 minutos com PBS 0,1M, e em seguida com H202 30 vol. diluida a
3% em PBS 0,1M. Apéds nova lavagem com PBS 0,1M por 10 min, os cortes
foram incubados por 30 minutos, em solugéo de bloqueio (5% soro fetal bovino,
0,1% triton X-100 em PBS 0,1M). A seguir, os cortes foram incubados com os
anticorpos primarios anti-TH (1:750, Sigma) ou anti-GFAP (1:600, Dako),
diluidos em solucao de bloqueio over-night em camara fria. No dia seguinte, os
tecidos foram lavados 3 vezes por 10 minutos e incubados com anticorpo
secundario biotinilado por 2h, sempre em agitagcaéo constante. Depois os tecidos
foram incubados com Avidina-Biotina Complex, seguido da revelacdo com DAB
(de acordo com instrugbes do fabricante). Apés a reagao, os cortes foram
lavados 5 vezes por 10 min em PBS 0,1M desidratados em Alcool e Xilol,
montados em laminas e finalmente cobertos com laminulas utilizando-se
Entellan® (Merk). Os tecidos foram visualizados em microscopio Carl Zeiss Axio
Observer acoplado ao software Axio Vision 4.8.2. A nomenclatura e os limites
das estruturas encefalicas foram definidos de acordo com Paxinos (PAXINOS &
WATSON, 1997).

Para a visualizagao da a-sinucleina, os cortes foram lavados trés vezes de
10 minutos com PBS 0,1M e foram bloqueados com solug¢do de bloqueio (5%
soro fetal bovino, Tritén X-100 0,1% em PBS 0,1M) por 30 minutos em agitagao.
A seguir, os cortes foram incubados com anticorpo anti-a-sinucleina (1:1000, BD
610787) diluido em solucdo de bloqueio over-nigth em camara fria. No dia
seguinte, os tecidos foram lavados 3 vezes por 10 minutos e incubados com
anticorpo secundario Alexa Fluor 488 cabra anti-camundongo por 2h, a
temperatura ambiente em agitacdo, em escuriddo. Apds a incubagdo com o

anticorpo secundario, os cortes foram lavados 5 vezes por 10 min em PBS 0,1M
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e montados em laminas e cobertos com Glicero-DAPI (Solug&o 30% de glicerol,
contendo 1ug/ml de DAPI). As laminas foram visualizadas no microscopio
Confocal Nikon A1R MP+ (Nikon, Tokyo, Japan).

3.4 Obtencao de amostras para analise por western-blot e ELISA

Os animais foram sacrificados sem anestesia por decapitacdo. Apods
eutanasias, o cérebro foi retirado e colocado em PBS gelado. O cérebro foi
dissecado manualmente utilizando lupa, os nucleos da base retirados e
armazenados em microtubos a -80°C até serem analisados por

ultracentrifugacao.

3.5 Dosagem de proteinas pelo Método de Bradford

A dosagem de proteinas Totais e soluveis em Triton X-100 foi realizada pelo
método de Bradford (#500-0006, BioRad), em leitor de placas de 96 pocgos
(Meridian ELX 800). A curva padrao foi construida com diferentes concentragdes
(0-200 pg/ml) de Albumina de soro Bovino (BSA) e as amostras foram diluidas
para se aproximarem da regido de linearidade da curva padrdo. A leitura do

resultado foi feita em 595 nm.

3.6 Dosagem de proteinas pelo método do BCA

Devido a que o SDS interfere na quantificagao pelo método de Bradford, as
proteinas soluveis em SDS, foram quantificadas pelo método do BCA, utilizando
Pierce BCA Protein Assay Kit (#23227, Thermo) em leitor de placas de 96 pocos
(Meridian ELX 800). A curva padrao foi construida com diferentes concentra¢des
(20 ng/mL —2000 pug/mL) de Albumina de soro Bovino (BSA) e as amostras foram

diluidas para se aproximarem da regiao de linearidade da curva padrao. A leitura
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do resultado foi feita em 562 nm.

3.7 Analise da fosforilagao na serina 129 da a-sinucleina

A fosforilagdo da proteina a-sinucleina € uma MPT, associada com a
formagao de agregados proteicos de a-sinucleina, proprios da DP. Essa proteina
pode apresentar varias fosforilages, sendo a fosforilagdo no residuo de serina
129 a alteragao mais critica no processo de agregacao (OUESLATI, 2016). Para
conseguir analisar o nivel de fosforilagdo de a-sinucleina, um ELISA (do inglés,

Enzime Linked Immunosorbent Assay) semi-quantitativo foi realizado.

Brevemente, placas Nunc de 96 pocgos (Thermo) foram sensibilizadas com
anticorpo anti-a-sinucleina (BD 610787) diluido em tampao carbonato (pH 9,6),
16-18 horas a 4°C. A placa foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 0,1% e
posteriormente bloqueada com PBS-BSA 1%, a 37°C por 1 hora. Apds a etapa
de bloqueio, a placa foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 0,1% e foram
adicionados, em cada pogo, 20mg de proteinas soluveis em TX-100 e soluveis
em SDS, a 37°C por 2 horas. A placa foi lavada novamente, e os pogos foram
incubados com anticorpo primario contra a-sinucleina fosforilada (anti-Phospho-
a-sinucleina S129, Abcam EP1536Y), a 37°C por 2 horas. Transcorrido o tempo
de incubacao do anticorpo primario, a placa foi lavada novamente e incubada
com anticorpo secundario anti-coelho (1:4.000, SIGMA), conjugado com HRP
por 1 hora a 37°C. A placa foi lavada repetidas vezes com PBS-Tween 0,1%, e
incubada 30 minutos a temperatura ambiente, com substrato TMB single solution
(Life Technologies). Uma vez completado o tempo, a reagéo foi interrompida com

Acido Sulfturico 1M. A absorbancia foi aferida em leitor de placas, a 450 nm.
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3.8 Dosagem de proteinas carboniladas

Reacbes oxidativas podem causar a formagao de grupos carbonilas em
proteinas. Esta é uma modificagdo tipica, que favorece a agregagao proteica,
motivo pelo qual foi avaliada por (1) espectrofotometria e (2) ELISA direto (do

inglés, Enzime Linked Immunosorbent Assay) semi-quantitativo.

Espectrofotometria: o método utilizado é uma adaptagdo do método
colorimétrico por dinitrofenil hidrazina (DNPH), descrito por Quinlan e Gutteridge
(1999). Brevemente, 100 ug de extrato total de proteina, previamente
quantificadas, foram incubadas com solu¢gdo de 10 mM DNPH (em 2M HCI) (90
minutos, 37°C). Depois de incubadas com DNPH, as proteinas foram
precipitadas com solugao 20% de acido tricloroacético em gelo, e centrifugadas
a 6000rpm (10 minutos, 4°C), lavadas com solugdo de lavado (acido
acético:etanol 1:1) e resuspendidas em hidrocloreto de guanidina 6M. O branco
da reacao consistiu na reacdo completa feita na auséncia de proteinas. As

absorbancias foram determinadas em 360 nm.

ELISA: o método utilizado foi de acordo com Alamdari e colaboradores
(2005), com algumas modificagbes. Para isto, 200ng as amostras foram
adsorvidas uma placa Nunc de 96 pogos (Thermo) com tampé&o carbonato (pH
9,6) durante 16-18hs a 4°C, lavados 3 vezes com PBS e incubados (45 minutos
a temperatura ambiente) com solugdo de DNPH (0,05M, pH 6,2). Logo depois
do periodo de derivatizagcdo com DNPH, as amostras foram lavadas 5 vezes com
PBS:etanol (1:1), e bloqueadas durante 90 minutos com solug¢ao de bloqueio (5%
leite em 0,1% PBS-Tween 20) a temperatura ambiente, e lavadas 5 vezes com
PBS-Tween. As amostras foram incubadas com anti-DNPH (1:2.000) (1 hora a
37°C) e depois lavadas 5 vezes com PBS-Tween. Logo foram incubados com
anticorpo secundario anti-coelho (1:4.000, SIGMA) conjugado com enzima HRP
(do inglés, Horse Radish Peroxidase) por 1 hora a 37°C e lavados 5 vezes com
PBS-Tween. Transcorridas as lavagens, foram adicionados 100ul de substrato
TMB single solution (Life Technologies) e a reacao foi detida com 50ul de H2SO4

1M. A absorbancia foi medida a 450nm em leitor de placas de ELISA.
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3.9 Anadlise de carbonilagao de a-sinucleina

Para avaliar a carbonilagdo de a-sinucleina, as amostras foram avaliadas
por ELISA sanduiche semi-quantitativo, seguindo o protocolo de Colombo e
colaboradores (2015). Brevemente, 200ug de proteinas foram derivatizadas com
solugdo de DNPH 10mM (1 hora a temperatura ambiente na escuridao, com
vortex a cada 15 minutos). As proteinas foram precipitadas por adigdo de 1
volume de solugdo de acido tricloroacético 20% (incubadas em gelo). As
amostras foram centrifugadas a 10.000xg (5 minutos, 4°C). O sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado 1 vez com 20% de acido tricloroacético,
centrifugados a 10.000xg (5 minutos, 4°C). O sobrenadante foi descartado e o
pellet lavado com etanol:acetato de etila (1:1) (os pasos de lavado com acido
tricloroacético e etanol:acetato de etila foram repetidos 6 vezes). As amostras
foram centrifugadas novamente a 10.000xg (5 minutos, 4°C). O pellet foi
resuspendido por sonicado em tampéo 20mM Tris-HCI (pH 6.8) suplementado
com 1% de Triton X-100 e 0,2% de SDS, e as amostras foram quantificadas por
Bradford. Por outro lado, uma placa Nunc de 96 pogos (Thermo) foi sensibilizada
com anticorpo anti-a-sinucleina em tampao carbonato (pH 9,6) durante 16-18hs
a 4°C. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween 0,1% bloqueadas com
solugao de bloqueio (leite 5% diluido em PBS-Tween 0,1%) 1 hora a 37°C. As
placas foram lavadas novamente 3 vezes com PBS-Tween 0,1%, e 20ug de
proteinas foram incubados 2 hora a 37°C. As placas foram lavadas novamente
3 vezes com PBS-Tween 0,1%, e incubadas com anticorpo anti-DNPH (1:2.000).
Transcorrido o tempo de incubacdo do anticorpo primario, a placa foi lavada
novamente e incubada com anticorpo secundario anti-coelho (1:4.000, SIGMA),
conjugado com HRP por 1 hora a 37°C. A placa foi lavada repetidas vezes com
PBS-Tween 0,1%, e incubada 30 minutos a temperatura ambiente, com 100ul
de substrato TMB single solution (Life Technologies). Uma vez completado o
tempo, a reacao foi interrompida com 50ul de H2SO4 1M. A absorbéancia foi

aferida em leitor de placas, a 450 nm.
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3.10 Analise de nitragao proteica — Dot blot

