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RESUMO

A SUMOilag¢ao ¢ uma modificacio pos-traducional indispensavel para diversos processos
bioldgicos. Por meio dela, proteinas SUMO ligam-se a substratos alvo em uma via
enzimatica de trés passos, sendo reversivel pela agdo de proteases especificas, chamadas
de SENPs. Estudos demonstram que a SUMOilacdo encontra-se desregulada em varias
condi¢des humanas como as doencgas neurodegenerativas, caracterizadas pela perda
progressiva e irreversivel de neurdnios, déficits na autofagia e estresse oxidativo, levando
ao surgimento de sintomas motores € ndo motores que impactam a vida de pacientes.
Considerando o potencial efeito neuroprotetor da SUMOilagao, o objetivo deste trabalho
foi investigar seu envolvimento na doenga de Huntington (DH) e o efeito do knockdown
de SENP3 em modelos in vitro e in vivo da doenga de Parkinson (DP) e no déficit
cognitivo induzido por escopolamina. Nossos dados demonstram desregulacdo na
maquinaria proteica da SUMOilagdo e em proteinas associadas a autofagia em
camundongos YAC128, utilizados como modelo para a DH. No modelo in vitro da DP,
utilizando rotenona, o knockdown de SENP3 reduziu os niveis da proteina de fissdo Drpl,
enquanto aumentou os niveis de OPA1, assim como diminuiu a produ¢do de superoxido
e a morte celular. No modelo in vivo, o knockdown reverteu danos cognitivos e motores
ocasionados pela administracdo intranasal de MPTP. De forma similar, os prejuizos
cognitivos causados pela escopolamina também foram diminuidos pelo knockdown de
SENP3. Nossos dados evidenciam a importancia da SUMOilagdo na manutencao da
homeostase celular e o potencial neuroprotetor desta modificagao.

Palavras-chave: doenca de Huntington, doenc¢a de Parkinson, escopolamina, knockdown
de SENP3, neurodegeneracao.



ABSTRACT

SUMOylation is a post-translational modification essential for various biological
processes. SUMO proteins bind to target substrates in a three-step enzymatic pathway,
which is reversible by the action of specific proteases, known as SENPs. Studies have
shown that SUMOylation is dysregulated in several human disorders, such as
neurodegenerative diseases characterised by the progressive and irreversible loss of
neurons, and deficits in autophagy and oxidative stress, leading to the emergence of motor
and non-motor symptoms that impact patients’ lives. Considering the potential
neuroprotective effect of SUMOylation, the aim of this study was to investigate its
involvement in Huntington’s disease (HD) and the effect of SENP3 knockdown in in vitro
and in vivo models of Parkinson’s disease (PD) and scopolamine-induced cognitive
deficits. Our data demonstrate dysregulation in the protein machinery of SUMOylation
and autophagy-related proteins in the YAC128 mice model for HD. In the in vitro model
of PD, using rotenone, SENP3 knockdown reduced the levels of the fission protein Drpl
while increased the levels of OPAL1, as well as decreased superoxide production and cell
death. Furthermore, in the in vivo model, SENP3 knockdown reversed cognitive and
motor impairments caused by the intranasal administration of MPTP. Similarly, cognitive
deficits caused by scopolamine were also reduced by SENP3 knockdown. Our data
highlight the importance of SUMOylation in maintaining cellular homeostasis and the
neuroprotective potential of this modification.

Keywords: Huntington’s disease, neurodegeneration, Parkinson’s disease, scopolamine,
SENP3 knockdown, SUMOylation,
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Capitulo I — Pequenas modificagdes, grandes impactos: Relacao entre SUMOilagdo e
doenga de Huntington

Este capitulo foi desenvolvido no Laboratorio de Investigacdo Neuroquimica do Departamento de
Farmacologia da UFSC, coordenado pela Profa. Dra. Helena Cimarosti, Laboratorio de Neuroplasticidade
do Departamento de Ciéncias Morfologicas da UFSC, coordenado pela Profa. Dra. Patricia de Souza
Brocardo, e Laboratorio de Neurobiologia da Depressdo, coordenado pela Profa. Dra. Ana Lucia Severo
Rodrigues.

1 INTRODUCAO
1.1 PROTEINAS E MODIFICACOES POS-TRADUCIONAIS

Em 1838, o quimico holandés Gerardus Johannes Mulder (1802-1880) ¢ o
quimico sueco Jons Jacob Berzelius (1779-1848) utilizaram pela primeira vez o termo
“proteina”. De 14 para c4, muitos avangos foram feitos e ja sabe-se que uma unica célula
possui cerca de 42 milhdes de moléculas de proteina (HO; BARYSHNIKOVA; BROWN,
2018). Atualmente, sao consideradas proteinas todas as macromoléculas covalentes, a
base de carbono, formadas pela combinagao de 70 ou mais aminoacidos.

A tradugdo de proteinas em organismos eucariotos ocorre apds a duplicagdo e
transcri¢do do acido desoxirribonucleico (DNA), contando com o ribossomo 80s, o acido
ribonucleico mensageiro (mRNA) e o RNA de transferéncia (tRNA) como principais
componentes. O tRNA ¢ responsavel pelas ligacdes cddon-anticodon e, apds a ativagdo
do mRNA, cerca de 12 fatores de iniciagao eucaridtica (elFs) reconhecem a fita de mRNA
até encontrar o seu codon de inicia¢do da traducao da fita (MERRIK, 2018; FREDRICK
& IBBA, 2009). A fase de alongamento ¢ marcada por ciclos de decodificagdes,
formacgdes de ligagdes peptidicas e translocagdes de sitios, sendo facilitada por fatores de
alongamento (RODNINA, 2018). O tltimo estagio da tradugdo ¢ chamado de terminacao.
Enquanto a cadeia polipeptidica ¢ formada, trés cddons especificos (UAA, UAG e UGA)
sao lidos e ocorre a interrup¢dao do complexo ribossomico formado para a proteina em
formagdo. Por fim, fatores de liberagdo reconhecem os cddons de parada e facilitam a
transferéncia de sitio para a liberagdo da cadeia peptidica, os quais passam pelo processo
de reciclagem mediado pela proteina ABCE1 (ATP Binding Cassette Subfamily E
Member 1) (HELLEN, 2018).

O proteoma ¢ composto por diversos tipos de proteinas, comumente
classificadas de acordo com as caracteristicas de suas estruturas e sequéncias: globulares
e soluveis (enzimas citoplasmaticas), proteinas de membrana (receptores) e fibrosas

(colageno) (STOLLAR; SMITH, 2020). Além de seus inimeros efeitos biologicos, as
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proteinas sintetizadas podem ser modificadas de diversas formas por eventos conhecidos
como modificagdes pods-traducionais (MPTs) (RAMAZI; ALLAHVERDI; ZAHIRI,
2020), que adicionam grupos quimicos (p. ex. fosfatos) ou complexos (p.
ex. carboidratos) as proteinas, alterando suas fungdes, localizagdo, estruturas e também
aumentando a diversidade do proteoma (CONIBEAR, 2020). Dentre as MPTs
mais estudadas destacam-se a fosforilacdo, acetilagdo, ubiquitinagdo, metilacdo,

glicosilagdo e a SUMOilagdo (RAMAZI; ZAHIRI, 2021).

1.2 SUMOILACAO

A conjugagdo reversivel de proteinas SUMO (small ubiquitin-like modifier) a
residuos de lisina (K) de proteinas alvo ¢ um processo chamado de SUMOilagdo. Essa
MPT ocorre por meio de uma via enzimatica de trés passos (CHANG; YEH, 2020),
alterando a localizagdo, estabilidade e atividade de proteinas, assim como modificando a
expressdo de genes, reparo de DNA e processamento de RNA (CHEN et al., 2021;
VAREJAO et al., 2020).

1.2.1 Historico

Matunis e colaboradores (1996) e Mahajan e colaboradores (1997) foram os
primeiros a descreverem a participagdo da proteina SUMO em mecanismos de cromatina.
Eles descobriram primeiramente que a SUMO influenciava a transferéncia de uma
proteina ativadora de Ran GTPase (RanGAP1) para o citoplasma de complexos de poros
nucleares (NPC), havendo entdo duas isoformas desta proteina, com 65 e 90 kDa. Matunis
e colaboradores (1996) haviam identificado a proteina por anélise de imunotransferéncia,
onde o anticorpo utilizado reconheceu uma proteina que se assemelhava a outras trés
proteinas, sem homologia com RanGAPI, sugerindo aos autores trés possibilidades: 1)
uma proteina de codificagcdo genética exclusivamente relacionada a8 RanGAP1; 2) uma
proteina alternativa produzida pelo gene RanGAPI1; e 3) uma MPT especifica pela
proteina do estudo.

De forma complementar, Mahajan e colaboradores (1997) identificaram o peso
da nova proteina, calculado em 11,5 kDa, percebendo certa homologia com a ubiquitina,
como dominio central globular compacto e regido N-terminal conservada utilizada para
ligacdo covalente a outras proteinas. Além disso, a SUMO e a ubiquitina sdo produzidas

como proteinas precursoras que requerem clivagem e ativacao antes de serem conjugadas



27

a outras proteinas. Pela técnica de Western blotting eles verificaram que a proteina
tratava-se de uma conjugacao pos-traducional dependente de adenosina trifosfato (ATP)
de RanGAP1 65 kDa em RanGAP1 90 kDa, visto que o anticorpo para a nova proteina

reagiu fortemente a RanGAP 90 kDa, Assim, a nova proteina foi nomeada como SUMO.

1.2.2 Via bioquimica e implicacdes celulares

O processo de conjugacao de proteinas SUMO, conhecido como SUMOilagao,
consiste na ligagao de uma proteina SUMO a uma lisina especifica em uma proteina alvo
(CUBENAS-POTTS; MATUNIS, 2013).

Até o presente momento, cinco isoformas de SUMO foram descritas em
mamiferos (Figura 1). SUMO-1 e SUMO-2/3 (assim chamada devido a grande
similaridade compartilhada entre as isoformas 2 e 3 (JANSEN; VERTEGAAL, 2021))
sdo altamente expressas no sistema nervoso central (SNC) e estdo envolvidas em
processos fisiologicos e patologicos, respectivamente (ANDERSON et al., 2017; GUO et
al., 2013; LUO et al., 2017). SUMO-4 ¢ SUMO-5, por sua vez, foram descritas mais
recentemente, com expressdo limitada a alguns tecidos: a primeira ¢ encontrada em
linfonodos, placenta, bago e rins, com funcao relacionada a diabetes e resposta ao estresse,
enquanto que a segunda ¢ encontrada em leucocitos do sangue periférico e testiculos,
relacionada a regulacdo de corpos nucleares na leucemia promielocitica (LIANG et al.,
2016; WILSON, 2017).

A via da SUMO (Figura 1) ¢ iniciada por sua maturagao pelas proteases SUMO-
especificas (SENPs) responsaveis pela exposi¢ao da regido di-glicina. Posteriormente, a
proteina ¢ ativada pelo complexo de enzimas de ativagdo de SUMO 1 e 2 (SAE1/2) e
conjugada pela enzima conjugadora de SUMO (Ubc9), estando pronta para ligar-se a
alvos proteicos. Uma vez ligada, com ou sem o auxilio de ligases E3 (Ras homolog
enriched in striatum (Rhes), PIAS, RAN binding protein 2 (RanBP2), mitochondria-
associated protein (MAPL), Topors, ZATT, etc.), a SUMO modifica a proteina alvo. A
ligagdo ocasiona alteragdes inter/intramoleculares que terdo impacto na localizagdo,
atividade e estabilizacdo da proteina-alvo. Mecanismos de apoptose celular, resposta ao
estresse, estabilidade proteica, transporte intracelular, manutencdo e transmissao
sinaptica estdo relacionados a SUMOilagdo (HAY, 2005; HENLEY; CARMICHAEL;
WILKINSON, 2018) .

Uma caracteristica fundamental da SUMOilagao, que a diferencia de outras

MPTs, ¢ a sua reversibilidade. No processo de desconjugacao, ou deSUMOilagdo, ha a
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participacao de nove SENPs (GUO; HENLEY, 2014). Cada uma destas possui afinidade
para maturar ou deSUMOilar diferentes isoformas de SUMO. SENP3, por exemplo, ¢
encontrada em mitocondrias com importancia para processos neuronais e sinapses, possui
preferéncia por deSUMOilar as isoformas SUMO-2/3, as quais sdo maturadas
principalmente por SENP2 e 5 (HENLEY; CRAIG; WILKINSON, 2014).

Os substratos alvos podem ser modificadas tanto por uma unica SUMO
(monoSUMOilagao) como por multiplas SUMOs (multi-SUMOilagdo) ou uma cadeia de
diversas SUMOs (poli-SUMOilacao) (WILKINSON; HENLEY, 2010). Além de possuir
o residuo de lisina como receptor para que a conjugacao ocorra, o alvo proteico precisa
ter afinidade direta com o complexo SUMO-Ubc9 ou entdo ser reconhecido por uma
ligase E3, responsavel por sinalizar e atrair o complexo (FLOTHO; MELCHIOR, 2013;
WILKINSON; HENLEY, 2010). A ligacdo também ¢ caracterizada pela sele¢do da lisina
alvo por meio de trés mecanismos: 1) localizacdo da lisina na regido consenso de
SUMOilagdo (SUMO consensus motif - SCM), composta pela sequéncia WKxE
(P, residuo hidrofébico grande; K, lisina alvo; X, aminoacido qualquer; E, aspartato ou
glutamato) (PICHLER et al., 2017); 2) presenca da regido SIM (SUMO-interacting
motifs) na proteina-alvo proximo a lisina que atrai o complexo (CHANG et al., 2011); e
3) rearranjo da proteina-alvo e Ubc9, por ligases E3, para que a ligacio com SUMO seja

possivel (FLOTHO; MELCHIOR, 2013).
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Figura 1 — SUMOilagao: distribuigao, isoformas, via e efeitos

. ;g; \ ﬁ
i %5 f L
o Fo i3 | -

Levedura C. elegans Drosophila  Plantas  Mamiferos SUMO-1 SUMO-2 SUMO-3 SUMO-4 SUMO-5

1 gene SUMO SUMO 1-8 |— f& I S .ﬂ‘ &
| I 97% similaridade I ~ Rim, Leucéeitos e
linfonodos, testiculas
Tados os tecidos placenta e bago
SENPs / FGEaX—
\ % o SAEV/SAE2
Maturagio S % s Divisdoe
( g crescimento celular

" Regulaciode

Desconjugagao

At[va;éo canais 1onicas

L {1 Processos
2 ~uG"$ "~ nucleares

G
:\;.:,\:\ Remodelacéo
da cromatina
Ligacao -
) Conjugacao _ ;’;_- Modificagao de
E3 8 fatores de transcrigao

,' Ubco %{3‘% Neuroplasticidade

5

Proteinas SUMO sdo encontradas em diversos organismos, como leveduras, Caenorhabditis elegans,
plantas e mamiferos. Em mamiferos sdo encontradas 5 diferentes isoformas. A via bioquimica inicia-se
com a maturagdo da proteina por SENPs, ativagdo pelo complexo SAE1/SAE2, conjugacdo por Ubc9 e
ligagdo, com o auxilio de ligases E3, a substratos com residuos de lisina. Esta conjuga¢do, chamada de
SUMOilagéo, ocasiona varios efeitos celulares. A desconjugacgdo ¢ realizada por SENPs. Legenda: AMP,
adenosina monofosfato; ATP, adenosina trifosfato; GG, regido diglicina; K, lisina; SAE1/SAE2, enzima
ativadora de SUMO subunidade 1 e 2; SENPs, proteases SUMO especificas; SUMO, small ubiquitin-like
modifier; Ubc9, enzima conjugadora de SUMO. Fonte das estruturas das proteinas e imagens:

SwissModel.expasy.org e Biorender.com.