A nitragcao de proteinas nos residuos de tirosina é uma MPT que revela a
perturbacdo da sinalizacdo e metabolismo do oOxido nitrico em direcdo a
processos oxidantes. Deste modo, 3-nitrotirosina tem sido estabelecida como
bio-marcador do estresse nitro-oxidativo celular e sistémico. Para a detecgao de
residuos de nitrotirosina em proteinas, foi utilizado o método de dot-blot. Para
isso, 2ug de proteinas soluveis em TX-100 e SDS foram imobilizadas sobre uma
membrana de nitrocelulose. A mesma foi bloqueada com BSA 2% (solugao de
bloqueio) por 12-18 horas com anticorpo anti-nitrotirosina a 4°C em agitagao.
Passado o tempo de incubacdo do anticorpo, as membranas foram lavadas 3
vezes com TBS-Tween 0,1%, e incubadas com anticorpo secundario anti-coelho
(1:4.000, SIGMA) conjugado com enzima HRP por 1 hora a temperatura
ambiente, em solugao de bloqueio, lavada novamente com TBS-Tween 0,1% 3

vezes, e revelado com ECL.

Como controle do teste, um duplicado das membranas foi incubado com
10mM de Dithiothreitol (DTT). Depois da imobilizagdo das proteinas na
membrana, as mesmas foram tratadas com DTT, lavadas exaustivamente com
TBS-Tween 0,1%, e foi utilizado o mesmo procedimento anterior desde a etapa
de bloqueio. Neste caso, o DTT reduz a nitro-tirosina em amino-tirosina, e serve

como controle de especificidade do anticorpo primario.

3.11 Analise de nitragcao de a-sinucleina

Brevemente, placas Nunc de 96 pocgos (Thermo) foram sensibilizadas com
anticorpo anti-a-sinucleina (Abcam 1903) diluido em tampéao carbonato (pH 9,6),
16-18 horas a 4°C. A placa foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 0,1% e
posteriormente bloqueada com PBS-Leite 2%, a 37°C por 1 hora. Apés a etapa
de bloqueio, a placa foi lavada 3 vezes com PBS-Tween 0,1% e foram
adicionados em cada pogo, 20 ug de extrato total de proteinas soluveis em TX-

100 e soluveis em SDS, a 37°C por 2 horas. A placa foi lavada novamente, e os
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pocos foram incubados com anticorpo primario contra nitrotirosina (anti-
nitrotirosina), a 37°C por 2 horas. Transcorrido o tempo de incubacédo do
anticorpo primario, a placa foi lavada novamente e incubada com anticorpo
secundario anti-ovelha (1:3.000, SIGMA), conjugado com HRP por 1 hora a
37°C. A placa foi lavada repetidas vezes com PBS-Tween 0,1%, e incubada 30
minutos a temperatura ambiente, com substrato TMB single solution (Life
Technologies). Uma vez completado o tempo, a reacéo foi interrompida com

H2S04 1M. A absorbancia foi aferida em leitor de placas, a 450 nm.

3.12 Extracao de agregados proteicos de a-sinucleina

A extracdo dos agregados proteicos de a-sinucleina em concordancia com
protocolos publicados em trabalhos recentes (MAO et al., 2016; Tanase e cols.,
2016). Brevemente, os tecidos foram homogeneizados por sonicagédo em
tampao de lise (150 mM NaCl, 50 mM Tris, 1% Triton X-100, complementado
com inibidores de proteases e fosfatases), e centrifugados a 12.000Xg, 10
minutos a 4°C. ApoOs centrifugagcdo, o sobrenadante foi recuperado e
armazenado como fragao soluvel em Triton X-100 (TX-100). O pellet resultante
foi resuspeso por sonicagdo no mesmo tampao de lise suplementado com 2%
SDS, e logo centrifugado a 22.000xg por 30 minutos a 18°C. O sobrenadante foi
armazenado como fragao soluvel em SDS. A concentracdo de proteinas dos
sobrenadantes foram quantificadas pelo método de Bradford para a fracao
proteica soltvel em TX-100 ou Acido Bicinconinico (BCA) para a fragdo soluvel
em SDS.

3.13 Western blot

Esta € uma técnica de rotina nos laboratorios de pesquisa biologica, que
permite o estudo da expressdo de proteinas em uma amostra bioldgica,
permitindo examinar a expressdo semi-quantitativa de uma proteina especifica

numa amostra e assim comparar os niveis de proteinas entre varias amostras.
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Para isso, com base no tamanho, as proteinas sao separadas por eletroforese
em géis de poliacrilamida. A electroforese em geis de poliacrilamida em
condigdes desnaturantes, foi descrita originalmente em 1970 por Laemmli. Nesta
técnica, as proteinas sao separadas em fungdo da massa molecular. Para migrar
no gel de poliacrilamida, as proteinas sao desnaturadas e expostas ao dodecil
sulfato de sédio (SDS) para ser carregadas negativamente. Os complexos SDS-
proteina adotam uma conformacdo desdobrada, e um valor carga/massa
constante que permite que as proteinas possuam uma carga similar em relacéo
a massa molecular permitindo a separacao das proteinas em fungao da massa
molecular. Quando aplicado um campo elétrico, as proteinas migram pelo gel
desde o catodo até o anodo, ficando as mesmas divididas em bandas separadas

em base a massa molecular.

3.13.1 Western blot |.- Eletroforese de Proteina em Gel de Poliacrilamida

Para a separagao de proteinas por eletroforese foram construidos mini-géis
de poliacrilamida 10%. Os géis estdo formados por 2 partes: gel separador e gel
concentrador. A fungéo do gel concentrador é concentrar as proteinas e permitir
que a entrada no gel separador das proteinas acontega no mesmo momento

para todas as amostras.

Os géis foram colocados no suporte dentro da cuba de eletroforese (BioRad)
e foi adicionado tampao de corrida (25 mM Tris; 192 mM Gilicina; 0.1% SDS; pH
8,4). Utilizando seringa Hamilton, foi adicionado 2 ul de marcador de peso
molecular, e nos restantes pogos foi carregado um volume determinado para 5-
20 ng de proteinas totais das amostras analisadas, dependendo da proteina a

ser analisada. A corrida de eletroforese foi realizada a 50 mA e voltagem livre.

3.13.2 Western blot Il.- Transferéncia para Membranas de Nitrocelulose

As proteinas precisam ser acessiveis para o reconhecimento por anticorpos.
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Para isso, as proteinas foram transferidas do gel de poliacrilamida para uma
membrana de nitrocelulose. Esse processo utiliza o mesmo principio da
eletroforese, mas nesse caso a corrente elétrica é aplicada em paralelo a posi¢céao
do gel, dessa forma, as proteinas migram do gel até a membrana. O ‘sanduiche’
para a transferéncia foi armado submerso em tampao de transferéncia (25 mM
Tris; 192 mM Gilicina; 20% Metanol) aplicando os componentes na seguinte
ordem (do polo negativo ou catodo, até o positivo ou anodo): esponja, 3 folhas
de papel filtro, gel, membrana, 3 folhas de papel filtro e outra esponja. As
proteinas sao transferidas desde o polo positivo até o negativo, ficando aderidas
na membrana de nitrocelulose. O ‘sanduiche’ é colocado na cuba de
transferéncia, submerso em tampao de transferéncia. Como o processo leva ao
aquecimento da solucéao, o dispositivo foi refrigerado circulando o tampao com
agitador magnético. A transferéncia durante 1 hora em frio, a 3mA.hora/cm?, com
voltagem livre. Uma vez finalizada, a membrana foi retirada e corada com
Vermelho Ponceau (0,2% vermelho Ponceau e 3% acido tricloroacético em
H2Odest) durante 2 minutos, com intengcdo de comprovar a transferéncia das
proteinas desde o gel até a membrana. O vermelho Ponceau cora de forma
inespecifica todas as proteinas da amostra, e pode ser removido da membrana

ao lavar com TBS-Tween 0,1%.

3.13.3 Western Blot Ill.- Bloqueio da membrana e incubagdo com anticorpos

O bloqueio da membrana é importante no Western blot para reduzir a unido
inespecifica dos anticorpos na membrana, evitando dessa forma, a observacao
de falsos positivos. Para isso, uma vez que as proteinas foram transferidas, a
membrana foi bloqueada 1 hora a temperatura ambiente (TA) em uma solugao
de leite desnatada ou BSA (albumina de soro bovino) 5% em TBS-Tween 0,1%
com agitagéo leve. Uma vez terminado o tempo, a membrana foi incubada a 4°C
over-night (de 16h a 20h) em solugéo de bloqueio com anticorpos monoclonais
anti-p-actina (1:4.000, Sigma), anti-GAPDH (1:3.000, Sigma), anti-a-sinucleina
(1:3.000, BD 610787), anti-KDEL (1:2.000, Enzo Life Science) e anti-CHOP
(1:1.000, Thermo Scientific).
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Apos a incubagao do anticorpo primario, as membranas foram lavadas com
TBS-Tween 0,1% (3 X 5 minutos). Em seguida, a membrana foi incubada com
anticorpos secundarios: anti-lgG camundongo-HRP o anti-lgG coelho-HRP
(1:5000, SIGMA) durante 1 hora a TA. Uma vez transcorrido o tempo, a
membrana foi lavada com TBS-Tween 0,1% (3 X 5 minutos), e o processo de

revelado foi iniciado.

3.13.4 Western Blot IV.- Deteccao

Para a deteccdo das proteinas presentes na membrana, foi utilizado o
sistema ECL (ECL #32106 Pierce, Thermo Scientific), devido a sua alta
sensibilidade. Este sistema também tem a capacidade de gerar um contraste
excelente dos sinais gerados. Para o revelado foram utilizados anticorpos
conjugados com enzima HRP (peroxidase de rabanete). A reagao
quimioluminescente ocorre quando a energia de uma reagao quimica € emitida
como luz. A peroxidase conjugada ao anticorpo secundario € utilizada para
catalisar a oxidagao do luminol (ECL reagente de deteccdo 2) na presenga de
H202 (ECL reagente de detecgéo 1). Apos a oxidagao, o luminol esta num estado
excitado, e passa para um estado basal, onde emite luz. Quando a reacao ocorre
sobre um filme autorradiografico, € obtida uma impressdo porque a luz

impressiona os graos de prata do filme.

A membrana foi incubada com ambas solu¢des ECL em quarto escuro por 1
minuto. O excedente do ECL foi removido, e a membrana foi exposta a um filme
autorradiografico (Fuijifilm) em um cassete proprio por 5 minutos e revelado com
solucdes reveladoras e fixadoras comerciais (Kodak).

3.14 Analise estatistica

Todos os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism
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(versdo 6.0), e avaliados por ANOVA de 1 ou 2 vias, seguido por analise pos-

hoc Tukey, tomando como significativo p<0.05.



4. RESULTADOS

4.1 Capitulo I- Caracterizacicao do modelo

40
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Absiract Parkinson's disease (FD) is a neuwrodegenerdive
disorder characterized by progressive death of dopaminergic
newrons of the substantia nigra pars compacta (SNpc), leading
to the mgor clinical abnormalities that characterize this dis-
eae Although PD'seidogy is unknown, a-synuclein aggre-
gdion playsapivotd rolein PD pathogenes s, which could be
associded to some pathologicd processes such as oxidalive
siress, endoplasmic reficulum (ER) siress, impaired protein
degradation, and mitochondrial dysfunction. Increasing ex-
perimental evidence indicates that ER stress is involved in
PD, however moet of the described results employed cultured
cdl lines and genetically modified animal models. In this
study, we developed a new ER stress rat modd employing
the well-known ER dressor tunicamycin (Tm). To evaudle
if ER stress was able to induce PD feahures, we performed
an intranigrd injection of Tm (0.1 pg/cerebrd hemisphere)
and animds (male Widar rais) were analyzed 7 days post
injection. The classicd 6-OHDA neurotoxin mode (1 pgice-
rebral hemisphere) was used as an established positive contral
for PD. We show that Tm i njection induced locomotor impair-
ment, dopaminergic neurons death, and activationof asiroglia
In addifion, we observed an exensive a-synuclei n oligomer-
izaion in SNpc of Tm-injected ani mals when compared with
DMSO-injected controls. Finally, both Tm and 6-OHDA
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treated animals presented increased levels of ER stress
markers. Taken together, these findings show for the first time
that the ER siressor Tm recapitulates some of the phenotypic
characteristics observed in rodent models of FD, reinforcing
the concept that ER dress could be animportant contributor to
the pathophysiology of PD. Therefore, we propose the
intranigrd Tm injection as a new ER stress-based modd for
the study of PD invivo.

Keywords Parkinson'sdisease - ER-siress - Tunicamycin -
a-Synucleinoligomerization

I ntroduction

Parkinson’s disease (PD) is the second most common newro-
degenerdive disorder, caused by selective degeneration of
dopami nergic neurons of the Substantia Nigra pars compacta
(SNpc) [1, 2]. Dopaminergic deficit results in motor disahil-
ities, such as rest tremor, bradykinesia, rigidity of movement,
and posiural inetability [3]. Despite the existence of specific
genetic causes, PD is primarily a sporadic disorder. Although
theetidlogy of PD remains unknown, environmenta or genet-
ic factors might contribute to the pathogenesis of PD, leading
fo anincreaseof oxiddtive siress, endoplasmic reticllum (ER)
siress, and imparing mitochondria function [4-7]. Besides
dopaminergic neuronal death, neuropathological hallmarks
of PD include glial reactivity, inflammation, and intracelluar
proteinaceous inclusions caled Lewy bodies (LB), which are
mainly constituted by a-synuclein aggregates [4, 6].
Genetic and transgeni ¢ ani mal models support theidea that
the accumulation of fibrillar a-synuclein plays arelevant role
in the pathogenesis of PD [8]. However, mounting evidence
[9] indicates that soluble pre-aggregale oligomers are respon-
sible for neurodegeneradion, having aggregates a dearance
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function since they could immobilize the oligomeric a-synu-
clein, avoiding its toxic availability.

Abnormal forms of a-synuclein and oligomers lead to cel-
lular homeostasis imbalance that includes alterations of calci-
um signaling [10, 11], mitochondrial dysfunction [12], oxida-
tive and nitrosative damage [13], changes in cytoskeletal in-
tegrity [14], and neuroinflammation [15].

Despite the ubiquitous presence of oe-synuclein in LB [16]
and its relevance in the development of PD [8]. the molecular
mechanism mediating the neurotoxicity of e-synuclein re-
mains unclear and still in debate [17].

Cytosolic and membrane bound levels of «-synuclein are
regulated by their synthesis, degradation, and secretion rates
and a proteostasis imbalance has been shown to be involved in
aggregates formation. The ubiquitin-proteasomal system dys-
function contributes to inclusions formation and toxicity [L8,
19]. Furthermore, post-translationally modified «-synuclein is
impaired to be degraded by the autophagy-lysosome pathway
[20], indicating that disturbance of the two main routes re-
sponsible for protein degradation triggers o-synuclein accu-
mulation in the cell, leading to ER stress.

Approximately, one third of cellular proteins are synthe-
sized in the ER where they are folded and undergo post-
translational modifications. and transit to membrane compart-
ments or are secreted [21]. However, under certain conditions
of cellular stress, protein folding is altered, and misfolded
substrates accumulate in the lumen of ER triggering an adap-
tive signaling pathway called unfelded protein response
(UPR) [21, 22]. This mechanism is regulated by the ER resi-
dent chaperone glucose-regulated protein-78 (GRP78) that
mediates the activation of three major stress sensors: protein
kinase RNA-like ER kinase (PERK), inositol requiring
enzyme-1 (IRE1), and activating transcription factor-6
(ATF6) [21]. The initial role of UPR is to restore homeostasis
and alleviate ER stress through attenuation of protein transla-
tion, increase folding capacity. ER membrane expansion and
activation of ER-associated degradation (ERAD pathway)
[21-24].

Endoplasmic reticulum (ER) stress has recently acquired
great attention in the field of neurodegenerative diseases [25,
26], particularly with respect to PD [27]. In fact, post-mortem
analysis has demonstrated that substantia nigra of PD cases
present activation of the PERK pathway, which is correlated
with increased levels of o-synuclein in dopaminergic neurons
[28]. Additionally, the C/EBP-homologous protein (CHOP), a
downstream member of the PERK pathway [21], is up-
regulated in the 6-OHDA neurotoxin-induced cell death both
in vitro [29] and in vivo [30], corroborating the findings that
CHOP knockout mice dopaminergic neurons are protected
from cell death after 6-OHDA challenge [31]. Besides
PERK, the IREl and ATF6 branches of the UPR have also
been implicated in PD [27], however most of the experimental
data were obtained employing cultured cell lines or neurons
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[32, 33] and transgenic animals [34, 35]. These data collec-
tively suggest that the UPR is activated in PD and that UPR
activation is closely associated with the accumulation and ag-
gregation of «-synuclein and dopaminergic cell death.

Because increasing evidences point to the pivotal role the
ER stress and UPR in PD and there is lacking of in vivo ER
stress models that use only non-genetically manipulated ani-
mals, we developed a new ER stress rodent model employing
an intranigral injection of the well-known ER stressor
tunicamycin (Tm) [36]. First, we found that Tm injection in-
duced locomotor impairment, dopaminergic neurons death,
and activation of astroglia. In addition, we observed an exten-
sive ae-synuclein oligomerization in SNpc of Tm-injected an-
imals when compared with control. In this context, the classi-
cal 6-OHDA neurotoxin-based model was employed as an
established positive control for PD [31, 37, 38]. Finally, ani-
mals challenged with Tm presented increased levels of ER
stress markers, indicating that the UPR signaling was activat-
ed in this new animal model, which in turn recapitulates sev-
cral features of PD. Therefore, we propose the intranigral Tm
injection as a new ER stress-based model for the study of PD
in vivo.

Materials and Methods
Animals

Experimental procedures were performed in accordance with
the Ethics Committee for Research on Animals UFPR (proto-
col #778). Fifty-eight adult male Wistar rats 9 weeks old,
weighing 280-320 g at the beginning of the experiments were
used. Animals were housed in groups of five, in polypropyl-
ene cages and maintained under standard conditions of tem-
perature (22 + 2 °C) and illumination (12/12 h light/dark cy-
cle). The animals had free access to water and food throughout
the expenments.

Surgical Procedures

Animals were anesthetized using ketamine/xilazine (100 mg/
kg; 20 mg/kg; Syntec do Brasil Ltda, Brazil) intraperitoneally,
and placed in a stereotaxic frame. The following coordinates
were used to the bilateral injury, bregma as a reference: SNpc
(AP)=-5.3mm, (ML) =+2.1 mm e (DV)=-7.8 mm (Paxinos
and Watson, 2005). 5 mg/ml stock solution of Tm (Sigma)
was prepared in dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma).
Needles were guided to the region of interest for a bilateral
infusion of 0.5 pL of Tm prepared at a final concentration of
0.2 mg/mL diluted in PBS (1:25 dilution from the stock solu-
tion). As a positive control of the lesion, 1 pL of the neuro-
toxin 6-hydroxydopamine (6-OHDA) (Sigma) dissolved in
PBS at a final concentration of 1 mg/mL, supplemented with
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0.2 % of ascorbic acid was injected. Also, the sham procedure
(control group) received 1 uL of the vehicle (PBS:DMSO,
1:25). The infusions were performed with an electronic pump
(Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA) at a flow rate of
0.33 pL/min. After each infusion the needle was kept in the
injection site for additional 2 min to avoid reflux.