1.2.3 SUMOilacao e neurodegeneraciao

A SUMOilagdo tem sido vista em doengas cardiovasculares (SHETTY;
RANGREZ; FREY, 2020) e cancer (KROONEN; VERTEGAAL, 2020), assim como em
muitos processos neurodegenerativos (PRINCZ; TAVERNARAKIS, 2020).

As doencas neurodegenerativas compreendem uma ampla gama de condigdes
que acometem o ser humano, caracterizadas principalmente pela perda e disfuncao de
células e fibras nervosas do SNC. Muitos estudos buscam compreender a relagio entre a

SUMOilagao e doencas de Alzheimer (DA) e Parkinson (DP), as duas maiores causas de



30

neurodegeneracao. Atualmente tem crescido também o interesse em se investigar seu
envolvimento com outras doencas neurodegenerativas, como a doenca de Huntington

(DH).

1.3 DOENCA DE HUNTINGTON

George Huntington (1850-1916) foi um jovem médico norte-americano que, aos
22 anos de idade, publicou um trabalho intitulado “On chorea”, relatando casos de
deméncia e coreia' em pacientes de meia-idade da mesma familia. Huntington disse que
a progressao da doenga levava a deméncia e morte, e que ela “nunca pula uma geragao
para se manifestar novamente na préoxima” (BHATTACHARYYA, 2016). Gragas a seu
pioneirismo na descri¢do, a doenca (ou coreia) de Huntington (DH) foi assim nomeada
em sua homenagem.

Proteinas possuem em suas estruturas porgoes de glutamina, variando de dez a
varias unidades. Mutacdes fazem com que tais porgdes, ou tratos, tornem-se muito longos,
isto €, causam expansdes nas cadeias de poliglutamina (poliGln). Tais expansdes sdo
caracteristicas de diversas desordens neurodegenerativas hereditarias, chamadas de
doengas de poliGln, dentre as quais a mais conhecida ¢ a DH, uma desordem
neurodegenerativa dominante autossomica monogénica. A neurodegeneragdo ocorre em
diversas areas cerebrais, como cortex pré-frontal, hipocampo e, especialmente, nos
neurdénios de projecdo do estriado, resultando em hipercinesia (motilidade
patologicamente excessiva) (BARRON; HURLEY; PARSONS, 2021; SCHAFFERT;
CARTER, 2020). Por se tratar de uma doenca neurodegenerativa, a DH também ¢
marcada por disfungdo mitocondrial (HAN et al., 2011) e autofagica (MARTIN et al.,
2015), que contribuem diretamente para o agravamento dos sintomas. Sintomas
cognitivos e psiquiatricos sao relatados nos pacientes, que possuem cerca de 10-20 anos
de expectativa de vida apds o diagndstico (HAWTON et al., 2019). O risco de herdar a
doenga ¢ igual para homens e mulheres. Com os avang¢os nos estudos genéticos, em 1993
a principal causa da doenca foi descoberta: uma mutacdo na repeti¢do CAG do gene da
huntingtina (A#f) (brago curto do cromossomo 4 - 4p16.3) (WEXLER; WILD; TABRIZI,
2016). Esse gene codifica a Htt, uma grande proteina de 348 kDa, expressa no citoplasma

e nucleo de neuronios (PRINCZ; TAVERNARAKIS, 2020), essencial para o

! Sindrome marcada por movimentos involuntarios arritmicos, rapidos, repentinos, ndo repetitivos e com
distribuigdo variavel.
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desenvolvimento embrionario e neural e envolvida no transito de RNA, transporte
vesicular e transcri¢do (FIELDS et al., 2021).

Quando uma expansao na repeti¢do dos trinucleotideos CAG (trato de poliGln)
acontece no gene htt, a proteina Htt torna-se mais suscetivel a agregagao (TESTA;
JANKOVIC, 2019), tanto no citoplasma quanto no nucleo, afetando a dindmica
mitocondrial, fungdo sinaptica, transporte axonal, processos de transcri¢do e transdugdo
e morte neuronal (MCCOLGAN; TABRIZI, 2018; RANGEL-BARAIJAS; REBEC,

2018). A esta forma mutante da-se o nome de Htt mutante (mHtt).

1.3.1 Autofagia e DH

Autofagia ¢ um processo fisiologico essencial para a manutencao da homeostase
celular. Ela ocorre por meio da degradagdo de componentes celulares indesejados para a
c€lula, conforme mostra a Figura 2 (MARTIN et al., 2015).

O processo ¢ iniciado pela ligagdo do Sequestossomol (SQSTMI1), também
conhecido como p62, a proteinas poliubiquitinadas direcionando-as para a degradagao.
Um complexo formado por Beclina-1, proteina relacionada a autofagia 14 (Atgl4),
proteina adaptadora de fosfoinositideo 3-quinase (Vpsl5) e fosfoinositideo 3-quinase
(Vps34) inicia o processo de indu¢do de uma membrana lipidica dupla de isolamento,
chamada de fagoforo, que comeca a expandir até isolar o material indesejado, passando
a ser chamada posteriormente de autofagossomo. A etapa de fusdo ¢ marcada pela fusao
do lisossomo, agora chamado de autolisossomo. O substrato presente no autolisossomo ¢
degradado por meio de hidrolases, que também degradam a membrana interna do
autolisossomo, fazendo com que o conteido degradado volte ao citoplasma e seja
reciclado (PARK et al., 2013). A acumulacao da mHtt tem sido vista como prejudicando
0 processo autofagico, resultando em acimulo de agregados proteicos e agravando a

neurodegenera¢do (CROCE; YAMAMOTO, 2019).
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Figura 2 — Etapas do processo de autofagia
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A autofagia ¢ iniciada pela identificagdo de componentes celulares que devem ser degradados, por meio da
proteina SQSTM1. A indugdo da formagdo de uma membrana lipidica dupla de isolamento, chamada de
fagoforo, ¢é realizada pelo complexo formado por Beclina-1, Atgl4, Vps34 e Vpsl5, que se alonga dando
origem ao autofagossomo. Apos a fusdo com o lisossomo ele passa a ser chamado de autolisossomo e, por
meio da agdo de hidrolases, acontece a degradag@o e reciclagem dos componentes celulares. Estruturas das
proteinas: SwissModel.expasy.org. Legenda: Atgl4, proteina relacionada a autofagia 14; SQSTMI,
sequestossomo 1; Vpsl5, proteina adaptadora de fosfoinositideo 3-quinase; Vps34, fosfoinositideo 3-

quinase.

1.3.2 Modelos in vivo para o estudo da DH

Os modelos experimentais animais para estudo da DH baseiam-se, sobretudo,
em modelos transgénicos com repetigoes de trinucleotideos.

Os camundongos transgénicos R6 foram o primeiro modelo genético a
reproduzir a patogénese da doenca, com uma expansdo somente no éxon 1 da Hitt
(Httex1), sendo amplamente utilizados em estudos das fases avangadas da DH devido a
um fenotipo acelerado e tempo de sobrevivéncia curto (LI; POPOVIC; BRUNDIN,
2005). Posteriormente, foram criados modelos baseados na inser¢dao do gene /¢t humano
completo em seus genomas por meio de cromossomos artificiais de bactérias ou
leveduras, chamados de BAC (Bacterial Artificial Chromosome) e Y AC (Yeast Artificial
Chromosome), respectivamente (HODGSON et al., 1999; WEGRZYNOWICZ et al.,
2015).

No modelo YAC, destacam-se os camundongos YAC128, animais FVB (friend

leukemia virus B) derivados da linhagen Swiss singeneica, com 128 repeticdes no
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trinucleotideo CAG, feno6tipo acelerado e tempo de vida mais longo. Eles sdo marcados
por atrofia estriatal, degeneragdo cortical, neurogénese hipocampal diminuida, déficits
cognitivos e motores, com fenotipo semelhante a doenga em humanos (GHILAN et al.,
2014).

Portanto, as similaridades entre o fenotipo dos camundongos YACI28 e a
condicdo humana fazem deste modelo uma excelente ferramenta para compreender
melhor a fisiopatologia da doenga e para testar potenciais estratégias terapéuticas a fim

de modificar a progressao da DH.

1.4 JUSTIFICATIVA

MPTs sdao muito importantes na DH, especialmente devido ao clearance e
toxicidade da Htt com expansdes de poliGln. As funcdes fisiologicas da Htt (wild type —
WT) também sdo moduladas por MPTs (WANG; LIN; QIN, 2010). Modificagdes nos
primeiros 17 aminoacidos do Httex1, por exemplo, sdo importantes na modulacido de
processos e fungdes celulares.

Sabe-se que a SUMOilagdao da mHttex] melhora a expressdo da Htt, aumenta
sua solubilidade e facilita sua manipulagdo e purificagdo (CHIKI et al., 2021). Estudos
apontam que a SUMOila¢do induz a degradagdo de proteinas com poliGln, mediada por
autofagia. Em outras doencas, como nas DA e DP, a SUMOilacdo parece ser
neuroprotetora (MANDEL; AGARWAL, 2022). Na DH, entretanto, ainda ndo esté claro
o seu papel e nem se as inclusdes de mHtt sao realmente toxicas, com algumas evidéncias
mostrando que estas poderiam ser eventos neuroprotetores, Logo, as proteinas SUMO
poderiam também estar envolvidas na patogénese da DH (LIEBELT; VERTEGAAL,
2016) e interagindo com proteinas relacionadas a autofagia como forma de prevenir o
dano neuronal (LIEBELT; VERTEGAAL, 2016; VIJAYAKUMARAN; POUNTNEY,
2018).

1.5 HIPOTESE
Com base no acima exposto, a hipotese deste Capitulo ¢ de que SUMOilagao ¢

afetada negativamente na DH e que isto potencializa a disfunc¢do autofagica.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL
Investigar o envolvimento da SUMOilagao e autofagia em um modelo in vivo da
DH.
2.2 ESPECIFICOS
— Avaliar os niveis das proteinas SUMO-2/3 e Ubc9 no cortex pré-frontal,
estriado e hipocampo de camundongos YAC128;
— Avaliar os niveis das proteinas relacionadas a autofagia, Beclina-1 e
SQSTMI, no cortex pré-frontal, estriado e hipocampo de camundongos
YACI128.
3 MATERIAL E METODOS

3.1 CONSIDERAGOES ETICAS

O trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina — CEUA/UFSC (n° 4502210318)
(Anexo A). O tamanho da amostra foi calculado para o uso minimo de animais suficiente
para a obtencdo de analises estatisticas fidedignas, de acordo com os principios dos 3Rs:
Substitui¢do, Reducdo e Refinamento (Replacement, Reduction, Refinement) e as

diretrizes ARRIVE (4Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments).

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos da linhagem FVB/N, machos ¢ fémeas, WT e
transgénicos (YAC128), com 3 e 6 meses de idade. Os animais foram provenientes da
colonia local do Laboratorio de Neuroplasticidade da UFSC, onde eram mantidos em
gaiolas plésticas padrao (47,5 cm x 33 cm x 5 cm), com seis animais por gaiola, em
condi¢des padronizadas de temperatura (22 + 2° C), ciclo de luz claro/escuro de 12 h

(7:00/19:00) e 4gua e comida ad libitum.

3.3 AVALIACOES BIOQUIMICAS
Ao completar 3 ou 6 meses de idade, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e os encéfalos dissecados para coleta do cortex pré-frontal, estriado

e hipocampo.
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3.3.1 Processamento dos tecidos

As trés regides cerebrais foram homogeneizadas com tampao de lise (Tris 50
mM pH 7,4, NaCl 150 mM, Triton X-100 1%, SDS 0,1%, N-etilmaleimida (NEM,
inibidor de SENPs) 20 mM, suplementado com inibidor de proteases) rapidamente no
gelo. Os lisados foram centrifugados (5.000 rpm, 10 min, 4° C) e os sobrenadantes

recolhidos para dosagem de proteinas, dot blotting € Western blotting.

3.3.2 Determinacio de proteinas

O conteudo total de proteina foi determinado pelo método de Bradford (ZAIA;
ZAIA; LICHTIG, 1998), baseado na interagdo entre o reagente de Bradford (corante
Coomassie Brilliant Blue G-250, etanol e 4cido fosforico) e macromoléculas de proteinas
que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. As amostras foram
incubadas com o reagente de Bradford, por 5 min a temperatura ambiente, e a absorbancia
medida a 590 nm. Os resultados das amostras foram comparados com os resultados das

solugdes de concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).

3.3.3 Dot blotting e Western blotting

As amostras foram diluidas em solugdo tampdo para eletroforese em gel (Tris
100 mM, EDTA 4 mM, SDS 8%, glicerol 20%, B-mercaptoetanol 5%, pH 6,8). Para a
técnica de dot blotting, as amostras foram preparadas com concentracdo proteica de 3
ng/pL e pipetadas diretamente sobre membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF)
(3 uL). Antes da ativagdo da membrana em metanol, aguardou-se tempo suficiente para
que as amostras secassem, a temperatura ambiente. Enquanto que, para a técnica de
Western blotting, as proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), de 10 e 12%, e transferidas para
membranas de PVDF. Todas as membranas foram bloqueadas em solu¢@o contendo leite
desnatado ou BSA 5% em TBS-T (1 h, temperatura ambiente), lavadas com TBS-T por
trés vezes de 5 min e incubadas overnight, a 4° C, com os seguintes anticorpos primarios:
SUMO-2/3 rabbit (1:1000; Cell Signaling Technology), Ubc9 mouse (1:500), Beclina-1
rabbit (1:1000; Cell Signaling Technology) e SQSTM1 mouse (1:500; Santa Cruz
Biotechnology). Posteriormente, as membranas foram incubadas com os anticorpos
secundarios, anti-rabbit (1:5.000; Cell Signaling Technology) e anti-mouse (1:5.000;

Santa Cruz Biotechnology). Como controle de carga utilizou-se Coomassie Blue (dot
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blotting) e B-actina mouse (1:5000; Cell Signaling Technology) (Western blotting). As
bandas de proteinas foram visualizadas com substratos de quimioluminescéncia (ECL)
no fotodocumentador Chemidoc (Bio-Rad, EUA), analisadas por densitometria e

quantificadas pelos programas ImageJ (NHI, EUA) e Image Lab (Bio-Rad, EUA).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo normal dos dados foi analisada pelo teste de Kolmogorov—
Smirnov. Para comparacao de dois grupos utilizou-se o teste ¢ de Student e para trés ou
mais grupos utilizou-se a analise de varidncia (ANOVA) de uma ou duas vias, seguida
pelo pos-teste de Newman-Keuls. Os resultados estdo expressos como média + erro
padrao da média (EPM) e os valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente

significativos. Os dados foram analisados por meio do software GraphPadPrism® versao

6.0 (San Diego, EUA).

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental deste Capitulo estd exemplificado na Figura 3.

3.5.1 Investigacao dos niveis de proteinas SUMO-2/3 e Ubc9 no cértex pré-frontal,
estriado e hipocampo de camundongos YAC128

A fim de investigar o envolvimento da SUMOilagdao na DH, ap6s completar 3
ou 6 meses de idade, os camundongos YAC128, machos e fémeas, foram eutanasiados
por deslocamento cervical para coleta do cortex pré-frontal, estriado e hipocampo. As
estruturas foram homogeneizadas e os niveis das isoformas SUMO-2/3 e da enzima

conjugadora Ubc9 foram analisados por meio da técnica de dot blotting.