Footprint Analysis

One week after surgery, animals were evaluated for mo-
tor coordination and balance [39]. A 100-cm long, 10-cm
wide runway (with 35-cm high walls) was used for foot-
print test. Before collecting footprints, each animal was
able to explore the runway for 5 min. After recognition,
animal’s paws were painted with water-based nontoxic
paint (using different color for hindpaws and forepaws),
and ecach animal was immediately placed at one end of
the runway previously covered with a strip of paper as
template. Data were collected when the animal was able
to walk without interruption giving at least four steps in
a straight line for each paw (initiation and finishing of
the run were ignored) [40, 41]. The paper was removed
for analysis and fore and hind step parameters were an-
alyzed according to an established methodology [40].

Western Blot Analysis

To determine ER stress within the substantia nigra (SN),
7 days after injection with 6-OHDA or Tm, animals were
decapitated, their brains were rapidly ice-removed and SN
was dissected. Until processed for analysis, tissues were
stored at —80 °C in lysis buffer containing 50 mM NaCl,
50 mM Hepes, 2 mM EDTA, 1 % Triton X-100, 1 mM
PMSF, 1 mM sodium orthovanadate, and complete protease
inhibitor mixture EDTA-free (Roche). Samples were manual-
ly homogenized on ice using a micropestle (Eppendorf). After
centrifugation (10 min 12,000%g at 4 °C), supernatant was
collected. Protein concentration was determined by the
Bradford method (Bio-Rad, Germany). Samples were subject-
ed to SDS-PAGE and proteins transferred to a nitrocellulose
membrane (GE Healthcare). The membranes were then
blocked in 5 % slime milk or BSA in TBS-T (blocking solu-
tion) for 1 h at room temperature and incubated 16 h with the
desired antibody diluted in blocking solution. Employed anti-
bodies were: mouse monoclonal anti-P-actin (A5441, Sigma),
anti-x-synuclein (610787 BD), anti-CHOP (MA1-250,
Thermo Scientific), anti-KDEL (ADI-SPA-827, Enzo Life
Science) and anti-GAPDH (#2118, Cell Signaling). After pri-
mary antibody incubation, membranes were extensively
washed with TBS-T and incubated with HRP-conjugated sec-
ondary antibody (Sigma) in blocking solution for 1 h at room
temperature. Finally, membranes were washed again and im-
mune complexes were detected using the ECL

chemiluminescent detection system (GE Healthcare Life
Sciences, Brazil). The protein levels were quantified by den-
sitometry using ImageJ v1.47 software (National Institutes of
Health, USA).

Imunohistochemistry

Animals were deeply anesthetized using ketamine/xilazine
(100 mg/kg/20 mg/kg), and transcardially perfused with
PBS, followed by 4 % paraformaldehyde in PBS (pH 7.2) at
a constant flow of 1 mL/min. Fixed brains were quickly re-
moved and post-fixed by immersion in 4 % paraformaldehyde
for 24 h. The brains were immersed in 30 % sucrose solution
for cryoprotection, and stored at —80 °C until cryostat section-
ing (Leica Lm 1850, Germany). Brains were sliced into
30-pum coronal sections (Bregma: —5.16 to —5.40) and stored
in anti freezing solution (30 % ethylene glycol, 30 % sucrose
in PBS) at =20 °C. Free-floating sections were permeabilized
for 15 min at room temperature with 0.1 % Triton X-100 in
PBS, treated with 0.3 % H,O, for 20 min, washed three times
with PBS followed by blocking with 5 % BSA for 30 min and
incubation overnight with mouse anti-tyrosine hydroxylase
(TH) (T2928, Sigma) or rabbit anti-GFAP (Z0334, DAKO)
antibody at 4 °C. Antibodies were detected using HRP immu-
nostaining kit (Diagnostic Biosystems). Tissues were
dehydrated in aqueous graded ethanol solutions from 70 to
100 % and then immersed twice in xylene and mounted with
Entellan New (Merck).

Statistical Analysis

Differences between the groups were analyzed by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey post hoc
tests. Values are expressed as mean + standard error of mean
(SEM). The level of significance was set at P < 0.05.

Results

We first examined whether the ER stressor Tm could induce
locomotor disturbances in animals subjected to direct drug
delivery into SNpc, as typically observed in other well-
established animal model of PD [31, 37, 38]. Seven days after
challenging rats with a single bilateral injection of Tm or 6-
OHDA, footprint test was performed to assess locomotor per-
formance. Quantitative analyzes showed absence of statistical
differences in the stride length of hindpaw and forepaw be-
tween groups (Fig. la). While the stance width of the fore-
paws did not show difference between groups, hind paws
instead was significantly broader in Tm- and 6-OHDA-
injected (P < 0.01) animals [F [2, 24]= 7.986; P = 0.0022]
(Fig. 1b) in comparison with the control group.
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Fig. 1 Footprints reveal gait abnormalities in animals challenged by Tm.
a Stride lengths and b stride width for hind- and fore-paws measured with
the footprint test. Data is represented as the mean £ SEM (CONTROL
n=10; TUNICAMYCIN n = 8; 6-OHDA n=9), asterisks indicate statis-
tical differences (***) p < 0.01 compared with the control group

After locomotor assessment, animals were sacrificed and
brains evaluated for dopaminergic neuronal loss by TH im-
munostaining at SNpc level. Figure 2 shows representative
images of coronal midbrain sections of TH-immunoreactive
neurons for control (sham), Tm and 6-OHDA (positive con-
trol) groups (Fig. 2a—c, respectively). Quantification (Fig. 2d)
of TH-immunopositive neurons in SNpc showed a decrease of
25 % (P < 0.05) and 22 % (P < 0.05) for Tm and 6-OHDA
groups respectively, when compared to the control group [F
[2, 10]=6.497; P = 0.0156].

As a hallmark for neurodegeneration, reactive astrogliosis
was examined with antibody against GFAP (Fig. 3) [42].
GFAP immunohistochemistry of coronal midbrain section
from Tm and 6-OHDA injected animals showed ~2.6
(P < 0.0001) and ~2.9 increasing fold (P < 0.0001) of
GFAP" astrocytes when compared to control animals [F [2,
10]= 33.11; P < 0.0001], respectively (Fig. 3d). In addition,
astrocytes from Tm and 6-OHDA animals presented morpho-
logical changes [42] such as cellular hypertrophy and up-
regulated expression of GFAP (Fig. 3b’-c’, respectively),
when compared to control animals (Fig. 3a’).

Based on previous studies that associate ER stress to pro-
tein misfolding [43-45], and because a-synuclein misfolding
is a hallmark of PD [28, 46], we analyzed o-synuclein expres-
sion and its oligomeric status by westemn blot afier Tm treat-
ment. Interestingly, analysis of o-synuclein expression
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showed no difference in monomeric o-synuclein levels be-
tween groups (P = 0.4336) (Fig. 4a, mid panel and Fig. 4b).
However, Tm injected animals showed increased high molec-
ular weight forms of a-synuclein (P< 0.01) [F[2, 11]=9.633;
P =0.0038] (Fig. 4a, upper panel and Fig. 4c) indicating that
the ER stressor Tm can induce in vivo one of the molecular
features of PD.

As amajor consequence of ER stress, UPR activation trig-
gers repression of translation and up-regulation of ER-resident
chaperones afier accumulation of misfolded proteins [47, 48].
In order to measure the intensity of ER stress observed after
injury, ER-resident chaperones were evaluated by western blot
with anti-KDEL tetrapeptide signal (Fig. 5a). Quantification
of ER-resident chaperone levels presented an ~2.9 and ~2.5-
fold increase for GRP78 (P < 0.05) [F [2, 12]= 6.411;
P = 0.0128] (Fig. 5¢), and ~9.4 (P < 0.001) and ~7.5-fold
(P < 0.05) increase for GRP94 for Tm- and 6-OHDA-treated
animals, respectively [F [2, 12]= 8.695; P = 0.0046], when
compared to control animals (Fig. 5b), indicating that both Tm
and 6-OHDA challenges increase ER-resident chaperones.

Upon ER stress, GRP78/GRP94 luminal chaperones disso-
ciate from ER-resident membrane proteins, which transmit
downstream UPR activation signals to the cytoplasm [21,
49]. To clarify if the dopaminergic lesion (Fig. 2) was accom-
panied by PERK pathway signaling modulation, we per-
formed western blot analysis of CHOP in SN samples
(Fig. 6a). Despite the PERK-CHOP pathway has been de-
scribed as the major UPR-associated pro-apoptotic branch
[21, 50] we only observed a tendency to increase levels of
CHOP in Tm group (Fig. 6b, P < 0.10) when compared to
the control group, suggesting that other UPR pathway could
be involved in neuronal cell death. Confirming previously
described results [30], animals presented increased expression
of CHOP under 6-OHDA treatment (Fig. 6b, P < 0.05) [F [2.
15]= 4.649; P = 0.0268], reinforcing the role of ER stress in
these established animal PD model.

Discussion

There are several factors that may be associated with the gen-
esis of neurodegenerative diseases. Genetic causes, inflamma-
tion, ATP generation deficiency, increases in ROS production,
mitochondrial dysfunction, ER stress and protein degradation
pathways have been associated with neurodegenerative pro-
gression in PD both in animal models and humans [25, 51]. In
the present study, we propose a novel in vivo model to the
study of Parkinsonism induced by ER stress.