3.5.2 Investigacao dos niveis de proteinas Beclina-1 e SQSTM1 no cortex pré-frontal,
estriado e hipocampo de camundongos YAC128

A fim de investigar o envolvimento de proteinas relacionadas com autofagia, e
possiveis associagdes com a SUMOilagdo, na DH, camundongos YAC128 machos e
fémeas foram eutanasiados por deslocamento cervical, apos completar 3 ou 6 meses de
idade, para coleta do cortex pré-frontal, estriado e hipocampo. Estas estruturas foram
homogeneizadas e os niveis das proteinas Beclina-1 e SQSTM1 analisados por meio da

técnica de Western blotting.
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Figura 3 — Delineamento experimental para investigacdo da SUMOilacdo e autofagia em
camundongos YAC128 para o estudo da doen¢a de Huntington

Camundongos
YAC128
("\. 3 meses Cértex pré-frontal SUMO-2/3
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Hipocampo _
6 meses -..--"Beclina-1
_ Estriado Z---7SQSTM1
machos | fémeas

Apds completarem 3 ou 6 meses de idade, camundongos YAC128 machos e fémeas foram eutanasiados e
tiveram o cortex pré-frontal, hipocampo e estriado coletados para analise dos niveis de SUMO-2/3 e Ubc9,
pela técnica de dot blotting, e Beclina-1 e SQSTMI, pela técnica de Western blotting. Fonte da imagem de
camundongo: BioRender.com. Legenda: SQSTMI, sequestossomo 1; SUMO, small ubiquitin-like

modifier; UbcY, enzima conjugadora de SUMO; YAC, yeast artificial chromosome.

4 RESULTADOS
4.1 NIVEIS DE SUMO-2/3 E UBC9 DIMINUEM NO CORTEX PRE-FRONTAL DE
CAMUNDONGOS YAC128

A andlise por dot blotting mostrou que fémeas de 6 meses de idade, com gendtipo
positivo para a DH, possuiam niveis menores de SUMO-2/3 (Figura 4A), enquanto que

os machos, também positivos, possuiam niveis menores de Ubc9 (Figura 4B).
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Figura 4 — SUMO-2/3 e Ubc9 diminuem no cortex pré-frontal de camundongos YAC128
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Apds completarem 3 ou 6 meses de idade, os animais foram eutanasiados para coleta do cortex pré-frontal,
o qual foi processado para a técnica de dot blotting. Quantificagdo e imagem representativa dos niveis de
SUMO-2/3 (A) e Ubc9 (B). Coomassie Blue foi utilizado como controle de carga. Os dados representam a
média £ EPM de 6 animais por grupo. *P < 0,05 quando comparados entre si pela ANOVA de duas vias

seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

A ANOVA de duas vias mostrou diferenca significativa na diminuicdo dos
niveis de SUMO-2/3 nas fémeas (Figura 4A) (F (6, 42) = 3,472) e Ubc9 nos machos
(Figura 4B) ((F (6, 42) = 2,802)), com P < 0,007 e P < 0,02, respectivamente.

4.2 NIVEIS DE BECLINA-1 AUMENTAM NO CORTEX PRE-FRONTAL DE
CAMUNDONGOS WT E YAC128 DE 6 MESES

Os niveis de Beclina-1, analisados por Western blotting, apresentaram aumento
significativo, de acordo com a ANOVA, em animais WT e YAC128 de 6 meses de idade
machos (Figura 5A e B) (F (1, 16) = 12,81) e fémeas (Figura 5D e E) (F (1, 16) = 27,32),
com P <0,002. Nao foram observadas diferencas nos niveis de SQSTM1 (Figura 5A e C,
DeF).
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Figura 5 — Niveis de Beclina-1 aumentam no cortex pré-frontal de camundongos WT e
YACI128 de 6 meses
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Apds completarem 3 ou 6 meses de idade, os animais foram eutanasiados para coleta do cortex pré-frontal,

o qual foi processado para a técnica de Western blotting. Quantificagdo e imagem representativa dos niveis

de Beclina-1 (A e B; D e E) e SQSTMI (A e C; D e F). B-actina foi utilizada como controle de carga. Os

dados representam a média + EPM de 6 animais por grupo. **P < 0,002 quando comparados entre si pela

ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Newman-Keuls.

4.3 NIVEIS DE SUMO-2/3 AUMENTAM E NiVEIS DE UBC9 DIMINUEM NO

HIPOCAMPO DE CAMUNDONGOS YAC128 FEMEAS

A ANOVA de duas vias mostrou diferenga significativa no aumento dos niveis
de SUMO-2/3 no hipocampo de fémeas YAC128 de 3 meses (F (8, 56) = 6,492), com P
< 0,0001 em comparagdo com os machos WT e YAC128 (Figura 6A). Também houve
diminui¢ao significativa nos niveis de Ubc9 (F (8, 56) =2,925) em fémeas YAC128 de 3
e 6 meses (P <0,008) (Figura 6B).
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Figura 6 — Niveis de SUMO-2/3 aumentam e de Ubc9 diminuem no hipocampo de
camundongos YAC128 fémeas
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Apds completarem 3 ou 6 meses de idade, os animais foram eutanasiados para coleta do hipocampo, o qual
foi processado para a técnica de dot blotting. Quantificagdo ¢ imagem representativa dos niveis de SUMO-
2/3 (A) e Ubc9 (B). Coomassie Blue foi utilizado como controle de carga. Os dados representam a média
+ EPM de 6 animais por grupo. *P < 0,0001 quando comparado entre animais WT machos de 3 meses de
idade e **P < 0,05 quando comparados entre si pela ANOV A de duas vias seguida do pos-teste de Newman-
Keuls.

4.4 NIVEIS DE BECLINA-1 DIMINUEM NO HIPOCAMPO DE CAMUNDONGOS
YAC128

Novamente, no hipocampo dos camundongos YAC128, os niveis de Beclina-1
diminuiram significativamente, tanto em machos (Figura 7A e B) (F (1, 16) = 5,413)
quanto em fémeas de 3 e 6 meses (Figura 7D ¢ E) (F (1, 16) = 6,118), com significancia
estatistica de P < 0,03. Niveis de SQSTMI nao apresentaram diferencas (Figura 7A e C,
DeF).
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Figura 7 — Niveis de Beclina-1 diminuem no hipocampo de camundongos YAC128
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Apds completarem 3 ou 6 meses de idade, os animais foram eutanasiados para coleta do hipocampo, o qual
foi processado para a técnica de Western blotting. Quantificacdo e imagem representativa dos niveis de
Beclina-1 (AeB; D e E) e SQSTMI (A e C; D e F). B-actina foi utilizada como controle de carga. Os dados
representam a média = EPM de 6 animais por grupo. **P < 0,03 quando comparados entre si pela ANOVA
de duas vias seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

45 NIVEIS DE SUMO-2/3 E UBC9 DIMINUEM NO ESTRIADO DE

CAMUNDONGOS YAC128

No estriado, novamente foi observada diminui¢ao dos niveis de SUMO-2/3 e
Ubc9. Houve diferenca significativa na diminuicdo de SUMO-2/3 em machos YAC128
(F (6,42)=4,046) (Figura 8A), com P < 0,002, e de Ubc9 em fémeas YACI128 (F (6, 42)
=0,7223) (Figura 8B), com P < 0,01, pela ANOVA de duas vias.
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Figura 8 — Niveis de SUMO-2/3 e Ubc9 diminuem no estriado de camundongos YAC128
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Apds completarem 3 ou 6 meses de idade, os animais foram eutanasiados para coleta do estriado, o qual foi
processado para a técnica de dot blotting. Quantificacdo e imagem representativa dos niveis de SUMO-2/3
(A) e Ubc9 (B). Coomassie Blue foi utilizado como controle de carga. Os dados representam a média =
EPM de 6 animais por grupo. *P < 0,05 quando comparados entre si pela ANOVA de duas vias seguida do
pos-teste de Newman-Keuls.
4.6 NIVEIS DE BECLINA-1 E SQSTM1 DIMINUEM NO ESTRIADO DE
CAMUNDONGOS WT E YACI128

O estriado, por sua vez, foi marcado pela diminui¢do das proteinas relacionadas
a autofagia. Os niveis de Beclina-1 diminuiram de forma significativa em animais WT e
YACI128 de 6 meses machos (Figura 9A e B) (F (1, 16) = 8,231) e fémeas (Figura 9D e
E)(F(1,16)=13,99),com P<0,01. De forma semelhante, os niveis de SQSTM1 também
diminuiram em YAC128 fémeas de ambas as idades analisadas (Figura 9D e F) (F (1, 16)

=4,751), com P <0,01.
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Figura 9 — Niveis de Beclina-1 diminuem no estriado de camundongos WT e YAC128 de

6 meses
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Apds completarem 3 ou 6 meses de idade, os animais foram eutanasiados para coleta do estriado, o qual
foi processado para a técnica de Western blotting. Quantificagdo e imagem representativa dos niveis de
Beclina-1 (AeB; D e E) e SQSTMI1 (A e C; D e F). B-actina foi utilizada como controle de carga. Os
dados representam a média + EPM de 6 animais por grupo. *P < 0,01 e **P < (0,001 quando comparados
entre si pela ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

5 DISCUSSAO

Parte deste Capitulo foi publicada na Revista IBRO Neuroscience Reports como

Mini  Review

intitulada

“SUMO-modifying  Huntington’s
10.1016/j.ibneur.2022.03.002) (Apéndice I).

disease”

(DO

A maquinaria da SUMOilagdo envolve diferentes isoformas, logo, diferentes

efeitos na Htt podem ser observados. Tanto SUMO-1 quanto SUMO-2 regulam a DH por

meio de modificagdes, podendo ser fatores chave para novos alvos terapéuticos e

tratamentos (CHEN et al., 2021).
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SUMO-1 tem sido relacionada ao aumento da solubilidade e da toxicidade da
Htt, lembrando que nem sempre a formacao de inclusdes citoplasmaticas ¢ um predito de
patogénese (SUBRAMANIAM et al., 2009). J&4 SUMO-2, em contrapartida, tem sido
encontrada acumulada no estriado, uma das regides cerebrais mais importantes na DH
(O’ROURKE et al., 2013). Ela também tem sido relacionada com o aumento na
agregacao e toxicidade da Htt, assim como a delecdo de lisinas modificadas, diminuindo
a patologia (STEFFAN et al., 2004). Apesar de ndo ter sido possivel observar
imunomarcagao para SUMO-1 nos experimentos deste trabalho, provavelmente devido a
problemas com o anticorpo utilizado, observamos alteragdes significativas nos niveis da
isoforma 2/3.

Devido a tais evidéncias do envolvimento da SUMOilagdo com a Htt, nos
propomos a analisar os niveis de SUMO-2/3 e de sua enzima conjugadora em estruturas
cerebrais de camundongos YAC128 mais jovens e mais velhos, com 3 e 6 meses de idade,
respectivamente. Levando em conta as individualidades, diferengas e falta de estudos,
realizamos tal analise em ambos os sexos. O cortex pré-frontal possui papel importante
na memoria de trabalho, onde projecdes dopaminérgicas oriundas da substantia nigra
processam informacdes (LARA; WALLIS, 2015). Nossos dados revelam diminui¢do dos
niveis de SUMO-2/3 e Ubc9 no cortex pré-frontal de fémeas (Figura 4A) e machos
(Figura 4B) YACI28 de 6 meses, respectivamente, indicando comprometimento da
SUMOilacao em animais mais velhos. Desta forma, a neurodegeneracdo no cortex pré-
frontal seria agravada com a idade, onde, a partir de 6 meses, a maquinaria proteica da
SUMO comecaria a ser afetada negativamente, contribuindo com o agravamento da
doenga.

Proteinas SUMO poderiam estar envolvidas na formacdo de inclusdes para
prevenir o dano neuronal (LIEBELT; VERTEGAAL, 2016). Ao avaliar os efeitos da
SUMOilagao na agregacao de Htt e sua interacao com lipideos de membrana, usando a
proteina de fusdo glutationa S-transferase (GST)-Httex1 e Httex1, foi observado uma
inibicdo na formacao de fibrilas e de agregados quando o Httex1 estava SUMOilado
(SEDIGHI; ADEGBUYIRO; LEGLEITER, 2020). Esses achados mostram que os
agregados de Htt por SUMO diferem de outros tipos de agregacgao, ja que a SUMOilagao
impediu a agregacdo, ligacdo e acumulo de Htt. Outro estudo utilizando células de
neuroblastoma, neuro2a, enriquecidas com a Htt WT ou com a mHtt em diferentes

estagios de agregacdo, mostrou que a redu¢cdo na SUMOilagdo poderia ser uma resposta
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adaptativa para auxiliar no sequestro do Httex1 soluvel, uma estratégia terapéutica para
evitar a agregacdo (MOILY et al., 2017).

Além de seu papel chave no processamento de memorias e aprendizado, o
hipocampo esta também envolvido no processo de neurogénese (KEMPERMANN;
SONG; GAGE, 2015). Nossos dados mostram aumento de SUMO-2/3 no hipocampo de
fémeas YAC128 de 3 meses, em comparacao com machos da mesma idade (Figura 6A),
sem diferenca para os demais grupos, sugerindo que na fase inicial da doenga, esta
isoforma seja mais recrutada no hipocampo de fémeas do que de machos. Ainda nas
fémeas, os niveis de Ubc9 diminuiram tanto em 3 quanto em 6 meses (Figura 6B), o que
pode coincidir com a diminui¢do da SUMO-2/3-ilagdo em outras estruturas cerebrais.

O hipocampo de pacientes da DH pode apresentar atrofia e disfun¢o, o que pode
contribuir para os problemas de memoria e aprendizado (GLIKMANN-JOHNSTON et
al., 2019). A mHtt interfere na sinalizacdo neural no hipocampo, gerando prejuizo na
plasticidade sinaptica, formacao e armazenamento de memorias (BARRON; HURLEY;
PARSONS, 2021). Dessa forma, nossos achados demonstram que a diminuicdo de
SUMO-2/3 em fémeas YAC128 possui correlacdo com a doenga, uma vez que o modelo
também apresenta déficits cognitivos.

O estriado possui diversas conexdes ao longo do encéfalo, com inervagdes de
neurdnios dopaminérgicos, sendo essencial para o aprendizado, sistema de recompensa e
tomada de decisdes (COX; WITTEN, 2019). No estriado, os niveis de SUMO-2/3
diminuiram em animais YAC128 machos de 3 meses (Figura 8A). O estudo de O’Rourke
e colaboradores (2013) relaciona SUMO-2 no estriado a acumulacao patogénica da Hitt,
porém, como um fator neuroprotetor, ela poderia facilitar o clearance celular quando
combinada com a ubiquitinacdo (CELEN; SAHIN, 2020). No entanto, tanto as vias da
SUMO quanto da ubiquitina podem ser prejudicadas, interrompendo a homeostase
celular. Considerando o modelo aqui utilizado, a diminui¢ao dos niveis de SUMO-2/3 no
estriado estdo altamente relacionados com o agravamento dos sintomas da DH, os quais
também desaparecem a partir dos seis meses de idade. Nesse sentido faz-se necessario a
analise dos niveis de SUMO-2/3-ilagdo em animais ainda mais velhos.

A principal dificuldade em investigar efeitos especificos da SUMO sobre a Htt
¢ a competi¢ao com outras MPTs. Ela compete com a ubiquitinagdo, por exemplo, pelas
mesmas lisinas: 6, 9 e 15 da por¢ao N-terminal da Htt (CELEN; SAHIN, 2020; SARGE;
PARK-SARGE, 2011). E importante salientar que tanto a SUMOilacio quanto a

ubiquitinagdo sdo componentes do metabolismo celular e, j4& que ocorrem ao mesmo
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tempo, podem afetar uma a outra (DEGER; GERSON; KAYED, 2015). Tal dindmica
pode explicar o porqué da diminuicdo da SUMOilacao no cortex pré-frontal e estriado e
aumento no hipocampo.

A reducao na toxicidade da mHtt tem sido relacionada a ubiquitinag¢ao, enquanto
que a estabilizagdo proteica, diminui¢ao da agregacgao e o desequilibrio transcricional sao
comumente relacionados a SUMOilagao (EHRNHOEFER; SUTTON; HAYDEN, 2011).
Steffan e colaboradores (2004), utilizando um modelo in vitro, observaram que um
fragmento patogénico da Htt, Httex1p, ¢ estabilizado quando encontra-se SUMOilado:
sua agregacao diminui e sua capacidade em impedir a transcricdo proteica aumenta. O
mesmo estudo também utilizou um modelo in vivo com Drosophila. Neste, a
neurodegeneracdo foi aumentada pela SUMOilagdo e diminuida pela ubiquitinagdo de
Httex1p. Quando ambas as MPTs sao prevenidas pelas mutacdes nas lisinas da Httex1p,
contudo, a patologia da DH ¢ reduzida. A ativacdo do proteassoma, aumentando a
ubiquitinagdo e promovendo a SUMOilagdo, poderia ser importante na diminuigao, e até
mesmo prevengdo, do desenvolvimento da neurodegeneragao (HUANG et al., 2018).

Além das isoformas da SUMO, outras proteinas associadas a SUMOilacao
também sao alvo de estudos para uma melhor compreensao dos mecanismos moleculares
da DH. Rhes, por exemplo, ¢ uma pequena proteina G que, além de agir como uma ligase
incomum para SUMO, visto que ndo possui similaridade com nenhuma outra SUMO
ligase (LIEBELT; VERTEGAAL, 2016), desempenha diferentes acdes na SUMOilacao:
aumenta a capacidade da Ubc9 para SUMOilar a mHtt e a SUMOilagao cruzada entre
SAE1/2 e Ubc9 (SERRA et al., 2021; SUBRAMANIAM et al., 2010). Camundongos
knockout para Rhes apresentam SUMOilagdo reduzida no estriado, revelando que Rhes
também regula a SUMOilagdo (SUBRAMANIAM et al., 2010). Quando ligada a mHtt,
ela aumenta a SUMOilagdo e diminui a ubiquitinacdo, o que reduz a degradagao da mHtt
e, ao mesmo tempo, aumenta sua toxicidade (ROSS; SHOULSON, 2009;
SUBRAMANIAM et al., 2009). Desta forma, pode-se sugerir que a toxicidade causada
pela mHtt diminuiu os niveis de Ubc9 em todas as trés estruturas aqui analisadas que, por
sua vez, diminuiu a conjuga¢do e subsequente ligagdo de SUMO a mHtt. Considerando
que existem poucos estudos relacionando Ubc9 e DH, nossos dados revelam também
alteracdo desta enzima conjugadora e, claro, mais pesquisas sdo necessarias para entender
melhor esta relacdo, bem como para explorar possiveis terapias que possam ajudar a

combater a doenga.
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O interesse pela ligase SUMO E3 PIAS1 na DH também tem crescido nos
ultimos anos. A proteina modula a atividade neuronal e ¢ capaz de alterar fenotipos
relacionados @ DH em alguns estudos in vivo. Por exemplo, ao se injetar microRNA
(miRNA) direcionado a PIAS1 no estriado de camundongos R6/2 observou-se melhora
no fenoétipo comportamental dos animais, mesmo na presenca da mHtt (OCHABA et al.,
2016). Quando PIASI foi reduzida, ndo houve acumulacao de mHtt, a SUMOilagao foi
reduzida, os niveis de sinaptofisina, associada a vesiculas sindpticas, aumentaram e
marcadores inflamatérios foram normalizados, enquanto que sua overexpressao
ocasionou acumulo de Htt. Tais achados corroboram estudos prévios (O’ ROURKE et al.,
2013), que postularam que PIASI1 regula a acumulagdo da Htt e a SUMOilagao nas
células. A analise dos niveis de Rhes e PIAS1 no modelo YAC128 poderia ajudar a
entender melhor o desenvolvimento da doenca.

Proteinas SUMO podem estar colocalizadas com agregados proteicos de poliGln
e possuem um papel chave nas inclusdes neuronais de diversas doengas poliGln
(DORVAL; FRASER, 2007; TERASHIMA et al., 2002). Ueda e colaboradores (2002)
encontraram um aumento na SUMO-1-ilag@o no cortex cerebelar de camundongos que
expressam ataxina-1 mutante, responsavel por regular a expressdo gé€nica no nucleo
celular com mutagdo relacionada a ataxias. Tal achado evidencia o papel da SUMO-1
também em doencas ataxicas. Quando os autores examinaram os cérebros de pacientes
com DH, atrofia dentatorubro-palidoluisiana (DRPLA), doenca de Machado-Joseph
(MJD) e ataxia espinocerebelar tipo 1 (SCA1) eles também relataram a presenga de
SUMO-1 em regides afetadas do cérebro. Outro estudo também relacionou a presenca de
SUMO-1 com DRPLA (TERASHIMA et al., 2002). Neste foi observada a colocalizacio
das isoformas com inclusdes intranucleares tanto no tecido cerebral acometido com
DRPLA quanto em um modelo in vitro, no qual os agregados estavam fortemente
SUMOilados. A formacao de agregados nucleares e morte celular também foram
analisados: células PC12 transfectadas com SUMO-1 e atrofina 1 apresentaram
agregados nucleares e apoptose. SUMO-1 também foi vista em trés casos de doenca de
inclusdes intranucleares neuronais (NIID), sendo relacionada, assim, a disfun¢do do
proteassoma (POUNTNEY et al., 2003). O mesmo foi encontrado no tecido cerebral de
pacientes com atrofia multissistémica (AMS), caracterizada por inclusdes citoplasmaticas
gliais de a-sinucleina, e com paralisia supranuclear progressiva (PSP), conhecida por
apresentar inclusdes gliais da proteina tau (WONG et al., 2013). Ambas as doengas sao

um subconjunto de doencas neurodegenerativas, chamadas de corpos de inclusdes
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oligodendrogliais. SUMO-1 foi encontrada tanto dentro quanto ao redor das inclusdes,
juntamente com catepsina D, um marcador lisossomal responsavel pela degradacio de
proteinas. No mesmo estudo, células 1321N1 foram transfectadas com mHttex1 ainda
mais propensa a agregacao, chamada de HttQ74-GFP, e houve uma associagdo de
lisossomos positivos para SUMO-1 e acumulacao citoplasmatica de a-sinucleina, tau e
HttQ74-GFP. Estes resultados deixam claro que SUMO-1 também possui uma fungao
lisossomal.

Outro fator importante ¢ a ativagao da proteina cinase mTOR (mammalian target
of rapamycin) por Rhes, o que altera a sintese proteica (SUBRAMANIAM; SNYDER,
2011). A autofagia ¢ uma degradagdo lisossomal, desregulada durante processos
neurodegenerativos. Considerando que a mTOR regula a autofagia, apoptose e
proliferagdo celular (ZOU et al., 2020), a diminui¢ao de Rhes pela mHtt poderia diminuir
a ativagdo de mTOR. Rhes poderia também aumentar a autofagia ao interagir com
Beclina-1. Nossos dados demonstram que Beclina-1 estd diminuida em camundongos
YAC128 machos e fémeas, de 3 e 6 meses, no hipocampo, assim como em camundongos
WT e YAC128 machos ¢ fémeas, de 6 meses, no estriado. Os niveis de SQSTM1 também
diminuiram em fémeas YAC128 de ambas as idades aqui analisadas. Tais dados sugerem
que a doenca diminui niveis proteicos de SUMO, o que potencializa a diminui¢do de
proteinas autofagicas e, consequentemente, disfun¢do da autofagia. A inibigdao de Rhes,
sem modificar a autofagia, pode representar uma forma efetiva para minimizar os efeitos
deletérios da mHtt (CARBO et al., 2019). O aumento dos niveis de Beclina-1 no cortex
pré-frontal de todos os animais de 6 meses pode indicar que o processo autofagico comega
a ser desregulado nas demais estruturas cerebrais antes de atingi-lo. Estudos que
investiguem estes niveis em periodos superiores a 6 meses sa0 necessarios.

A SUMO pode, ainda, ter um papel importante no controle da qualidade de
proteinas por meio da modulagdo do dobramento, solubilidade e estabilidade proteica
(GALLAGHER et al., 2014), portanto o aumento da SUMOilacdo no modelo aqui
utilizado e em estudos futuros possui importancia clinica, especialmente por sua
associagdo com a agregacao proteica, ja que ela poderia impedir a formagdo de expansoes

de poliGIln (HUANG et al., 2018).

6 CONSIDERACOES FINAIS
Proteinas SUMO e proteinas associadas com a via da SUMOilagdo participam

na patofisiologia da DH e de diversas outras doengas de poliGln. Ao mesmo tempo que
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parecem diminuir os agregados de Htt, aumentar o clearance celular e contribuir com a
estabilizacdo proteica, também estdo envolvidas com o aumento na toxicidade de mHtt e
promogao de morte celular. Ainda ha muito a ser esclarecido em relacdo a SUMOilacao,
especialmente em relacdo aos diferentes efeitos desempenhados pelas trés isoformas de
SUMO expressas no SNC. Para melhor caracterizar essa correlagdo, mais estudos pré-
clinicos sd3o necessarios. Nossos dados at¢ o momento mostram que a SUMO esta
diminuida na DH. Essa alterag¢do se relaciona diretamente com defeitos na autofagia e

contribui com a neurodegeneragao e déficits associados.
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Capitulo II — Investigagao do efeito do knockdown de SENP3 em modelos in vitro e in
vivo da doenga de Parkinson

Este capitulo foi desenvolvido no Laboratorio de Investigagdo Neuroquimica e Laboratério Experimental
de Doengas Neurodegenerativas do Departamento de Farmacologia da UFSC, coordenados pela Profa. Dra.
Helena Cimarosti e Prof. Dr. Rui Daniel Prediger, respectivamente, Laboratorio de Imunobiologia do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC, coordenado pelo Prof. Dr. Daniel
Mansur, e Department of Experimental Neurodegeneration da Universititsmedizin Gottingen, coordenado
pelo Prof. Dr. Tiago Outeiro.

1 INTRODUCAO
1.1 DOENCA DE PARKINSON

As doengas neurodegenerativas compreendem uma ampla gama de condigdes
que acometem o ser humano, caracterizadas principalmente pela perda e disfuncao de
células e fibras nervosas do SNC. Uma das maiores causas de neurodegeneragdo ¢ a DP,
causada sobretudo por disfungdo mitocondrial, excitotoxicidade e apoptose (DEL
TREDICI; BRAAK, 2016; PIEPERHOFF et al., 2022; UTTARA et al., 2009).

Descrita por James Parkinson (1755-1824) em 1817, a DP recebeu inicialmente
o nome de paralisia agitante (shaking palsy). Ao observar um grupo de pacientes, ele
percebeu que estes apresentavam tremores involuntarios, diminui¢do do poder muscular,
mudangas repentinas no ritmo de marcha e propensdo a dobrar o tronco para a frente
(PARKINSON, 2002). Atualmente sabe-se que o envelhecimento ¢ o principal fator de
risco para a doenca (LEE; GILBERT, 2016), onde a maioria dos casos ¢ idiopatica e
estatisticas apontam que a prevaléncia seja de 0,3% na populacdo geral de paises
desenvolvidos, 1% em pessoas com mais de 60 anos € 3% em pessoas com 80 anos ou
mais (LEE; GILBERT, 2016; LEES; HARDY; REVESZ, 2009; TANNER; GOLDMAN,
1996), sendo mais comum em homens do que em mulheres (HAAXMA et al., 2007).
Contudo, ha também a DP de inicio precoce, a qual acomete 3 a 5% de pacientes com
menos de 40 anos de idade (SCHRAG; SCHOTT, 2006).

Desde a sua descoberta, estudiosos vém tentando compreender como a doenca
ocorre e, dessa forma, impedir a sua progressdo. Brissaud (1895), por exemplo, sugeriu
que a DP estava relacionada com a substantia nigra e Trétiakoff (1919) relatou alteragdes
neuropatoldgicas em pacientes com DP (JANER et al., 2009). Foi observado uma grande
perda de neuromelanina e de neurdnios dopaminérgicos no SNC e o aparecimento de
inclusdes citoplasmaticas, denominadas corpos de Lewy (CL), que tornaram-se a marca

anatomopatoldgica e o critério diagnostico da DP.
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1.1.1 Neuropatologia e sintomatologia

Os sintomas da DP podem ser divididos em nao motores e motores. Os sintomas
ndo motores incluem disfungdo olfatéria, déficits cognitivos, disturbios do sono,
transtornos de humor, disautonomia, dor, distirbios sensoriais e fadiga (DEL TREDICI;
BRAAK, 2016; PIEPERHOFF et al., 2022). Apos o avango da doenga, e consequente
perda de neurdnios e diminui¢do de 70 a 80% nos niveis de dopamina no estriado
(RIEDERER; WUKETICH, 1976), surgem os sintomas motores classicos: bradicinesia
(lentidao para iniciar os movimentos voluntérios, com reducao progressiva da velocidade
€ movimentos repetitivos), prejuizos na postura corporal e marcha, rigidez muscular e

tremor em repouso (MOUSTAFA et al., 2016).

1.1.2 Fatores de risco

A proteina mais abundante na DP ¢ a a-sinucleina (KALIA; LANG, 2015),
associada a estabiliza¢do da membrana neuronal, sinalizagdo pré-sinaptica e regulacdo do
transporte de vesiculas (BRUNDIN; MELKI, 2017; LASHUEL et al., 2002).

Mutagdes no gene SNCA, assim como fatores ambientais, fazem com que a
conforma¢do da proteina seja alterada, tornando-a insoltivel (CUENCA et al., 2018).
Consequentemente, ocorre oligomerizagdo para uma forma toxica, formando CLs no
corpo celular de neurdnios. Estas formas oligoméricas seriam encontrados primeiramente
em regides como o bulbo olfatorio e, de acordo com o avango da doenga, atingiriam outras
regides do SNC, segundo a teoria de Braak e colaboradores (2003). Além de ocasionar
danos motores, estes agregados estariam contribuindo também para a deméncia dos
pacientes. Vale salientar que formas alternativas de agregados de a-sinucleina, ou outras
proteinas, sdo possiveis na patologia (KALIA; LANG, 2015). Vérios outros genes
também estdo relacionados a progressdo da doenca, tais como LRRK2 (leucine-rich
repeat kinase 2), parkina, PINK1 (PTEN-induced kinase 1), DJ-1 (proteina deglicase 1),
ATP3A2 (ATPase tipo 13A2) e glucocerebrosidase. Mutagdes desses genes foram
identificadas como a causa de formas raras de DP. Alteracdes no gene PINKI1, por
exemplo, sdo responsaveis pela segunda maior causa de DP de inicio precoce
(SCHNEIDER, 1993).

Toxinas ambientais estdo altamente relacionadas com os riscos de
desenvolvimento da DP, como alguns pesticidas e herbicidas que inibem seletivamente o
complexo I mitocondrial e induzem perda de dopamina. Dentre estes, pode-se citar o

paraquate, 6-hidroxidopamina (6-OHDA), rotenona e I1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
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tetrahidropiridina (MPTP) (JANKOVIC; TAN, 2020). A respeito deste ultimo, em 1983
constatou-se que pessoas que receberam inje¢des intravenosas contaminadas com MPTP
exibiam sintomas classicos da DP (LANGSTON et al., 1983) e, logo mais, descobriu-se
que esta substancia causa danos em células dopaminérgicas na substantia nigra
(BETARBET et al., 2000). Isso ocorre, sobretudo, devido ao seu metabolito, 1-metil-4-
fenilpiridina (MPP"), que possui estrutura semelhante & dopamina e altera a matriz
mitocondrial e a cadeia de transporte de elétrons. Portanto, pessoas que estdo em contato
com herbicidas e pesticidas que contém MPTP em suas formulacdes estdo ainda mais
propensas a serem diagnosticadas com a DP. Tanto que Petrovitch e colaboradores (2002)
demonstraram que homens que trabalhavam por mais de 10 anos em plantagdes ¢ que

utilizavam MPTP possuiam um risco aumentado para o desenvolvimento da doenga.