Increased expression of ER-resident chaperones, such as
GRP78 and GRP94 is thought to be a response against ER
stress, in order to increase protein-folding capacity and allevi-
ate stress conditions (21, 48, 49). In view of that, previous
in vitro studies demonstrated that 6-OHDA, 1-methyl-4-
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Fig. 2 Dopaminergic cell loss induced by Tm. Representative
microphotographs showing TH-immunoreactivity of midbrain coronal

sections of a Control. b Tm and ¢ 6-OHDA injected animals 7 days
post-lesion. d Quantification of TH-positive cell number in SNpc. Data

phenylpyridinium (MPP") and rotenone induce activation of
ER-stress pathways and promote cellular death in neuronal
cultures [29, 32], indicating that known drugs that induce
PD also induce ER stress. 6-OHDA is a classical neurotoxin
that leads to PD by mechanisms of selective dopaminergic
neuronal death by H>05 and quinone generation [52]. The fact
that cultured sympathetic neurons from PERK™ knockout
mice were more susceptible to die than wild-type neurons
when exposed to 6-OHDA indicates the importance of ER
stress in PD pathophysiology [32] and suggests that other
UPR pathways may contribute to induce cell death.
Moreover, mice with 6-OHDA intracerebroventricularly
injected showed GRP78 increase in striatum [30]. Our data
extend these findings as demonstrated by the increase in both
GRP78 and GPR94 expression levels after 6-OHDA
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Fig. 3 Reactive astrogliosis in response to Tm lesion. Representative
microphotographs showing GFAP-immunoreactivity in SN from a
Control, b Tm and ¢ 6-OHDA injected animals 7 days post-lesion. (a'-
¢’) Higher magnifications of the boxed areas in a—¢, showing morphology
of GFAP-positive cells for Control, Tm and 6-OHDA groups,
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are represented as the mean + SEM (CONTROL n = 5; TUNICAMYCIN
n =4, 6-0HDA n = 4). Asterisks indicate statistical differences (**)
p =005

treatment and reinforce the role of the ER stress in the 6-
OHDA neurotoxicity rat model. In addition, the ER stressor
employed in this study, Tm, also increased levels of GRP78
and GRP94 7 days after lesion (Fig. 5a-—c), as similarly ob-
served for GRP78 after ventricular administration of Tm and
thapsigargin [53]. Although CHOP induction is classically
associated to PERK-eIF2a-ATF4 pathway, CHOP levels of
Tm injected animals showed no statistical difference when
compared to the control group (Fig. 6), suggesting that in-
creased levels of GRP78/GRP94 afier lesion (Fig. Sa—c) could
be related to other ER-stress pathways, like ATF6 or IREL
[54-57]. Taken together, these results suggest that ER stress
is a common event in these models of PD.

Under ER stress conditions, activation of PERK pathway
leads to elF2a phosphorylation, activating transcription factor
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respectively. d Quantification of GFAP-positive cell number in SNpc.
Data are represented as the mean + SEM (CONTROL n = 5.
TUNICAMYCIN n = 4; 6-OHDA n = 4). Asterisks indicate statistical
differences (*#%%) p < 0.0001
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Fig.4 Tunicamycin induces oc-
synuclein oligomerization. a
Tissue homogenates from SN
were immunoblotted against ot~
synuclein and GAPDH for
Control, Tm and 6-OHDA 7 days
after treatment. b Immunoblot
quantification of monomeric o-
synuclemn and ¢ oligomeric o-sy-
nuclein. Data are represented as
the mean + SEM (CONTROL

n =35, TUNICAMYCIN n = 4; 6-
OHDA n = 5). Asterisks indicate
statistical differences (**%)
p=0.01
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4 (ATF4), CHOP and apoptosis [21, 50]. Different studies
demonstrated, in vivo and in vitro, that CHOP-knockout cells
are less susceptible to ER stress induced apoptosis [58-60].
This was confirmed later by CHOP knockdown in neuronal
cultures that present increased neuronal survival after Tm or
thapsigargin exposure [61]. In fact, chop-/- mice show protec-
tion signs after injection of 6-OHDA in SNpc of adult mice
[31], and wild-type mice intracerebroventricularly injected
with the same neurotoxin showed an increase in CHOP ex-
pression (30). Surprisingly, Tm injected animals did not ex-
hibit increased levels of CHOP when compared to 6-OHDA
(Fig. 6), suggesting that neuronal loss induced by Tm

Fig. 5 Tunicamycin and 6- a
OHDA induce ER-stress in SN. a
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injection could be associated to other apoptotic pathways, dif-
ferent from CHOP.

In PD. protein misfolding and aggregation have become
one of the central focuses of research. Accumulation of -
synuclein has been linked to progression of neurodegenera-
tion in PD [62, 63], and different studies had related o-
synuclein oligomerization with ER-stress condition.
Employing an A537 oS transgenic mice model, Colla and
collaborators showed that symptomatic animals presented in-
creased levels of ER-chaperones and «-synuclein ER accu-
mulation in addition to the a-synuclein oligomers formation
and disease progression [45]. Remarkably, in vitro studies
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Fig.6 Activation level of the pro-apoptotic PERK pathway after Tm and
6-OHDA injections. a Tissue homogenates from SN were immunoblotted
against CHOP and B-actin for protein loading control. b Quantification of

showed that increased levels of ER stress induce a-synuclein
oligomerization in cells overexpressing wild-type a-synuclein
[44, 64]. In the current study, we employed an in vivo phar-
macological model of ER stress and showed that the endoge-
nous o-synuclein is extensively oligomerized (Fig. 4a, ¢) un-
der a Tm challenge. Importantly, animals used in the experi-
ments do nothave any genetic manipulation (e.g., x-synuclein
transgenic mice), indicating that endogenous levels of o-
synuclein are sufficient to produce oligomerized forms of
the protein under ER-stress conditions. Interestingly, in accor-
dance with previous results obtained with human neuroblas-
toma cell line and mice primary neuronal cultures [44. 64].
monomeric c-synuclein levels did not change after Tm treat-
ment (Fig. 4a, b), suggesting that oligomerization is not
caused by an increased a-synuclein synthesis. In the present
study, we observed that Tm treatment was more efficient to
produce oligomerized forms of «-synuclein, when compared
to 6-OHDA-rat model (Fig. 4a, ¢). The observed difference in
such oligomerization status between Tm- and 6-OHDA-
injected animals could be a consequence of the activation of
different UPR-associated pathways due to the nature of each
ER stressor molecule. However, our results strongly suggest
that not only Tm treatment produces o-synuclein oligomers
but also 6-OHDA. Unexpectedly, the status of a-synuclein
oligomerization has not been previously reported for animals
administrated with 6-OHDA, in spite of being a well-
established model of Parkinsonism. Further in vivo experi-
ments will be conducted in order to clarify the differences
between Tm- and 6-OHDA-induced ER stress and to establish
6-OHDA as a bona fide ER-stressor molecule.

Astrocytes are important players in supporting neurons ho-
meostasis [42, 65]. However, glial reactivity is a major hall-
mark of every neurodegenerative disease, and because of its
relationship with neurons, glial cells could promote the start
and progression of neurodegeneration [65-67]. When com-
pared to other CNS regions, SNpc presents the lowest amount
of astrocytes [65]. Nevertheless, animal models and post-
mortem analyses of patients with PD show increased levels of
reactive astroglia in SNpe [68, 69], suggesting that when
stressed, these astrocytes could contribute to neurodegenerative
progress in PD [65]. In the present study we observed an

e — D v D - —1KDa

ACTIN e————————
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CHOP is represented as the mean = SEM (CONTROL n = 6;
TUNICAMYCIN n = 6; 6-OHDA n = 6), asterisks indicate statistical
differences (*%) p < 0.05

increase in GFAP™ cell number in SNpe of animals treated with
Tm and 6-OHDA, suggesting that ER stress could act as an
inducer of astroglial reactivity. Reactive astrogliosis has previ-
ously been linked to ER stress induction in mice cortex by a
liquid nitrogen lesion model [70], Authors observed that pen-
umbra area was predominantly dominated by reactive GFAP*
cells which express high amounts of BiP and OASIS (Old
Astrocyte Specific Induced Substance), two proteins involved
with UPR signaling [70].

Tm and 6-OHDA lesions inflicted an increase of stance width
for hindpaws (Fig. 1b), suggesting that the occurence of a gait
imbalance, since they presented respectively a 25 and 22 % re-
duction of dopaminergic neurons in SNpe (Fig. 2d). This data are
in accordance with previous findings showing that after an
intranigral injection of 6-OHDA in an hemiparkinsonian model
of PD, footprint tasked animals presented increased distance be-
tween hindpaws as soon as 4 days after the lesion [38]. To our
knowledge, this is the first demonstration that Tm was employed
as an ER-stressor directly in SNpc. It was previously demonstrat-
ed that when medaka fish was injected with Tm into cerebrospi-
nal fluid cavity animals presented movement disorder, a behav-
ioral sign related to PD [71]. However, this model presents the
limitation of inducing an overall ER-stress, including anatomical
regions not directly involved with PD. Furthermore, Fouillet
et al. (2012) showed that a chronic intraperitoneal administration
of Tm, at low doses, produces a preconditioning with mild UPR
that generates neuroprotection in the 6-OHDA mouse model of
PD [72]. In contrast, our proposed model employed intranigral
drug administration by stereotaxic surgery, which has the advan-
tage to ensure an acute challenge only in a limited region of the
CNS and precludes an undesired systemic drug delivery.

Overall, our data confirm that Tm induces in vivo function-
al and molecular PD conditions, similarly to those induced by
6-OHDA. Induction of UPR and ER stress led to several fea-
tures of PD, such as o-synuclein oligomerization, dopaminer-
gic neurons death, and locomotor disabilities. Understanding
the genesis of PD is necessary for carly diagnosis and ad-
vances towards the development of new preventive therapies.
We believe that future studies employing Tm lesion models
and manipulation of UPR pathways will further characterize
the role of the ER stress in the development of PD.
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4.2 Capitulo Il - Avaliagao das modificagoes pés-traducionais associadas a

agregacao de a-sinucleina
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4.2.1 Avaliagao da agregacgao de a-sinucleina

Uma vez evidenciada a agregagdo de a-sinucleina na SN de animais
injetados com TM, mas ndo em animais injetados com 6-OHDA por western blot,
decidimos visualizar os agregados proteicos por imuno-histoquimica contra o-

sinucleina em animais injetados com TM (Figura 1).

Nossos resultados confirmaram a presengca de  agregados
intracitoplasmaticos de a-sinucleina na SN de animais injetados com TM,
quando comparados com animais pertencentes ao grupo Sham, corroborando
os resultados obtidos por western blot que sugeriram a agregacgao desta proteina
apos lesao (Figura 1).

SHAM ™

Figura 3.- TM induz a formagdo intracitoplasmatica de agregados proteicos ricos em a-sinucleina.
Fotomicrografias de fatias transversais de encéfalos de animais pertencentes aos grupos SHAM e TM, immunomarcadas
para oa-sinucleina (verde) e contra-marcadas com DAPI (azul). Flechas indicam agregados proteicos ricos em a-

sinucleina.

Embora a formagao de agregados proteicos ricos em a-sinucleina seja a
carateristica principal da DP, o melhor entendimento sobre quais sido os
mecanismos biolégicos e moleculares que favorecem a formagédo desses
agregados durante a progresséo da doencga € importante para contribuir com o

desenvolvimento de novas metodologias de diagndstico precoce e estratégias
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terapéuticas inovadoras. Nesse sentido, no presente projeto procurou-se
investigar se algumas das diferentes MPTs ja detectadas nos agregados
proteicos de a-sinucleina na DP (Oueslati e cols., 2010; Muntané e cols., 2012;
Barret e Greenamyre, 2015), poderiam ser também encontradas no modelo de
TM. Das MPTs ja descritas como importantes na agregagao da a-sinucleina, as
mais importantes nesse processo sao: 1) fosforilagdo, 2) carbonilagdo, 3)
clivagem, 4) cross-linking, 5) ubiquitinizagdo e 6) nitracdo. Uma vez que a
solubilidade das proteinas € modificada, como consequéncia das MPTs, as
mesmas podem comegar o processo de agregacao (Oueslati e cols., 2010;
Tanase e cols., 2016; Uversky, 2017). Para analisar as MPTs da a-sinucleina no
modelo utilizado neste trabalho, como detalhado na metodologia, primeiramente
as proteinas foram separadas em 2 fragdes: (1) soluveis em Triton X-100 (TX-
100) e (2) soluveis em SDS (ou insoluveis em TX-100), e posteriormente

avaliadas diferentes MPTs para ambas fracdes, em SN e CE.

4.2.2 Modificag6es Pés-Traducionais

4.2.2.1 Fosforilagao de a-sinucleina

Analises em amostras post-mortem de diferentes sinucleopatias mostraram
um aumento importante da insolubilidade e dos niveis de fosforilagdo de a-
sinucleina em estagios avangados das doencas (Zhou e cols., 2011; Oueslati
2016). No presente trabalho, os niveis de fosforilagéo da a-sinucleina no residuo
129 de serina (S129) foram avaliados por ensaio de ELISA de captura, segundo
o protocolo de Bétemps (2015). Os resultados obtidos para a analise da SN nao
mostraram diferengas nos niveis de p-S129-a-sinucleina na fragéo soluvel em
TX-100 entre os grupos TM e SHAM (Figura 2).
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Figura 4.- O estresse de RE induzido por TM aumenta os niveis de fosforilagdo na $129 da a-sinucleina na SN.
Fosforilagdo na S129 da a-sinucleina foi avaliada nas fragdes proteicas soltveis em TX-100 e SDS por ELISA de captura.
Resultados representados como média + SEM (SHAM n = 5; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA de duas

vias seguido por Tukey. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas (****) p<0,001.

No entanto, quando analisada a fragdo de proteinas soluveis em SDS, o
grupo injetado com TM apresentou maiores niveis de p-S129- a-sinucleina
quando comparado com o grupo SHAM (Figura 2). Além disso, quando
comparadas ambas fragbes de proteinas dentro do grupo injetado com TM, os
niveis de p-S129- a-sinucleina mostraram um aumento significativo novamente

na fragéo de proteinas soluvel em SDS (Figura 2).

Quando analisados os niveis de p-S129- a-sinucleina no CE, os animais
injetados com TM nao apresentaram diferengas nos niveis de fosforilagao de a-
sinucleina, entre ambos grupos, para nenhuma das duas fracbes de proteinas
avaliadas (Figura 3). No entanto, dentro do grupo injetado com TM, a fragao
proteica soluvel em TX-100 apresentou niveis maiores de p-S129-a-sinucleina

quando comparado com a fragao proteica soluvel em SDS (Figura 3).
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Figura 5.- O estresse de RE induzido por TM na SN aumenta os niveis de fosforilagdo na S129 da a-sinucleina no
CE. Fosforilagdo na S129 da a-sinucleina foi avaliada nas fragdes proteicas soltuveis em TX-100 e SDS por ELISA de
captura. Resultados representados como média + SEM (SHAM n = 5; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA

de duas vias seguido por Tukey. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas (*) p<0,05.

4.2.2.2 Carbonilacéo

A carbonilagé&o € um tipo de MPT comumente observado no desequilibrio da
proteostase em doengas degenerativas e doencgas inflamatorias crdnicas
(Canizzo e cols., 2011; Canizzo e cols., 2012). Particularmente, tem sido
demostrado um importante incremento na carbonilacdo de proteinas da SN de
pacientes com DP (Dexter e cols., 1989; Floor e Wetzel, 1998) assim como em
a-sinucleina em modelos in vitro desta doenca (Esteves e cols., 2009; Jang e
cols., 2010). Primeiramente, os niveis de carbonilacdo foram avaliados nas
fracbes soluveis em TX-100 e SDS por espectrofotometria e ELISA para
proteinas totais, e depois foram avaliados os niveis de carbonilagédo da a-

sinucleina por ELISA, também em ambas fragdes proteicas na SN e no CE.
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Figura 6.- O estresse de RE induzido por TM aumenta os niveis de carbonilas em proteinas totais em SN.
Fosforilagdo na S129 da a-sinucleina foi avaliada nas fragdes proteicas soltiveis em TX-100 e SDS por ELISA de captura.
Analise de carbonilas em proteinas totais por (A) espectrofotometria o (B) ELISA. Dados representados como média +
SEM (SHAM n = 5; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido por Tukey. Os asteriscos
indicam diferengas estatisticas (*) p<0,05; (****) p<0,0001.

A analise de carbonilas na SN, avaliada por espectrofotometria, mostrou um
aumento de carbonilagdo das proteinas totais s6 na fracdo soluvel em SDS do
grupo TM, quando comparado com o grupo SHAM (Figura 4A). Embora exista

uma tendéncia de aumento nos niveis de carbonilas totais na fragdo soluvel em
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TX-100 para animais injetados com TM quando comparados com SHAM, essa
diferenga nao apresenta significancia estatistica. No entanto, quando utilizada
uma metodologia modificada de ELISA (Alamdari e colaboradores, 2005) para
avaliar carbonilas totais, animais injetados com TM apresentaram um aumento
significativo de carbonilagdo das proteinas totais, quando comparado com SHAM
A
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nas duas fragdes de proteinas (Figura 4B).

Figura 7.- O estresse de RE induzido por TM na SN aumenta os niveis de carbonilas em proteinas totais no CE.
Carbonilagado de oroteinas totais foi avaliada nas fragdes proteicas soluveis em TX-100 e SDS por (A) espectrofotometria
o (B) ELISA. Dados representados como média + SEM (SHAM n = 5; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA
de duas vias seguido por Tukey. Os asteriscos indicam diferencgas estatisticas (*) p<0,05; (**) p<0,01.



57

Quando avaliados os niveis de carbonilacdo de proteinas totais no CE por
espectrofotometria, os animais injetados com TM apresentaram maiores niveis
de proteinas carboniladas nas fragdes de proteinas soluvel em TX-100 e SDS
quando comparados com o grupo SHAM (Figura 5A). Ao mesmo tempo, as
amostras soluveis em SDS apresentaram uma diminuicdo dos niveis de
carbonilagdo quando comparadas com as proteinas soluveis em TX-100 dentro
do grupo SHAM (Figura 5A). No entanto, quando utilizado o método de ELISA,
as proteinas de animais injetados com TM apresentaram maiores niveis de
proteinas carboniladas s6 na fracdo de proteinas soluveis em TX-100, em
relacéo ao grupo SHAM (Figura 5B). Embora exista uma tendéncia de aumento
dos niveis de carbonilas totais na fragdo soluvel em SDS para animais injetados
com TM quando comparados com SHAM, essa diferenca ndao apresenta

significancia estatistica

Considerando que a TM foi eficiente na agregacao de a-sinucleina, que a
carbonilagdo € uma MPT associada com a agregagao de proteinas, e que 0s
niveis dessa MPT em proteinas totais foram elevados em animais injetados com
TM, decidimos avaliar os niveis de carbonilagdo especificamente na a-
sinucleina. Para isso, no presente estudo foi adaptado o protocolo de Colombo
(2015) e avaliado por ELISA.
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Figura 8.- Aumento nos niveis de carbonilagdo de a-sinucleina em SN induzido por TM. Carbonilagé da a-sinucleina
foi avaliada nas fragbes proteicas soluveis em TX-100 e SDS por ELISA de captura. Andlise de a-sinucleina carbonilada.
Dados representados como média £+ SEM (SHAM n = 4; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA de duas vias

seguido por Tukey. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas (*) p<0,05; (****) p<0,0001.
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A analise de carbonilacédo de a-sinucleina em SN mostrou um aumento nos
niveis de a-sinucleina carbonilada em ambas fragdes em animais injetados com
TM, quando comparados com animais pertencentes ao grupo SHAM. Além
disso, quando comparados os niveis de carbonilagdo da a-sinucleina dentro do
grupo de animais injetados com TM, foram observados maiores niveis de
carbonilagdo de a-sinucleina na fracdo soluvel em SDS em relagao a fracao

soluvel em TX-100 dentro do grupo TM (Figura 6).

Quando analisados os niveis de carbonilacdo de a-sinucleina em CE,
também foram encontrados maiores niveis dessa MPT em ambas fragdes
proteicas no grupo injetado com TM, quando comparados com o grupo SHAM
(Figura 7). Os resultados também mostraram uma tendéncia de aumento nos
niveis de carbonilacdo de a-sinucleina na fragao TX-100 em relacao a fragao

SDS, porém sem diferenca estatisticamente relevante.
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Figura 9.- Aumento nos niveis de carbonilacédo de a-sinucleina em CE. Analise de a-sinucleina carbonilada. Dados
representados como média £+ SEM (SHAM n =4; TM n = 5), os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido

por Tukey. Os asteriscos indicam diferengas estatisticas (*) p<0,05; (****) p<0,0001.
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4.2.2.3 Nitracao

A oxidacao das proteinas também ocorre através da nitracao de residuos de
tirosina mediado por espécies reativas de nitrogénio, formadas como produtos
secundarios do metabolismo do éxido nitrico na presenca de oxidantes (Turko &
Murad., 2002). Com o intuito de avaliar os niveis de nitrotirosina em ambas
fracbes proteicas, soluveis em TX-100 e SDS, um ensaio de dot-blot foi
realizado. Os resultados para a SN mostraram um aumento de nitrotirosina em
ambas fragdes proteicas analisadas no grupo TM quando comparado com o
grupo SHAM (Figura 8A). Quando avaliados os niveis de nitrotirosina em CE, s6
foi possivel observar diferengas estatisticamente significativas na fragdo TX-100
de animais injetados com TM em relagdo com animais do grupo SHAM (Figura
8B).
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Figura 10.-TM aumenta os niveis de nitrotirosina em proteinas totais em SN e CE. Analise de dot blot para
nitrotirosina (A) em SN e (B) no CE. Dados representados como média + SEM (SHAM n = 4; TM n = 5), os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias seguido por Tukey. Os asteriscos indicam diferengas estatisticas (*) p<0,05; (**)
p<0,01; (***) p<0,001.