1.1.3 Tratamento farmacolégico

Ao longo dos anos, varios tratamentos foram propostos a fim de trazer uma
melhora na qualidade de vida dos pacientes com DP. Um dos primeiros farmacos
utilizados foi um precursor metabolico da dopamina, chamado de levodopa ou L-DOPA
(L-3,4 dihidroxifenilalanina), com efeitos anti-parkinsonianos (COTZIAS, 1968;
REICH; SAVITT, 2018). Apesar de ser o tratamento mais eficaz, estudos recentes
demonstram que a longo prazo ele pode acarretar discinesias (YOO et al., 2019), isto &,
mudangas ou flutuagdes na mobilidade e imobilidade, chamadas de periodo “on — off”
(MARSDEN; PARKES, 1976).

Dentre os outros farmacos utilizados como alternativas a DP, pode-se citar os
anticolinérgicos, como a escopolamina amplamente utilizada no passado, eficazes no
tratamento dos tremores (FAHN, 2015), o antagonista do receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA), amantadina, usado para discinesias (FOX et al., 2018), o agonista
dopaminérgico apomorfina, com efeitos benéficos na fase “off’ da DP, inibidores
seletivos da catecol-O-metil transferase (COMT), benéficos para o tratamento das
flutuagdes motoras ¢ com acdo mais duradoura (KIM; JEON; JENNER, 2017) e
inibidores da monoamina oxidase B (MAO-B), que diminuem as flutuagdes motoras e as

discinesias (DEZSI; VECSEL 2017).
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1.1.4 Disfuncido mitocondrial e estresse oxidativo

A disfungdo mitocondrial € caracterizada pela diminui¢do da atividade
enzimatica do Complexo I mitocondrial, liberagao de citocromo ¢, diminui¢do de ATP e
ativacdo de caspase-3 e ¢ uma caracteristica marcante da DP. Soma-se a esta cascata de
eventos a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como a producao de
superoxido, que causam morte celular ao afetar vias de sinalizacdo neuronal
(ENGELHARDT, 1999; MOON; PAEK, 2015; PARK; DAVIS; SUE, 2018).

Os processos de fissao e fusdo mitocondriais, essenciais para a dinamica celular,
também sao alterados durante a progressao da doenga, onde ha um aumento em proteinas
de fissdo, como a GTPase citoplasmatica Drpl (dynamin-related protein), ¢ diminui¢ao
em proteinas de fusdo, como a proteina de atrofia 6ptica 1 (OPA1) (CHEN; CHAN, 2017,
FARKHONDEH et al., 2020). Ha grande prejuizo em lipideos, proteinas e DNA em razao
do estresse oxidativo, contribuindo para a diminuicao dos niveis de dopamina (MOON;

PAEK, 2015).

1.1.5 Modelos experimentais

Dentre os modelos propostos na literatura para o estudo da DP, destacam-se os
que empregam a neurotoxinas, como rotenona e MPTP.

A rotenona ¢ uma substancia de origem natural, utilizada como inseticida e
pesticida, que atua como inibidora do Complexo I mitocondrial. Por meio de sua
utilizagdo experimental € possivel observar diversas caracteristicas tipicas da DP
(SHERER et al., 2003).

O MPTP também ¢ utilizado como modelo experimental em pesquisas
relacionadas a8 DP (LANGSTON et al., 1983). Conforme exemplificado na Figura 1, ele
ultrapassa a barreira hematoencefalica e, por oxidagdo em células gliais, transforma-se
em MPP", sendo captado por terminais dopaminérgicos afetando estruturas essenciais
para a fungdo cognitiva e motora e ocasionando disfun¢do mitocondrial e estresse
oxidativo (BAJPAI et al., 2013; FILICHIA et al., 2016; MUSTAPHA; TAIB, 2021,
PONZONI; GARCIA-CAIRASCO, 1995) . Ao ser administrado por via intranasal (i.n.),
ele pode acarretar tanto sintomas ndo motores quanto motores da DP mesmo em baixas
concentragdes (PREDIGER et al., 2006, 2009), além de fornecer uma melhor simulacao

de como acontece a contaminac¢ao em seres humanos.
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Figura 10 — Via de neurotoxicidade do MPTP
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O MPTP atravessa a barreira hematoencefélica e ¢ metabolizado em MPP™ pela enzima MAO-B em células
gliais. Este metabolito é captado por DAT devido a alta afinidade. O MPP* concentra-se em mitocondrias
de neurdnios dopaminérgicos, prejudicando a respiracdo mitocondrial pela inibi¢do do complexo I do
transporte de elétrons, ocasionando produgdo de radicais livres e ativag@o de vias de morte celular. Legenda:
DAT, transportador de dopamina; MAO-B, monoamina oxidase B; MPP*, 1-metil-4-fenil-2,3-di-
hidropiridinio; MPTP, 1-metil4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina. Fonte: Junqueira (2020).

1.2 SUMOILACAO E DP

Substratos SUMO tém sido vistos em processos patoldgicos e mecanismos de
neurodegeneragdo tém apresentado alteracdes na SUMOilagdo (HENLEY; CRAIG;
WILKINSON, 2014). Na DA, por exemplo, a SUMOilag¢ao ¢ capaz de regular a proteina
precursora amildide e a proteina tau, cruciais para o desenvolvimento da doenca (HOPPE;
SALBEGO; CIMAROSTI, 2015). De forma semelhante, as proteinas envolvidas com a
DP também sao modificadas pela SUMO, portanto ela teria um papel importante no
desenvolvimento e/ou progressdo da doenca (ECKERMANN, 2013), como mostrado na
Figura 2.
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Figura 2 — Modificagdes pos-traducionais e mecanismos moleculares da doenga de
Parkinson

Post-translational
moedifications
Phosphorylation . \
&Aggregation lFibriI formation T Protection against lAmonidﬁbriIs
Ubiquitination ‘U' neurotaxins and fibrils
SUMOylation S kﬁm\. - w7 A :
- % - PN T
Acetylation A lOIigomerization TAfﬁnity fqr synaptic letotoxicity TMigfolding
vesicles
Glycation .
| I o Op
Truncation . - ¥
Tkggrega't ion TFTFJ:’H formation TGcho?iéys inhibition lﬁbt@'p hagy
O-GlcNAcylation .
= ©° ® 1o gl
M O - i,
D TNEU reinflasmmation T‘T'ﬂxii: oligomers Tl'nclhsin‘ns TCytomkicify ]

As MPTs controlam diversos mecanismos na DP, como a a-sinucleina, gerando efeitos positivos
(retangulos verdes) ou negativos (retangulos em vermelho) na patologia. Setas apontadas para cima indicam
aumento e setas apontadas para baixo diminuigdo. Legenda: DNA, acido desoxirribonucleico; DP, doenga

de Parkinson; MPTs, modificacdes pds-traducionais. Fonte: Canever et al. (2023).

Os principais achados dizem respeito a a-sinucleina. Shahpasandzadeh e
colaboradores (2014) estudaram a intera¢do entre a fosforilacdo da a-sinucleina e a
SUMOilacao e perceberam que a SUMOilacao prejudicada reduziu o crescimento de
leveduras, além de aumentar as inclusdes citoplasmadticas nas células. O processo também
evitou a depuracao de agregados de a-sinucleina por autofagia, sugerindo uma importante
interacao entre SUMOilagao e fosforilacao na depuracao destes agregados. Apesar deste
efeito, estudos demonstram a necessidade de uma melhor elucidagdo dos mecanismos
envolvidos na SUMOilagdo e seu potencial para impedir a progressio da DP
(ANDERSON et al., 2017), sobretudo no que diz respeito a proteinas envolvidas na

dinamica mitocondrial.
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Em condigdes normais, a proteina mitocondrial Drpl se transloca para a
membrana mitocondrial externa para mediar eventos fisiologicos de fissdo e
fragmentacdo mitocondrial (CHEN; CHAN, 2017; FARKHONDEH et al., 2020). Em
condicoes de estresse ha aumento na fissao mitocondrial, liberagao de citocromo ¢ € morte
celular mediada por caspases (GUO et al., 2013). Sabe-se que a SUMO-1 aumenta o
recrutamento mitocondrial para promover fissdo e fragmentagdo, enquanto que a SUMO-
2/3 previne tais eventos (FIGUEROA-ROMERO et al., 2009). Apesar de todos os
avangos em relacdo ao papel da Drpl na dindmica mitocondrial, seus mecanismos em

relagdo a DP ainda precisam ser melhor compreendidos.

1.2.1 Manipulacio de proteinas SUMO e proteinas-alvo

Sendo uma MPT, a SUMOilagdo ¢ um processo muito dindmico. Soma-se a isso
o fato de que ela é reversivel, o que por vezes dificulta a investigacao de seus mecanismos
moleculares. Construtos de shRNA (short hairpin RNA) vém sendo cada vez mais
utilizados como uma forma de controlar a expressao de proteinas e/ou vias celulares, uma
vez que seus vetores se integram ao genoma celular e permitem que haja expressao estavel
a longo prazo, ja a partir de duas ou trés semanas in vivo (SINGER; VERMA, 2008). Por
meio de vetores baseados em DNAs modificados (cDNA) (DU et al., 2006), como
plasmideos, transposons e virus, este ShARNA pode ser expresso em células (LIAO;
TANG, 2015). Guo e colaboradores (2013), utilizando um modelo in vitro de isquemia,
e Yang e colaboradores (2015), utilizando um modelo in vivo de hemorragia
subaracnoide, por exemplo, demonstraram que a utilizacdo de construtos de shRNAs
knockdown para Drp1 alteram sua SUMOilagao e, consequentemente, diminuem a morte
neuronal. Contudo, tais achados de SUMOilacdo de Drp1 e outras proteinas mitocondriais

como um fator neuroprotetor ndo foram observados em modelos da DP até o momento.

1.3 JUSTIFICATIVA

Muitos dos mecanismos patogénicos da DP ainda ndo foram completamente
elucidados. Dentre eles, a disfun¢do mitocondrial tem emergido como fator critico
contribuinte para a morte de neurdnios dopaminérgicos. A SUMOilagdo teria um papel
muito importante neste contexto, uma vez que pode modular Drpl, envolvida na fissao
mitocondrial. Portanto, torna-se necessario investigar se o aumento da conjugagdo de
SUMO-2/3, através do knockdown de SENP3, poderia inibir a agdo de neurotoxinas e

aumentaria a sobrevivéncia celular em modelos da DP. Isto é extremamente relevante
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para compreender melhor a doencga e buscar estratégias eficazes para caracterizar novos

alvos terapéuticos e, assim, reduzir sua patogénese.

1.4 HIPOTESE

O aumento da SUMOilagdo, pelo knockdown de SENP3, diminui danos
ocasionados por neurotoxinas em modelos in vitro e in vivo da DP.

2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Investigar o efeito do knockdown de SENP3 em modelo in vitro da DP, induzido
por rotenona, € modelo in vivo, induzido por MPTP.

2.2 ESPECIFICOS:

— Avaliar o efeito do knockdown de SENP3 nos niveis das proteinas SENP3,
SUMO-2/3, Drpl e OPA1 em células de neuroglioma humano H4 expostas a
rotenona,

— Avaliar o efeito do knockdown de SENP3 na produg¢do de superoxido,
fluorescéncia mitocondrial e morte celular em células H4 expostas a rotenona;

— Avaliar o efeito do knockdown de SENP3 na fung¢do olfatéria e anedonia de
ratos no modelo do MPTP i.n.;

— Auvaliar o efeito do knockdown de SENP3 na fungdo cognitiva de ratos no
modelo do MPTP i.n.;

— Avaliar o efeito do knockdown de SENP3 na funcdo motora de ratos no
modelo do MPTP 1.n.;

— Avaliar o efeito do knockdown de SENP3 nos niveis de SENP3 e SUMO-2/3
do estriado dorsolateral (EDL) de ratos no modelo do MPTP i.n.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 MODELO IN VITRO DA DP
3.1.1 Cultivo celular

Células de neuroglioma humano H4 foram cultivadas e mantidas seguindo o
protocolo padrdo do laboratdrio do Prof. Dr. Tiago Outeiro, da University Medical Center
Gottingen, Alemanha. Elas foram semeadas em garrafas de poliestireno para cultivo
celular e mantidas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado
com 1% de penicilina/estreptomicina e 10% de soro fetal bovino, a 37° C, em atmosfera
umidificada com 5% de CO». Para a manutencao das células, o meio era trocado a cada 4

dias e antes do plaqueamento as células eram lavadas trés vezes com tampao fosfato-
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salino (PBS) 1X, pH 7,4. As suspensoes celulares foram plaqueadas em placas de 24
pogos na densidade de 100.000 células por pogo. Para imunocitoquimica, as placas foram
previamente processadas com gelatina 1,5% para fixacdo das células as laminulas (13
mm) inseridas nos pogos. Os experimentos se iniciaram a partir da passagem 6 e as células

foram utilizadas até no maximo a passagem 18.

3.1.2 Transfeccao e exposicdo a rotenona

As suspensoes celulares foram plaqueadas em placas de 24 pocos na densidade
de 100.000 células por poco. Apds 24 h, as células foram transfectadas com 25 pL do
complexo de transfec¢do (OptiMEM (Thermo Fisher Scientific, EUA), FuGENE
(Promega, EUA) e shRNA para o knockdown de SENP3 — denominado shSENP3) na
razao de 5:1. Para marcacdo de mitocondrias, as células foram transfectadas com o
plasmideo MitoDsRed. Um dia ap6s a transfec¢do, as culturas de células H4 foram
expostas a rotenona (Sigma-Aldrich, EUA) na concentragdo de 1 mM, dissolvida em

dimetilsulfoxido (DMSO) estéril, por 4, 14 e 24 h.

3.1.3 Western blotting

As células foram homogeneizadas com tampao de lise (Tris 50 mM pH 7,4, NaCl
150 mM, Triton X-100 1%, SDS 0,1%, N-etilmaleimida (NEM, inibidor de SENPs) 20
mM, suplementado com inibidor de proteases) rapidamente no gelo. Os lisados foram
centrifugados (5.000 rpm, 10 min, 4° C) e os sobrenadantes recolhidos para dosagem de
proteinas e Western blotting. A dosagem de proteinas estd detalhada na sec¢ao 3.3.2 do
Capitulo I desta Tese.

As amostras foram diluidas em solugcdo tampao para eletroforese em gel,
conforme a secao 3.3.3 do Capitulo I desta Tese. As membranas foram incubadas
overnight, a 4° C, com os seguintes anticorpos primarios: SENP3 rabbit (1:1000; Cell
Signaling Technology), SUMO-2/3 rabbit (1:1000; Cell Signaling Technology), Drpl
mouse (1:1000; BD Biosciences) ¢ OPA1 mouse (1:500; Cell Signaling Technology).
Posteriormente, as membranas foram incubadas com os anticorpos secundarios, anti-
rabbit (1:10.000; Sigma-Aldrich) e anti-mouse (1:10.000; Sigma-Aldrich). Como

controle de carga utilizou-se B-actina mouse (1:10.000; Cell Signaling Technology).
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3.1.3 Imunocitoquimica

Ap0s as exposicdes a rotenona, os pocos das placas foram lavados uma vez com
PBS 1X ¢ as células fixadas em paraformaldeido (PFA) 4%, em temperatura ambiente,
por 10 min. Apo6s trés lavagens com PBS, as células foram permeabilizadas com Triton
X-100 0,5% em temperatura ambiente, por 20 min, e incubadas com o indicador de
superoxido mitocondrial MitoSOX™Red (Thermo Fisher Scientific, EUA) 5 mM (50 pg
dissolvidos em 13 uLL. de DMSO), a 37° C, por 10 min. Por fim, os pogos foram lavados
trés vezes com PBS, incubados com o marcador nuclear 4',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), lavados novamente e as laminulas removidas dos pocos € montadas em laminas
com meio de montagem para visualizagdo no microscopio ZEISS Axio Observer (ZEISS,

Alemanha).