No entanto, quando analisada a nitragdo de tirosinas da a-sinucleina por
ELISA, ndo foram encontradas diferengas entre os grupos TM e SHAM, tanto
para SN como para CE (Figuras 9 A e B). Porém, os niveis de tirosinas nitradas
na a-sinucleina sao mais elevados nas fragbes soluveis em TX-100 quando

comparadas com SDS para ambos grupos de estudo, na SN (Figura 9A).
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5. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Na DP, o desdobramento e a agregacao de proteinas se tornaram um dos
focos centrais da pesquisa desde finais do século XX. O acumulo de a-sinucleina
tem sido associado & progressdo da DP (BOVE et al., 2005; HOOZEMANS et
al., 2012), e diferentes estudos relacionaram a oligomerizagéo da a-sinucleina
com a condicdo de estresse do ER (JIANG et al., 2010; COLLA et al., 2012;
JIANG et al., 2014). Utilizando um modelo de camundongo transgénico A53T,
Colla e colaboradores mostraram que animais sintomaticos apresentavam niveis
aumentados de chaperonas de RE e acumulo de a-sinucleina ER, além da
formagao de oligbmeros de a-sinucleina e progressao da doenga (COLLA et al.,
2012). Notavelmente, estudos in vitro mostraram que niveis aumentados de
estresse de ER induzem oligomerizacdo de a-sinucleina em células
superexpressando a-sinucleina do tipo selvagem (JIANG et al., 2010; JIANG et
al., 2014). No presente estudo, utilizamos um modelo farmacoldgico in vivo de
estresse de RE e mostramos que a a-sinucleina enddgena é extensamente
agregada sob um desafio com TM (Figuras 4 do paper e 1 do Capitulo II).
Importante a destacar no presente trabalho, € o uso de animais sem qualquer
tipo de manipulagao genética (por exemplo, camundongos transgénicos de a-
sinucleina), indicando que os niveis enddgenos de a-sinucleina selvagem séo
suficientes para produzir espécies de Alta Massa Molecular (AMM) da proteina
sob condicboes de estresse de RE. Curiosamente, de acordo com resultados
anteriores obtidos com culturas de células neuronais primarias de linhagem de
neuroblastoma e camundongos humanos (JIANG et al., 2010; JIANG et al.,
2014), os niveis monoméricos de a-sinucleina ndo foram alterados apds o
tratamento com TM (Figuras 4 A e B do paper), sugerindo que a agregacao nao
€ causada por uma sobre-expressao da a-sinucleina. No presente estudo,
observamos que o tratamento com TM foi mais eficiente para produzir espécies
de AMM de a-sinucleina, quando comparado ao modelo da 6-OHDA (Figura 4 C
do paper). Este dado sugere que algum estado de oligomerizagdo de o-

sinucleina poderia ser induzida no modelo de 6-OHDA, apesar deste dado nunca
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ter sido descrito na literatura até o momento. Tais diferengas poderiam ser
explicadas como reflexo dos diferentes modelos de parkinsonismo, uma vez que
o de 6-OHDA induz parkinsonismo por um mecanismo molecular aparentemente
distinto daquele utilizado pela TM (LEAVER et al., 1988; BARNUM, TANSEY
2010; COPPOLA-SEGOVIA et al., 2017). No entanto, nossos resultados
sugerem fortemente que n&o apenas o tratamento com TM induz a agregagéao
de o-sinucleina, mas também 6-OHDA. Inesperadamente, o estado de
agregacao de a-sinucleina nao foi previamente descrito para animais
administrados com 6-OHDA, apesar de ser um modelo bem estabelecido de

parkinsonismo.

A formacéo de agregados proteicos € um evento que pode acontecer por
MPTs e/ou mutagdes genéticas que favorecem tanto a sobre-expressdo como a
estrutura primaria das proteinas. Curiosamente, a principal carateristica da DP &
a formacdo de agregados proteicos ricos em a-sinucleina, caracteristica
observada tanto em casos familiares (associados com mutagdes genéticas que
representam 5-10% dos pacientes), quanto nos casos esporadicos (que
representam 90-95% dos pacientes) (ANDERSON et al., 2006). Uma vez que
aparentemente as modificagbes genéticas ndo sdo fundamentais para a
agregacgao proteica da a-sinucleina, nas ultimas duas décadas foram feitos
diferentes esforgos para avaliar o papel das MPTs no processo de agregacao
(SUGEON et al., 2008; OUESLATI et al., 2010). A importancia das MPTs nas
proteinas reside na possivel alteragao estrutural e funcional, conduzindo a uma

perda ou ganho de fungdo das mesmas.

Os derivados de carbonila sdo formados diretamente pela oxidacao direta
catalisada por metal, principalmente nas cadeias laterais dos aminoacidos
prolina, arginina, lisina e treonina (MIYATA et al., 1999; HIMMELFARB et al.,
2000; NYSTROM et al., 2005). A carbonilagéo proteica induz disfuncgéo proteica
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e enzimatica, motivo pelo qual é um importante indicador do dano oxidativo ao
tecido (ALAM et al., 1997), e sabe-se que as espécies reativas de oxigénio sdo
potenciais indutores na agregacao proteica (PERFEITO et al., 2012). Analise
post-mortem de pacientes diagnosticados com DP demostraram um aumento
generalizado de proteinas carboniladas no sistema nervoso (ALAM et al., 1997).
No entanto, no mesmo estudo foram analisadas amostras de pacientes com
corpos de Lewy incidental (pacientes que bem podem desenvolver uma DP ou
uma Deméncia com Corpos de Lewy) os quais ndo apresentaram diferencas
quando comparados com controles (ALAM et al., 1997), estabelecendo uma
correlagcao entre ambos eventos. Por outro lado, foi estabelecido in vitro e in vivo
que o uso de 6-OHDA e rotenona induzem dano oxidativo, possivelmente pelo
aumento de carbonilas totais (SHERER et al., 2003; HOLTZ et al., 2006). O
aumento da carbonilagdo de proteinas no presente modelo ainda precisa ser
estudado em profundidade, para identificar a presenca ou ndo de carbonilas
ligadas diretamente a a-sinucleina (JANG et al., 2010). Nao obstante, nossos
dados sugerem fortemente que, no modelo utilizado, a presenga de proteinas
carboniladas forma parte das duas fracdes proteicas na SN, e da fragao soluvel
em TX-100 no CE. Tanto em proteinas totais quanto em a-sinucleina, a SN
apresenta maiores niveis de carbonilagdo na fragao soluvel em SDS em relagao
a fracao TX-100. No entanto, quando analisado o CE, as fragbes soluveis em
TX-100 apresentam maiores niveis de carbonilacdo em comparacdo com a
fracdo SDS, tanto para proteinas totais quanto para a-sinucleina. Essas
diferencas entre os tecidos podem se dever ao efeito diferencial direto do
estresse de RE na SN e ndo no CE. Desta maneira, o aumento nos niveis de
proteinas totais carboniladas, e de a-sinucleina carbonilada no CE possa ser
consequéncia de: (1) transporte anterogrado de proteinas oxidadas desde o
corpo celular até os terminais sinapticos na SN em direcdo do CE, assim como
por (2) um desequilibro homeostatico na comunicacado SN/CE, que favoreca a
oxidagao de proteinas nas células do CE. A carbonilagdo da a-sinucleina ja foi
avaliada in vitro por espectrometria de massas (JANG et al., 2010) ou por
espectrofotometria, depois de imunoprecipitagcado da a-sinucleina (ESTEVES et

al., 2009). Ambos os trabalhos demostraram um aumento de carbonilagéo da -
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sinucleina, assim como o possivel papel desta MPT na oligomerizagao
(ESTEVES et al.,, 2009) e na secregao desta proteina (JANG et al., 2010).
Embora essas metodologias sejam as mais utilizadas, elas sdo caras e muito
trabalhosas. No presente trabalho descrevemos uma metodologia nova para o
estudo de carbonilacao de proteinas especificas por ELISA. Embora tenham sido
avaliados somente os niveis de carbonilagdo para a a-sinucleina, esta
metodologia poderia ser utilizada para avaliar a carbonilagcdo de outras

proteinas.

A oxidagao das proteinas também ocorre através da nitracao de residuos de
tirosina mediada por espécies reativas de nitrogénio, formadas como produtos
secundarios do metabolismo do 6xido nitrico na presenca de oxidantes (TURKO,
MURAD 2002). A nitragao de tirosinas em Parkinson € um evento envolvido na
perda de fungdo da tirosina hidroxilase (enzima chave na sintese da dopamina),
na dimerizagcdo de a-sinucleina (TAKAHASHI et al., 2002), estabilizacdo de
formas oligoméricas de a-sinucleina (PAXINOU 2001), e na ativagao da resposta
imune (BENNER et al., 2008). Estudos tem demostrado que a nitragdo de a-
sinucleina impede a formacgao de fibras devido a estabilizagao de oligbmeros de
baixa massa molecular (YAMIN et al., 2003). Quando comparados com o grupo
de controle, observamos um aumento de nitrotirosina nas proteinas soluveis em
TX-100 e soluveis em SDS de animais tratados com TM, sugerindo que essa
MPT nao é uma carateristica dos agregados proteicos observados neste modelo.
No entanto, estudos tem demonstrado o aumento dos niveis de nitrotirosina em
células que sobre-expressam a-sinucleina mutada (JIANG et al., 2007), assim
como a co-localizagdo com agregados proteicos ricos em a-sinucleina
(MATSUZAKI et al., 2004). Por outro lado, diferentes estudos demostraram que
a nitragao de a-sinucleina esta associado com o aumento de solubilizagao desta
proteina, resultados que contradizem os resultados de MATSUZAKI e
colaboradores (2004). Nao obstante, o aumento de nitrotirosina induzido por TM
em SN e CE estd em concordancia com dados recentemente descritos na

literatura, onde animais injetados intraperitonealmente com TM apresentaram



66

aumento de nitrotirosina em aorta (CHOY et al., 2017). Tomados em conjunto,
nossos dados corroboram a ideia de que o estresse de RE contribui com o
aumento de nitrotirosina em proteinas totais (Figuras 8 A e B). Embora exista
uma tendéncia de aumento nos niveis de nitrotirosina em a-sinucleina na fragcao
soluvel em TX-100, esta diferenga ndo € estatisticamente significativa. Portanto,
o0 aumento de nitrotirosina parece nao estar associado com a agregacgao de a-
sinucleina, ja que néo foram encontradas diferengas entre os grupos de estudo

para ambas fragdes proteicas (Figuras 9 A e B).