3.1.4 Ensaio de viabilidade celular

Apods as exposicdes a rotenona, o meio celular foi removido e as células
incubadas com 3,5 uM do corante iodeto de propideo (IP) (diluido em PBS 1X aquecido
a 37° C) a 37° C, por 30 min. Para determinagdo do background causado pela ndo
metabolizagdo ou nao incorporagdo do corante, o IP foi adicionado a pogos vazios e, apds
o tempo de incubagdo, foi trocado por PBS aquecido a 37° C. Como controle da morte
celular, as células foram incubadas com Triton X-100. A absorbancia foi detectada na

multileitora de placas Infinite M200 Tecan (Tecan Trading AG, Suica), em 530 nm.

3.2 MODELO IN VIVO DA DP

3.2.1 Consideracoes éticas

O trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina — CEUA/UFSC (n° 9607211022)
(Anexo B). O tamanho da amostra foi calculado para o uso minimo de animais suficiente
para a obten¢do de analises estatisticas fidedignas, de acordo com os principios dos 3Rs:
Substituicdo, Reducdo e Refinamento (Replacement, Reduction, Refinement) e as
diretrizes ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments).

O calculo estatistico para definir o tamanho da amostra baseou-se no teste de
estimativas, aplicando a féormula n= {[("z" alfa + "z" beta) * s]/sigma}"2, sendo: 1. O
valor de alfa foi fixado em 0,05; assim o valor de z-alfa obtido na tabela de valores de z
para distribui¢do bi-caudal foi 1,96. 2. O valor de beta foi fixado em 0,10; assim o valor

de z-beta obtido na tabela de valores de z (distribui¢ao unicaudal) foi 1,28. 3. O valor da
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diferenca entre as médias dos grupos deve ter sido de pelo menos 40% (baseado em dados
experimentais prévios do nosso laboratdrio); experimentos bioldgicos tém embutido um
erro da ordem de 10-15% (resultantes de variagdes individuais, erro no procedimento
cirtrgico, erros de dosagem, etc.), logo diferencas entre dois grupos que sejam menores
que 20% do valor da média de cada grupo podem aumentar a probabilidade de cometer
erros tipo I ou tipo II. 4. O valor do desvio padrao esperado foi diferente para cada modelo
experimental, sendo todos eles baseados em dados experimentais prévios do nosso
laboratorio; assim, cada grupo experimental foi composto de um nimero “x” de animais
para garantir que as conclusdes dos experimentos sejam validas, dentro de um risco
aceitavel de ndo estar observando diferencas onde elas existem, tampouco estar
observando diferengas onde elas ndo existem. No entanto, em fun¢do do acerto médio
obtido na cirurgia estereotaxica (~76%), foi necessario prever o uso de uma quantidade
maior de animais para cada grupo submetido a cirurgia estereotaxica. O uso de machos ¢
preconizado, considerando a variagdo comportamental observada entre machos e fémeas
— ¢ mesmo entre fémeas em diferentes fases do ciclo estral — em aspectos emocionais,
como a ansiedade, ¢ também quanto ao processamento das memorias. Dessa forma, tem-
se que:
n= {[(1,96 + 1,28) * 35]/40} 2 =8

Para alcangar significancia estatistica consideramos N=8, porém, em

protocolos que envolveram cirurgia estereotaxica consideramos uma taxa de acerto de

76%, sendo necessarios 11 animais por grupo.

3.2.2 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvergicus) Wistar machos adultos, com 90-120
dias de idade, provenientes do Biotério Central da UFSC. Eles foram alojados no biotério
do Laboratério de Neuropsicofarmacologia (CCB — UFSC) em gaiolas plasticas padrao
(36 x 30 x 15 cm), com cinco animais por gaiola, e mantidos em condi¢gdes padronizadas
de temperatura (22 + 2 °C), ciclo de luz claro/escuro de 12 h (7:00/19:00) e 4gua e comida
ad libitum.

3.2.3 Lentivirus e cirurgia estereotaxica
O shSENP3 (sequéncia TATGGACAGAACTGGCTCAATGACCAGGT)
(RAWLINGS et al., 2019) foi clonado no vetor lentiviral modificado pXLG3, sob o

controle do promotor U6. Os lentivirus foram produzidos em células HEK293 utilizando
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os vetores auxiliares p8.91 e pMD?2. Para utilizagao in vivo, o projeto foi aprovado pela
Comissao Interna de Biosseguranga — CIBio / UFSC (nimero 2012.01.02.07.004). Como
controle, utilizou-se um vetor vazio.

Os animais foram anestesiados com uma associagao de cetamina (100 mg/kg,
via intraperitoneal - i.p.) e xilazina (10 mg/kg) e imobilizados individualmente em um
aparelho esterotaxico (Stoelting, mod. 300, USA), realizando-se a assepsia da area
desejada com alcool iodado. Injetou-se uma solugdo de xilocaina com adrenalina 2% via
subcutanea e, em seguida, uma pequena incisdo com bisturi para abertura do campo
cirtrgico foi feita. Apds a raspagem do periosteo, a calota craniana exposta foi perfurada
com uma broca odontologica para infusdo bilateral do lentivirus para knockdown de
SENP3. As coordenadas adotadas para o EDL (-4,4 mm anterior ao bregma, =1,2 mm
relativo ao eixo lateral e -8,2 mm relativo ao eixo dorsoventral) foram definidas de acordo
com o atlas do cérebro de rato (PAXINOS E WATSON, 2009). Foram infundidos 5 pLL
do lentivirus em cada estrutura de forma bilateral com o auxilio de uma bomba de infusao
(1 uL/s). Logo ap6s a administragdo, a agulha permaneceu na mesma posi¢ao por 5 min
a fim de permitir a infusdo efetiva nas regides de interesse e evitar o refluxo. Para
fechamento da incisdo utilizou-se fio de sutura cirargica de Nylon. Apds a cirurgia, os
animais receberam uma injecao de Banamine (5 mg/kg) intramuscular e foram mantidos
em cama aquecida até que retornassem do plano anestésico. Os animais permaneceram
no biotério do Laboratorio de Neuropsicofarmacologia em um periodo de recuperagdo até
o inicio dos experimentos (7-10 dias). Como cobertura pos-cirurgica, os animais

receberam injecdes de Banamine de 3 a 5 dias.

3.2.4 Administracio i.n. de MPTP

Para a administragdo i.n. de MPTP, os animais foram anestesiados com
isoflurano 0,96% (0,75 CAM, Abbot Laboratorios do Brasil Ltda., Brasil) usando um
sistema vaporizador (SurgiVet In., USA) conectado a um tubo de polietileno de 7 mm,
inserido na narina dos animais, de acordo com Prediger e colaboradores (2009). O fluxo
de administragdo (25 pL/min) foi controlado por uma bomba de infusdo conectada ao
tubo. O MPTP dissolvido em solugdo salina (NaCl 0,9%) na concentragdo de 20 mg/mL
foi infundido por 2 min. Os animais do grupo controle receberam administragdo i.n. de
salina. Todos os animais receberam a primeira administracao i.n. de MPTP (2 mg/narina)
na narina direita e logo em seguida o procedimento foi repetido na narina esquerda. Por

tratar-se de uma substancia perigosa, foram adotadas todas as medidas de biosseguranca
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disponiveis na manipulagdo do MPTP, como uso de equipamentos de protecao individual
— EPIs — (jaleco, mascara respiratoria descartavel e mascara semifacial, macacdo de
seguranca, 0culos de seguranca e luvas) e equipamentos de protecdo coletiva — EPCs —
(capela de exaustdo, torneiras com agua corrente ¢ coletores de residuos biologicos
infectantes, quimicos e perigosos). Uma semana apds a administragdo, os animais foram

avaliados nos testes comportamentais.

3.2.5 Avalia¢des comportamentais

Trés semanas ap6s a infusao do lentivirus para o knockdown de SENP3 e uma
semana apds a administrag@o i.n. de MPTP, os animais foram submetidos a uma bateria
de testes comportamentais para avaliagdo de parametros ndo motores € motores,
realizados em uma semana durante o ciclo claro dos animais, em salas com iluminagao
de baixa intensidade (12 lux), isolamento acustico e antessala para ambientac¢ao (60 min
antes da realizagdo dos testes). Foram utilizados os mesmos animais para todos os testes.
Entre cada animal, os aparatos eram higienizados com etanol 10% e secos com papel
toalha para eliminagdo de odores. Os testes foram gravados por meio de um sistema de
monitorizagdo e as imagens obtidas analisadas no software ANY-maze® (Stoelting Co.,

EUA).

3.2.5.1 Discriminagdo olfatoria

Para avaliar alteragdes na capacidade olfatoria, utilizou-se a metodologia de
Prediger e colaboradores (2005). Os animais foram mantidos em caixas isoladas 48 h
antes do teste e, apos este periodo, cada animal foi colocado em uma caixa dividida em
dois compartimentos iguais (30 x 30 x 20 cm) separados por uma porta aberta (10 x 10
cm), por 5 min. Eles poderiam escolher entre o compartimento ndo familiar, contendo
serragem nova, e o compartimento familiar, contendo serragem retirada da caixa ocupada

pelo animal previamente. O tempo gasto em ambos os compartimentos foi registrado.

3.2.5.2 Preferéncia a sacarose

O teste de preferéncia a sacarose ¢ utilizado como uma medida de anedonia (LIU
et al., 2018). Os animais foram distribuidos em gaiolas individuais com livre acesso a
agua e ragdo. Na secdo de treino, duas garrafas de agua foram posicionadas em lados
opostos da gaiola a fim de que aprendessem a utilizar ambas as garrafas

indiscriminadamente. Apds 24 h, a dgua de uma das garrafas foi substituida por uma
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solugdo de sacarose 0,8% (SLATTERY; MARKOU; CRYAN, 2007). Um dia apds, o
peso das garrafas foi anotado e a posi¢ao das garrafas foi invertida. Apds novo intervalo
de 24 h, as garrafas foram novamente pesadas. O consumo de agua e sacarose foi

calculado de acordo com o célculo: peso inicial - peso final = consumo total.

3.2.5.3 Reconhecimento de objetos

Para analise da memoria de trabalho (LUEPTOW, 2017), o teste do
reconhecimento de objetos foi realizado em trés fases: habituagao, treino e teste. A fase
de habituagao foi realizada no mesmo aparato do teste do campo aberto, por 5 min. A fase
de treino iniciou-se 24 h apds a habituagdo, onde o animal foi exposto a dois objetos
idénticos (C1 e C2) posicionados em cantos opostos da arena (10 cm da parede e 70 cm
de distancia entre eles), por 5 min. Ap6s 30 min, iniciou-se a fase de teste, onde o animal
foi apresentado a um objeto novo (C3) e a um familiar, por 5 min. Foram mensurados o
tempo em que cada animal explorou os objetos, considerando explora¢do uma distancia
do focinho ao objeto igual ou menor que 4 cm. A porcentagem de reconhecimento do
objeto novo na fase de teste foi calculada de acordo com a seguinte equagdao: %
reconhecimento = (tempo de exploracdo do objeto novo x 100)/ tempo total de exploracao

de ambos os objetos.

3.2.5.4 Labirinto em Y

O teste do labirinto em Y ¢ utilizado para avaliagdo da memoria operacional
espacial. O aparato do teste consiste em um labirinto com trés bracos (50 x 10 x 20 cm)
afastados por uma angula¢do de 120 °, em formato de “Y”, feitos de madeira e cobertos
com formica impermedvel. Para o teste, os animais foram geralmente introduzidos no
centro do aparato para explorag@o dos bragos do labirinto, por 8 min. Considerou-se como
entrada quando as quatro patas do animal adentravam o braco. A sequéncia e o nimero
de entradas nos bragos foram registrados e a porcentagem de alternancias espontaneas foi
feita de acordo com o seguinte calculo: (n°® de alternancias corretas / total de entradas nos
bracos — 2) x 100 = % de alternancias espontaneas. O total de entradas nos bragos foi
empregado como indice de atividade locomotora dos animais. A execu¢do deste teste foi

baseada em protocolos encontrados na literatura (HUGHES, 2004).
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3.2.5.5 Campo aberto

O teste do campo aberto foi utilizado para a analise da atividade locomotora
espontanea e verificagdo de prejuizo motor capaz de afetar os demais testes. Os animais
foram colocados no centro de uma arena, com paredes de 40 cm de altura e piso branco
(100 x 100 cm) dividido em 25 quadrantes (20 x 20 c¢cm), por 5 min. O numero de
quadrantes cruzados e rearings (animal apoiado apenas sobre as patas traseiras) foram

contabilizados (Prediger et al., 2006).

3.2.5.6 Descida em grade vertical

O objetivo do teste de descida em grade vertical é verificar a capacidade dos
animais em descer da grade com o focinho direcionado para baixo, no menor tempo
possivel. Por meio dele ¢ possivel analisar o controle motor, coordenagdo motora e
equilibrio dindmico (KIM et al., 2010). O aparato consiste em um equipamento de
madeira (15 x 60 x 5 cm) com uma tela de arame no meio com malha de 0,8 x 0,8 cm.
Uma caixa contendo serragem foi posicionada na base do aparato. Cada animal foi
cuidadosamente posicionado na grade, a 5 cm do topo, com a cabeca dirigida para cima,
de modo que fosse possivel virar e descer até a caixa, no tempo total de 5 min. Foram

analisados o tempo para virada, tempo para descida e tempo total.

3.2.5.7 Equilibrio em barra

O teste de equilibrio em barra horizontal ¢ utilizado para avaliagdo da
estabilidade e balango dos animais, por meio da habilidade de manter-se em equilibrio
sobre uma barra de madeira (20 mm de didmetro), elevada a 90 cm de altura (DEACON,
2013). Os animais foram gentilmente posicionados com as 4 patas sobre a barra horizontal
com tempo de permanéncia maxima de 60 s. Foram designados escores de acordo com o
tempo de permanéncia em equilibrio: 0 =60s, 1 =40-59s,2 =20-39se 3 =0-19 s. Para

amortecer possiveis quedas, uma caixa com serragem foi colocada abaixo do aparato.

3.2.5.8 Teste da pegada

O teste da pegada ¢ amplamente utilizado na avaliacdo da marcha dos animais e
consiste em pintar as patas dos animais e analisar os padrdes de marcha por meio da
impressao das pegadas (BROOKS; DUNNETT, 2009; CARTER; MORTON;
DUNNETT, 2001). O aparato consiste em uma passarela com duas paredes verticais (100

cm de comprimento x 20 cm de altura). O piso foi coberto com papel absorvente e
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substituido a cada animal. Ap6s os animais terem suas patas dianteiras pintadas com tinta
cor preta atdxica e atravessarem o aparato, por no maximo 120 s, suas patas ficaram
impressas sobre o papel. As pegadas foram analisadas quanto ao comprimento da passada,
representado pela distancia média da projecao de cada uma das patas em um movimento
a frente, pelo software ImageJ (NIH, EUA). O teste foi realizado em duplicata, com
intervalo médio de 24 h entre as sessdes e os dados representam a média de ambas as

sessoes.

3.2.5.9 Rotarod

O teste do Rotarod ¢ utilizado para avaliacdo de déficits neuroldgicos em
roedores, onde os animais sdo colocados sobre um cilindro giratério com rotacdo fixa
(DUNHAM; MIYA, 1957). Posteriormente, Jones ¢ Robert (1968) desenvolveram outra
versdo do teste, onde a rotagdo do cilindro era acelerada ao longo do experimento,
eliminando a necessidade de treinamento extensivo. O rotarod ¢ um dos testes mais
utilizados para avaliagdo da fungdo motora de roedores. No presente trabalho, utilizou-se
um aparelho automatizado (Insight®, EFF-411), com uma caixa de acrilico com uma
haste estacionaria de 8 cm de didmetro, instalado transversalmente a aproximadamente
20 cm do chao, mantido em rotagdo através de um motor. A caixa ¢ dividida em 4 baias
(10 cm de largura), permitindo a analise de 4 animais simultaneamente. O aparelho possui
um sistema automatico no piso de cada baia que detecta o impacto e para o crondmetro
em caso de queda. Na secdo de treino, cada animal foi colocado sobre o cilindro parado
durante 30 s, para permanéncia sob a haste estacionaria, e, em seguida, com rotagao
constante de 5 rpm, durante 90 s. A fim de que os grupos apresentassem desempenho
basal similar, foram excluidos os animais que ultrapassaram 5 quedas durante a se¢do de
treino. Na se¢do de teste, foi avaliada a laténcia para a primeira queda de cada animal
diante da aceleracao constante (JONES; ROBERTS, 1968), com velocidade inicial de 5

rpm e 0,1 revolugdes/s, atingindo o maximo de 35 rpm apos o tempo maximo de 300 s.

3.2.6 Avaliagdes bioquimicas
Ao fim dos testes comportamentais, os animais foram eutanasiados por
sobredose de anestésicos (cetamina — 200 mg/kg e xilazina — 30 mg/kg), via i.p., € 0s

encéfalos coletados para imunohistoquimica ou dissecados para coleta do EDL.
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3.2.6.1 Imunohistoquimica

Os encéfalos dos animais foram coletados e lavados em PBS gelado e
imediatamente armazenados em solu¢cdo de PFA 4% tamponado, pH 7,2 (12 g de PFA,
150 mL de 4gua destilada, 150 ml de PBS 0,2 M e 3 gotas de hidroxido de sédio 1 N),
para fixacao do tecido. Posteriormente, foram lavados por trés vezes com PBS 0,1 M, pH
7,2, durante 30 min, e em seguida com agua destilada, por 1 h. Para retirar o fixador,
utilizou-se sacarose (diluida em PBS), por ser uma solugdo crioprotetora, da seguinte
forma: sacarose 10% por 1 h, 20% por 1 h e 30% por 4 h em temperatura ambiente; apos
este periodo, os encéfalos foram armazenados a 4° C por no maximo 48 h antes dos cortes
em criostato. Cortes coronais de 30 um foram obtidos utilizando o criostato Leica CM
1850 (Microsystems AG, Alemanha), a -20° C, os quais foram aderidos em laminas
revestidas com poli-L-lisina 0,01%. As imagens histologicas foram fotografadas em um
microscopio estereoscopico SZX16 (Olympus, Japdo) e em um microscopio vertical
BX41 (Olympus, Japao) para observacao de fluorescéncia. Também se utilizou azul de

Evans para visualizagdo do sitio de administragdo no EDL.

3.2.6.2 Western blotting

Detalhes dos procedimentos utilizados para a lise das amostras, dosagem de
proteinas e separagdo em gel de eletroforese estdo descritos na se¢ao 3.3.1 a 3.3.3 do
Capitulo I desta Tese.

As membranas foram incubadas overnight, a 4° C, com os seguintes anticorpos
primarios: SENP3 rabbit (1:1000; Cell Signaling Technology) e SUMO-2/3 rabbit
(1:1000; Cell Signaling Technology). Posteriormente, as membranas foram incubadas
com os anticorpos secundarios, anti-rabbit (1:10.000; Sigma-Aldrich) e anti-mouse
(1:10.000; Sigma-Aldrich). Como controle de carga utilizou-se -actina mouse (1:10.000;
Cell Signaling Technology).

3.3 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo normal dos dados foi analisada pelo teste de Kolmogorov—
Smirnov. Para comparagdo de dois grupos utilizou-se o teste ¢ de Student e para trés ou
mais grupos utilizou-se a ANOVA de uma ou duas vias, seguida pelo pos-teste de
Newman-Keuls. Os resultados estdo expressos como média £ EPM e os valores de P <
0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Os dados foram analisados por

meio do software GraphPadPrism® versdo 6.0 (San Diego, EUA).
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3.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental deste Capitulo estd exemplificado na Figura 3.

3.4.1 Avaliacao do efeito do knockdown de SENP3 sobre os niveis de SUMO-2/3 e
proteinas mitocondriais Drpl e OPA1l, producio de superoxido mitocondrial,
fluorescéncia mitocondrial e viabilidade celular em células H4 expostas a rotenona

A fim de verificar como o knockdown de SENP3 afetaria os niveis dos
conjugados de SUMO-2/3 e das proteinas mitocondriais Drpl e OPA1, células H4 foram
semeadas em placas de 24 pocos e, 24 h depois, foram transfectadas com o shASENP3 para
knockdown de SENP3. Um dia ap0s, as células foram expostas a rotenona (1 mM) por 4,
14 e 24 h. Os lisados foram processados para a técnica de Western blotting e incubados
com os anticorpos de interesse.

Para verificar como o knockdown de SENP3 afetaria a produ¢ao de superoxido,
devido exposi¢ao a rotenona, as células foram processadas para a técnica de
imunocitoquimica, incubadas com o indicador de superdxido mitocondrial
MitoSOX™Red e observadas em microscopio de fluorescéncia. Para verificar a
fluorescéncia mitocondrial pds exposi¢do a rotenona, as células foram transfectadas
também com o plasmideo MitoDSRed para marcagdo de mitocondrias, processadas para
imunocitoquimica e observadas em microscopio de fluorescéncia. Para avaliar o efeito do
knockdown de SENP3 sobre a viabilidade celular pds exposicdo a rotenona, as células

foram incubadas com o corante IP.

3.4.2 Avaliacao do tempo de transducio lentiviral para knockdown de SENP3 em
ratos

A fim de aumentar os niveis de SUMO-2/3, ratos Wistar entre 90-120 dias de
idade foram submetidos a cirurgia estereotdxica para administragdo de lentivirus
contendo o shSENP3 no EDL. Apés 3 semanas, os animais foram eutanasiados por
sobredose de anestésicos para verificagao da expressao de GFP no EDL, em microscépio

de fluorescéncia.
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3.4.3 Avaliacao do efeito do knockdown de SENP3 sobre a funcio olfatoria e
comportamento tipo anedonico em ratos expostos ao MPTP

Para investigar os efeitos do knockdown de SENP3 sobre comportamentos
anedonicos e depressivos, ratos Wistar entre 90-120 dias de idade foram submetidos a
cirurgia estereotaxica para administracao de lentivirus contendo o shSENP3 no EDL.
Duas semanas ap0s, realizou-se a administracao i.n. de MPTP (2 mg/narina). Depois de
uma semana da administragdo do MPTP, foram realizados os testes de discriminagdo

olfatéria e preferéncia a sacarose.

3.4.4 Avaliacao do efeito do knockdown de SENP3 sobre os deficits cognitivos de
ratos expostos ao MPTP

Para investigar os efeitos do knockdown de SENP3 sobre parametros cognitivos,
ratos Wistar entre 90-120 dias de idade foram submetidos a cirurgia estereotdxica para
administracao de lentivirus contendo o shSENP3 no EDL. Duas semanas apos, realizou-
se a administragdo i.n. de MPTP (2 mg/narina). Depois de uma semana da administragao
do MPTP, foram realizados os testes de reconhecimento de objetos e labirinto em Y, para

avaliagdo de deficits cognitivos.

3.4.5 Avaliacao do efeito do knockdown de SENP3 sobre os deficits motores de ratos
expostos ao MPTP

Para investigar os efeitos do knockdown de SENP3 sobre pardmetros motores,
ratos Wistar entre 90-120 dias de idade foram submetidos a cirurgia estereotaxica para
administracao de lentivirus contendo o shSENP3 no EDL. Duas semanas apos, realizou-
se a administragdo i.n. de MPTP (2 mg/narina). Depois de uma semana da administragao
do MPTP, foram realizados os testes de campo aberto, descida em grade vertical,

equilibrio em barra, teste da pegada e rotarod para avaliagcdo de deficits motores.

3.4.6 Avaliacio do efeito do knockdown de SENP3 sobre os niveis de SENP3,
conjugados de SUMO-2/3 e Drpl

Para investigar os efeitos do knockdown de SENP3 na imunomarcacdo das
proteinas SENP3, SUMO-2/3 e Drpl, ratos Wistar entre 90-120 dias de idade foram
submetidos a cirurgia estereotaxica para administracao de lentivirus contendo o shSENP3
no EDL. Duas semanas ap0s, realizou-se a administracao i.n. de MPTP (2 mg/narina).

Depois de uma semana da administragdo do MPTP, os animais foram eutanasiados por
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sobredose de anestésicos e tiveram seus encéfalos dissecados para coleta do EDL. Este
por sua vez foi lisado para imunomarca¢do pela técnica de Western blotting para as

proteinas de interesse.

Figura 311 — Delineamento experimental para investigacdo do efeito do knockdown em
modelos in vitro e in vivo da doenga de Parkinson
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O efeito do knockdown de SENP3 foi testado em modelo in vitro utilizando células de neuroglioma humano
H4 (1) e in vivo utilizando ratos Wistar (2). Fonte das imagens: BioRender.com. Legenda: EDL, estriado
dorsolateral; i.n., intranasal; MPTP, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina; SENP3, protease SUMO

especifica 3; sh, short hairpin.

4 RESULTADOS
4.1 O KNOCKDOWN DE SENP3 DIMINUI OS NIVEIS DE SENP3 E AUMENTA OS
NIVEIS DE SUMO-2/3 EM CELULAS H4

Conforme mostra a Figura 4, 24 h apos a transfeccao foi possivel observar
fluorescéncia de células positivas para GFP, confirmando a transfec¢do, com taxa de

eficiéncia de cerca de 28%.
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A Figura 5 mostra que o knockdown foi eficiente, reduzindo os niveis de SENP3
(A) e aumentando os niveis dos conjugados de SUMO-2/3 (B), com P < 0,05 quando

comparado com o grupo controle.

Figura 4 — C¢lulas H4 positivas para GFP apds transfecgao

DAPI+GFP

Células H4 foram plaqueadas e, apds 24 h, foram transfectadas com o complexo de transfecgdo (OptiMEM,
FuGENE e shSENP3). Um dia apds, os pogos das placas foram lavados com PBS e as células fixadas em
PFA 4%. Apos trés lavagens com PBS, as células foram permeabilizadas com Triton X-100 0,5%, e
incubadas com o marcador nuclear DAPI, lavadas novamente e as laminulas removidas dos pogos e
montadas em ldminas com meio de montagem para visualizagdo em microscopio de fluorescéncia.

Legenda: DAPI, 4',6'-diamino-2-fenil-indol; GFP, green fluorescente protein.; PFA, paraformaldeido.
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Figura 5 — O knockdown de SENP3 diminui os niveis de SENP3 e aumenta os niveis dos
conjugados de SUMO-2/3
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Células H4 foram plaqueadas e, apds 24 h, foram transfectadas com o complexo de transfecgdo (OptiMEM,
FuGENE e shSENP3). Um dia depois, foram homogeneizadas com tampao de lise e preparadas para a
técnica de Western blotting. Quantificagdo e imagem representativa dos niveis de SENP3 (A) e SUMO-
2/3. B-actina foi utilizada como controle de carga. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos.

*P < 0,05 quando comparados com o grupo controle pelo teste # de Student.

A andlise dos niveis das proteinas de fissdo e fusdo (Figura 6) revelou uma
diminuigdo significativa nos niveis de Drpl, 4 h apds a exposicao a rotenona (F (6, 18) =

3,158; P <0,02), e OPAL, 4 e 24 h ap6s a exposigao (F (6, 18) =5,192; P < 0,002).
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Figura 6 — O knockdown de SENP3 diminui os niveis de Drpl e aumenta os niveis de
OPA1 em células H4 expostas a rotenona
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Células H4 foram plaqueadas e, apds 24h, foram transfectadas com o complexo de transfecgdo (OptiMEM,
FuGENE e shSENP3). Um dia depois, foram expostas a rotenona. Apds 4, 14 ¢ 24 h, foram homogeneizadas
com tampao de lise e preparadas para a técnica de Western blotting. Quantificagdo ¢ imagem representativa
dos niveis de Drpl (A) e OPAL. B-actina foi utilizada como controle de carga. Os dados representam a
média + EPM de 3 experimentos. *P < 0,05 quando comparados entre si pela ANOVA de uma via seguida

do pos-teste de Newman-Keuls.

Por meio da transfec¢do com MitoDsRed (Figura 7), observou-se diminuigdo
também na marcacdo de mitocondrias em células, em todos os tempos de exposi¢ao a

rotenona, apos o knockdown de SENP3 (F (6, 14) =5,417; P <0,004).



Figura 7 — O knockdown de SENP3 diminui a fluorescéncia mitocondrial em células H4
expostas a rotenona
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Células H4 foram plaqueadas e, apds 24h, foram transfectadas com o complexo de transfecgdo (OptiMEM,
FuGENE e shSENP3 ou MitoDsRed). Um dia depois, foram expostas a rotenona. Apds 4, 14 ¢ 24 h, foram
processadas para a técnica de imunocitoquimica, incubadas com o indicador de superéxido mitocondrial
MitoSOX™Red e observadas em microscopio de fluorescéncia. Quantificagdo (A) e imagem representativa
(B) da intensidade relativa de MitoDsRed. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos. *P <

0,004 quando comparados entre si pela ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

Além disso, a anélise da producao de superoxido, indicador de estresse oxidativo
pela fluorescéncia de MitoSOX™Red (Figura 8), indicou que o knockdown diminuiu sua
producao nas células expostas a rotenona em 24 h apos a exposicao (F (7, 48) =9,470; P

<0,0001).



Figura 8 — O knockdown de SENP3 diminui a produ¢do de superoxido em células H4
expostas a rotenona
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Células H4 foram plaqueadas e, apos 24h, foram transfectadas com o complexo de transfecgao
(OptiMEM, FuGENE e shSENP3). Um dia depois, foram expostas a rotenona. Apos 4, 14 e 24 h, foram
processadas para a técnica de imunocitoquimica, incubadas com o indicador de superéxido mitocondrial
MitoSOX™Red e observadas em microscopio de fluorescéncia. Quantificacéo (A) e imagem
representativa (B) da intensidade relativa de MitoSOX™Red. Os dados representam a média + EPM de 3
experimentos. *P < 0,0001 quando comparados entre si pela ANOVA de uma via seguida do pos-teste de
Newman-Keuls.
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Depois de 14 e 24 h da exposi¢do a rotenona, observou-se diminuicdo na
intensidade de fluorescéncia para o IP (Figura 9), indicando diminui¢ao da morte celular

(F (8, 9) = 12,01; P < 0,0006).

Figura 9 — O knockdown de SENP3 diminui a morte em células H4 expostas a rotenona
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Células H4 foram plaqueadas e, apds 24 h, foram transfectadas com o complexo de transfecgdo (OptiMEM,
FuGENE e shSENP3). Um dia depois, foram expostas a rotenona. Apos 4, 14 e 24 h, foram incubadas com
iodeto de propideo para avaliagdo da morte celular e a fluorescéncia analisada em leitor de placas. Triton
X-100 foi utilizado como controle de morte celular. Os dados representam a média + EPM de 3
experimentos. *P < 0,05 quando comparados entre si pela ANOVA de uma via seguida do pos-teste de

Newman-Keuls.