Por outro lado, a fosforilacdo de a-sinucleina é outro tipo de MPT que pode
acontecer em varios sitios da proteina. Essa modificagao € localizada nos corpos
de Lewy em casos esporadicos e familiares de DP (FUJIWARA et al., 2003;
ANDERSON et al., 2006). A importéancia dessa MPT na toxicidade da a-
sinucleina € uma pergunta ainda a ser respondida. Gorbatyuk e colaboradores
(2008) tém tentado esclarecer essa questdo utilizando um elegante modelo de
super-expressao de a-sinucleina humana mutada em ratos. Nesse trabalho, os
autores concluem que a fosforilagdo da S129 poderia servir como um mecanismo
de protegcdo frente a toxicidade da proteina, porque essa MPT ajuda na
estabilizacdo de oligbmeros toxicos de a-sinucleina, ‘sequestrando’ os mesmos
para formar agregados mais estaveis (GORBATYUK et al., 2008; OUESLATI et
al., 2010). No entanto, estudos em Drosophila melanogaster e modelos
transgénicos para o estudo da DP demostraram um efeito patogénico nesta MPT
(CHEN, FEANY 2005; FREICHEL et al., 2007). Embora a participagdo dessa
MPT na promogéo ou bloqueio da agregagao proteica ainda seja assunto de
debate, é indiscutivel a importancia da mesma na presencga de agregados de a-
sinucleina (OUESLATI, 2016, SUGEON et al., 2008). Nos dados apresentados
aqui, temos demostrado um aumento significativo da p-S129-a-sinucleina
unicamente na fracdo de proteinas soluveis em SDS de animais tratados com
TM. Considerando que na fragao de proteinas soluveis em SDS também estaria
representada a porgcao de proteinas agregadas, e que a p-S129-a-sinucleina é

carateristica da agregacédo desta proteina, esses dados confirmam que o
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estresse de RE tem um papel preponderante na formacdo de agregados
proteicos ricos em a-sinucleina. Por outro lado, ha uma década atras, Sugeon e
colaboradores demostraram que a fosforilagdo da S129 é importante na indugéo
do estresse de RE e da morte celular in vitro, apds exposi¢cao a rotenona
(SUGEON et al., 2008). No entanto, até esse momento nunca tinha sido avaliado
o efeito do estresse de RE na fosforilacdo da a-sinucleina. Nesse sentido, este
€ 0 primeiro registro a mostrar que o estresse de RE induz a fosforilacdo de a-

sinucleina.

Uma vez que as modificagdes genéticas parecem nao ser necessarias no
processo de agregacao proteica, as MPT ganharam uma importante notoriedade
neste processo. Nesse sentido, Jang e colaboradores (2010), também sugeriram
que o mal dobramento e dano da a-sinucleina parecem ser um pré-requisito na
translocacado e exocitosis desta proteina, o que poderia contribuir com dois
processos importantes na progressao da doenca: (1) ativagcdo do processo
neuro-inflamatério e (2) espalhamento dos agregados proteicos. A
liberagao/secregcao de a-sinucleina oligomérica/agregada desde os neurdnios
doentes até o meio extracelular por diferentes vias, poderia contribuir com a
propagacéo da doenca de um neurdnio afetado a outro ndo afetado (NONAKA
et al.,, 2010; ALVAREZ-ERVITI et al., 2011; MARQUES, OUTEIRO 2012; LEE et
al., 2014). Esses agregados proteicos de a-sinucleina ndao sao importantes
apenas na propagacgao aos outros neurdnios, mas também para a ativagdo de
células gliais uma vez liberados no meio extracelular, contribuindo assim para a
indugao do processo neuroinflamatério carateristico da DP (ZHANG et al., 2005;
ALVAREZ-ERVITI et al., 2011; BERAUD, MAGUIRE-ZAISS et al., 2012;
ROODVELT et al., 2013). Estudos in vitro demostraram o aumento da secregéo
de citocinas em células microgliais induzida por agregados proteicos de o-
sinucleina (ALVAREZ-ERVITl et al., 2011), assim com um concomitante aumento
da neurotoxicidade (ZHANG et al., 2005). Essa ativagao parece ser independente
da a-sinucleina presente no meio condicionado ser selvagem ou mutante

(ALVAREZ-ERVITl et al., 2011). Além disso, a ativacdo microglial induzida por o-
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sinucleina também promove a proliferagdo e migragcao microglial dependente de
integrina B-1 in vitro (KIM et al., 2013; KIM et al., 2014). O efeito direto da a-
sinucleina na ativagdo microglial in vivo foi demostrado por Couch e
colaboradores, que uma vez injetada na SN de camundongos, a a-sinucleina
selvagem humana, resultou na modulacdo da expressao de citocinas pro-
inflamatdrias e de marcadores endoteliais de inflamacgao, e ativagao microglial
(COUCH et al., 2011).

Embora recentemente tenha sido demostrada a transmissao, e o
espalhamento da proteina a-sinucleina agregada entre neurénios in vitro (MAO
et al.,, 2016; CHOI et al., 2018), fomentando o debate sobre o comportamento
‘pribnico’ da a-sinucleina na DP, €& importante esclarecer que quando
demostrada a presenca de a-sinucleina oxidada ou fosforilada no CE, neste
trabalho ndo estamos confirmando a transmissdo, nem muito menos discutindo
a fungao tipo ‘pribnica’ desta proteina no presente modelo. A presenca destas
formas de a-sinucleina modificada (e sua presenga nas fragdes soluveis e
insoluveis em TX-100) no CE pode ser devido a presenga das mesmas nos
terminais sinapticos dos neurdnios da SN que se comunicam com os neurénios
do CE.

Nas ultimas duas décadas, o estresse de RE tem sido alvo de estudo para
varias doencas crbnicas, e se o estresse de RE € causa ou consequéncia na
formagdo de agregados proteicos ricos em a-sinucleina na DP é motivo de
debate. No entanto, resultados deste trabalho ja publicados indicam que o
estresse de RE pode estar envolvido na formagao de agregados proteicos ricos
em a-sinucleina mal dobrada (COPPOLA-SEGOVIA et al., 2017), colocando o
estresse de RE como possivel responsavel por esse processo (Figuras 4 do
paper e 1 do Capitulo Il). Recentemente, um trabalho pertencente ao grupo de
Hetz (MEDINAS et al., 2018) tem constatado que o estresse de RE é responsavel

pela formacgao de agregados proteicos ricos em SOD1 num modelo in vivo de
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ELA, com sobre-expresséo da enzima SOD1 selvagem. No entanto, levando em
consideragao que a sobre-expressao de uma proteina ja € uma condi¢cao de
estresse celular importante, e pode colaborar com a agregagao proteica, o
modelo proposto pelo nosso laboratorio parece ser 0 unico até o momento em
demostrar o efeito do estresse de RE sobre a agregagéao proteica em condi¢des,
somente, de expressado enddgena de a-sinucleina, o que se assemelha mais
com casos esporadicos da doenca, que representam aproximadamente um 90%

dos casos totais.

No presente trabalho foi demonstrado o papel do estresse de RE na
agregacéao de a-sinucleina 7 dias p6s-lesao, num novo modelo in vivo de DP,
induzido por TM. Como discutido anteriormente, as MPTs parecem ter um papel
preponderante nos processos de agregacdo, mudanca de funcionalidade e
toxicidade da a-sinucleina na DP (OUESLATI et al., 2010). A carbonilagéo, a
nitracdo de residuos de tirosina, assim como a fosforilacdo na S129 da a-
sinucleina sao carateristicas observadas em amostras post-mortem de pacientes
de Parkinson (ANDERSON et al., 2006; OUESLATI et al., 2010; PERFEITO et
al., 2013), também identificadas em diferentes modelos in vivo e in vitro de DP
(JIANG et al., 2010; COLLA et al., 2012). Este € o primeiro trabalho e descrever
os efeitos do estresse de RE sobre as MPTs e agregacdo de a-sinucleina
endogena selvagem in vivo. Desta maneira, este trabalho fornece importante
contribuicdo no estabelecimento do estresse de RE como responsavel do (1)
processo de agregacao de a-sinucleina e (2) das MPTs que ocorrem na mesma,

num modelo in vivo da DP.

No geral, nossos dados confirmam que o estresse de RE induzido por TM in
vivo, produz algumas das caracteristicas moleculares mais importantes da DP
anteriormente descritas apenas para modelos in vitro e in vivo de animais
transgénicos (JIANG et al., 2010; COLLA et al.,, 2012; JIANG et al., 2014). E
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importante ressaltar que a TM, induzindo estresse do RE e ativando a UPR,
recapitula varias caracteristicas da DP, como a agregagao da a-sinucleina, a
morte dos neurdnios dopaminérgicos e deficiéncias locomotoras (COPPOLA-
SEGOVIA et al.,, 2017). A compreensao da génese da DP é necessaria para o
desenvolvimento de novas ferramentas com relevancia no diagnéstico precoce
da doengca e no avango do desenvolvimento de terapias preventivas.
Acreditamos que estudos futuros utilizando esse modelo de lesdo com TM e
manipulagéo farmacologica/genética das vias da UPR irdo caracterizar ainda
melhor o papel do estresse de ER no desenvolvimento da DP, e servirao para o
desenvolvimento de terapias inovadoras, tanto na prevengdo como no retardo

da doenga ja estabelecida.
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