42 O KNOCKDOWN DE SENP3 NAO AFETA A FUNCAO OLFATORIA E O
COMPORTAMENTO DO TIPO DEPRESSIVO DE RATOS NO MODELO DO MPTP
LN.

A funcao olfatoria, avaliada pelo teste de discriminagao olfatéria, ndo foi afetada
pela administragdo de MPTP apenas (Figura 10), porém foi afetada nos grupos
MPTP+Vetor vazio e MPTP+shSENP3, assim como no grupo shSENP3, que passaram

maior tempo no compartimento ndo familiar, com serragem nova (F (11, 82) = 12,51; P
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< 0,0001). Nenhuma diferenca foi observada na preferéncia de consumo a sacarose,

utilizada como indicador de anedonia (Figura 11)

Figura 12 — O knockdown de SENP3 nao afeta a discriminagao olfatoria de ratos no
modelo do MPTP i.n.
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O shSENP3 foi injetado no estriado dorso lateral de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por
cirurgia estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Duas semanas depois foi realizada a
administracdo i.n. de MPTP (2 mg/narina) e, uma semana depois, eles foram testados no teste de
discriminacdo olfatoria. Salina foi utilizada como veiculo. Os dados representam a média + EPM de 7-8
animais por grupo. *P <0,0001 quando comparados entre si pela ANOVA de uma via seguida do pos-teste
de Newman-Keuls.

Figura 11 — O knockdown de SENP3 ndo afeta a anedonia em ratos no modelo do MPTP
1n.
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O shSENP3 foi injetado no estriado dorso lateral de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por
cirurgia estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Duas semanas depois foi realizada a
administra¢do i.n. de MPTP (2 mg/narina) e, uma semana depois, eles foram testados no teste de
preferéncia a sacarose. Salina foi utilizada como veiculo. Os dados representam a média + EPM de 7-8
animais por grupo. ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

4.3 O KNOCKDOWN DE SENP3 DIMINUI PREJUIZOS COGNITIVOS DE RATOS
NO MODELO DO MPTP LN.

A avaliagdo da memoria de reconhecimento mostrou que 0s grupos
MPTP+Vetor vazio e MPTP+shSENP3 exploraram por mais tempo um dos dois objetos
idénticos, na secao de treino (Figura 12A) (F (1, 82) = 12,77; P <0,0006). Ja na se¢do de
teste, os grupos MPTP e MPTP+Vetor vazio apresentaram diminui¢do no tempo total de
investigacao do objeto novo (F (5, 39) = 6,054; P <0,0003), enquanto que os animais do
grupo MPTP+Vetor vazio permaneceram semelhantes aos demais grupos sem MPTP.

A memoria espacial foi testada no teste do labirinto em Y. Nao foram observadas
diferengas no nimero de entradas nos trés bragos do labirinto (Figura 13A). Ja o numero
de alternancias espontaneas entre os bragos (Figura 13B) foi reduzida significativamente
nos grupos que receberam MPTP (F (5, 41) = 6,194; P < 0,0002), enquanto que o grupo
MPTP+shSENP3 manteve-se semelhante aos grupos sem MPTP.

Figura 13 — O knockdown de SENP3 protege a memoria de reconhecimento contra
danos cognitivos em ratos no modelo do MPTP i.n.
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O shSENP3 foi injetado no estriado dorsolateral de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por
cirurgia estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Duas semanas depois foi realizada a
administracdo in. de MPTP (2 mg/narina) e, uma semana depois, eles foram testados no teste de
reconhecimento de objetos. Salina foi utilizada como veiculo. A) Sec¢do de treino: animais eram
apresentados a dois objetos idénticos; B) Secdo de teste: um dos objetos idénticos era trocado por um
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diferente. Os dados representam a média = EPM de 7-8 animais por grupo. *P < 0,0006 e ** P < 0,0003
quando comparados entre si pela ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Newman-Keuls.

Figura 13 — O knockdown de SENP3 protege a memoria espacial contra danos cognitivos
em ratos no modelo do MPTP i.n.
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O shSENP3 foi injetado no estriado dorsolateral de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por
cirurgia estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Duas semanas depois foi realizada a
administracdo i.n. de MPTP (2 mg/narina) e, uma semana depois, eles foram testados no teste do labirinto
em Y. Salina foi utilizada como veiculo. A) Numero de entradas nos bragos do labirinto; B) Porcentagem
de alternancias espontaneas entre os bragos. Os dados representam a média + EPM de 7-8 animais por
grupo. *P <0,0002 quando comparados entre si pela ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Newman-
Keuls.

4.4 O KNOCKDOWN DE SENP3 DIMINUI DEFICITS MOTORES DE RATOS NO
MODELO DO MPTP L.N.

Além da fungdo cognitiva, também avaliou-se a funcdo motora dos animais
expostos ao MPTP. O teste do campo aberto avaliou a atividade locomotora exploratoria
dos animais e mostrou diminui¢do na distancia percorrida (F (5, 41) =3,937; P < 0,005),
velocidade média (F (5, 41) = 3,966; P < 0,005) e nimero de entradas nos quadrantes
periféricos (F (5, 41) =2,785; P <0,02) dos animais do grupo MPTP+Vetor vazio (Figura

14A, B e D, respectivamente).
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Figura 14 — O knockdown de SENP3 nao afeta a atividade locomotora exploratoria de
ratos no modelo do MPTP i.n.
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O shSENP3 foi injetado no estriado dorsolateral de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por
cirurgia estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Duas semanas depois foi realizada a
administracdo i.n. de MPTP (2 mg/narina) e, uma semana depois, eles foram testados no teste do campo
aberto. Salina foi utilizada como veiculo. A) Distancia total percorrida; B) Velocidade média; C) Numero
de entradas nos quadrantes centrais; B) Numero de entradas nos quadrantes periféricos. Os dados
representam a média = EPM de 7-8 animais por grupo. *P < 0,005 e **P < 0,02 quando comparados entre
si pela ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

O teste de descida em grade vertical apontou que os animais expostos ao MPTP
gastaram um tempo para virar para baixo (F (5, 41) =5,912; P <0,0003) e tempo total (F
(5, 41) = 4,043; P < 0,0004) superior a todos os demais grupos (Figuras 15A e C,
respectivamente). Nao foi observada diferenga no tempo de descida (Figura 15B). O teste
do equilibrio em barra (Figura 16) mostrou que apenas os grupos MPTP e MPTP+Vetor
vazio apresentaram escores menores (F (5, 123) = 14,36; P < 0,0001), indicando déficit
no equilibrio motor causado por MPTP e reversao deste déficit pelo knockdown de

SENP3.
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Figura 15 — O knockdown de SENP3 melhora o controle motor de ratos no modelo do
MPTP i.n.
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O shSENP3 foi injetado no estriado dorsolateral de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por
cirurgia estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Duas semanas depois foi realizada a
administracdo i.n. de MPTP (2 mg/narina) e, uma semana depois, cles foram testados no teste de descida
em grade vertical. Salina foi utilizada como veiculo. A) Tempo de virada; B) Tempo de descida; C) Tempo
total. Os dados representam a média = EPM de 7-8 animais por grupo. *P < 0,0003 e **P < (0,0004 quando
comparados entre si pela ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

Figura 16 — O knockdown de SENP3 melhora o equilibrio motor de ratos no modelo do
MPTP i.n.
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O shSENP3 foi injetado no estriado dorsolateral de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por
cirurgia estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Duas semanas depois foi realizada a
administracao i.n. de MPTP (2 mg/narina) e, uma semana depois, eles foram testados no teste de equilibrio
em barra, com trés trials. Salina foi utilizada como veiculo. Os dados representam a média + EPM de 7-8
animais por grupo. *P < 0,0001 quando comparados entre si pela ANOVA de duas vias seguida do pds-
teste de Newman-Keuls.

Por mais que o teste de pegadas, que avalia a marcha, ndo tenha apresentado

diferencas significativas (Figura 17), os animais apresentaram prejuizo na forga motora
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avaliada no teste do rotarod (Figura 18), devido a administragdo de MPTP (F (5, 41) =
7,877; P <0,0001), enquanto que o knockdown de SENP3 igualou a laténcia dos animais
com os demais grupos experimentais

Figura 17 — O knockdown de SENP3 ndo afeta a marcha de ratos no modelo do MPTP
Ln.
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O shSENP3 foi injetado no estriado dorsolateral de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por
cirurgia estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Duas semanas depois foi realizada a
administragdo i.n. de MPTP (2 mg/narina) e, uma semana depois, eles foram testados no teste de pegadas.
Salina foi utilizada como veiculo. A) Quantificacdo e B) Imagem representativa do comprimento das
passadas esquerda e direita. Os dados representam a média + EPM de 7-8 animais por grupo.
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Figura 18 — O knockdown de SENP3 reverte os danos no equilibrio e for¢a motora de
ratos no modelo do MPTP i.n.
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O shSENP3 foi injetado no estriado dorsolateral de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por
cirurgia estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Duas semanas depois foi realizada a
administracdo i.n. de MPTP (2 mg/narina) e, uma semana depois, eles foram testados no teste do rotarod.
Salina foi utilizada como veiculo. Os dados representam a média + EPM de 7-8 animais por grupo. *P <
0,0001 quando comparados entre si pela ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

4.5 O KNOCKDOWN DE SENP3 DIMINUI NIVEIS DE SENP3 E AUMENTA OS
CONJUGADOS DE SUMO-2/3 NO EDL DE RATOS NO MODELO DO MPTP LN.

A partir da terceira semana ap0s a cirurgia estereotaxica, foi possivel observar a
expressao de GFP, indicando que a infec¢do pelo lentivirus foi eficiente (Figura 19). O
knockdown de SENP3 promoveu diminui¢do nos niveis da proteina (F (4, 17) =2,923; P
< 0,05) (Figura 20A), assim como aumento dos conjugados de SUMO-2/3 (Figura 20B)
(F (5, 15)=18,47; P <0,0001).
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Figura 19 — Expressdo de GFP por lentivirus para o knockdown de SENP3 no estriado
dorsolateral de ratos

NERTL T

O diagrama (A) destaca o estriado dorsolateral e mostra o local de microinfusdo. O sitio de infusdo dos
virus estd indicado nas fotomicrografias. B) Marcagdo com azul de Evans; B) Marcacdo com GFP; C)

Marcagdo com GFP em maior aumento. Legenda: GFP, green fluorescent protein.
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Figura 20 — O knockdown de SENP3 aumenta os niveis de conjugados de SUMO-2/3 no
estriado dorsolateral de ratos no modelo do MPTP i.n.
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O shSENP3 foi injetado no EDL de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por cirurgia estereotaxica.
Como controle utilizou-se um vetor vazio. Duas semanas depois foi realizada a administrac¢do i.n. de MPTP
(2 mg/narina) e, uma semana depois, eles foram testados em testes comportamentais e eutanasiados por
sobredose de anestésicos para coleta do EDL para analise por Western blotting. Salina foi utilizada como
veiculo. Quantificag@o e imagem representativa dos niveis de SENP3 (A) e conjugados de SUMO-2/3 (B).
[-actina foi utilizada como controle de carga. Os dados representam a média £ EPM de 4 animais por grupo.
*P <0,0001 quando comparados entre si pela ANOV A de uma via seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

5 DISCUSSAO

O presente Capitulo demonstra a importancia da SUMOilag@o na patogénese da
DP, em ambos os modelos in vitro e in vivo aqui utilizados.

A SUMOilacao de proteinas tem sido vista em diferentes condi¢cdes humanas,
tanto com efeitos positivos como negativos. Tal divergéncia pode ser atribuida as
diferentes isoformas da maquinaria da SUMOilagdo, logo, diferentes efeitos na DP
podem ser observados. Aqui, realizamos o knockdown de SENP3 como uma forma de

aumentar a SUMOilagao de proteinas importantes da DP em modelos in vitro e in vivo
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para investigar seu efeito. Seus efeitos protetores ja foram relatados na defesa antiviral,
cancer, senescéncia, entre outros (FAN et al., 2022; HAN et al., 2018; PRINCZ;
TAVERNARAKIS, 2017). Especificamente efeitos neuroprotetores foram observados
em modelos experimentais de isquemia cerebral, DA, DH e DP (SOARES et al., 2022;
TAO et al., 2017; YANG; SHENG; WANG, 2016). Sugere-se que o aumento dos
conjugados possa auxiliar a reestabelecer a fun¢do normal do SNC frente a danos
ocasionados pela neurodegeneragdo, como visto por Yang e colaboradores (2015), mas
isto ndo foi investigado em modelos da DP.

Mitocondrias sao conhecidas como a usina energética das células e sdo
essenciais para a bioenergética e morte celular. Elas sdo formadas por uma membrana
interna (MMI), que delimita a matriz mitocondrial e possui complexos proteicos
utilizados para a respiragdo celular, e uma externa (MME), responsavel pelo transporte
de moléculas e ions (GIACOMELLO et al., 2020). Sua dindmica envolve processos de
fissdo e fusdo que alteram sua morfologia, tamanho e distribui¢do, cruciais para a correta
funcao fisioldgica (TILOKANI et al., 2018). A fissdo ¢ regulada por GTPases da familia
das dinaminas, como Drpl. A proteina ¢ recrutada do citosol a MME, onde acopla-se no
fator de fissdo mitocondrial (Mff), uma proteina transmembrana da MEE, ou interage
com a proteina de fissdo 1 (Fisl), localizada em regides de fissdo, e forma um colar em
torno da mitocondria, causando uma constri¢do e divisdo da organela (SCOTT; YOULE,
2010). J4 a fusdo acontece principalmente pelas mitofusinas (Mfnl e Mfn2) e OPA1, onde
OPA1 forma pontes proteicas entre as mitocondrias que alinham-se e, pelo complexo
formado com Mfnl Mifn2, fusionam suas MMEs e, posteriormente, as MMI pela
reorganizacdo dos complexos proteicos e fusdo dos lipideos das membranas
(GIACOMELLO et al., 2020; SCOTT; YOULE, 2010). Ambos os processos encontram-
se desregulados em diversas doencgas, como a DP (CHAN, 2020).

A rotenona ocasiona mudancas na morfologia mitocondrial (DEHESHI et al.,
2015) e, assim como Fang e colaboradores (2012) e Zhang e colaboradores (2020)
observaram um aumento na fissdo por Drpl em células e ratos, respectivamente, a
exposic¢ao de células H4 a rotenona em nosso estudo também aumentou os niveis de Drp1,
enquanto que o knockdown de SENP3 nao somente diminuiu estes niveis como recuperou
os niveis de OPA1. A inibi¢do de proteinas relacionadas a fissdo tem sido sugerida como
forma de neuroprotecdo contra danos causados por toxinas (FILICHIA et al., 2016;
RAPPOLD et al., 2014). Conforme observado, a deSUMOila¢do de Drpl induz o

recrutamento da proteina para a MME e consequente fissdo (GUO et al., 2017), porém
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sua SUMOilagao inibe a translocagao e previne a liberagao de citocromo ¢ e morte celular
(GUO et al.,, 2013), dados semelhantes aos aqui encontrados. A diminuicdo da
fluorescéncia mitocondrial também pode estar relacionada com uma menor taxa de fissdo,
porém sdao necessarias analises em microscopio confocal para melhor visualizacao da
morfologia mitocondrial. Como também observamos diminui¢do na intensidade relativa
do IP, que se intercala a0 DNA apenas de células com a membrana danificada, indicando
diminui¢ao da morte celular em 14 e 24 h po6s exposicao, sugerimos que a SUMOilagao
possui papel benéfico contra danos mitocondriais da rotenona.

O estresse oxidativo € uma das principais caracteristicas bioquimicas na DP
(UTTARA et al., 2009). Tudo ¢ iniciado por radicais livres que medeiam a transferéncia
de elétrons em diversos processos metabolicos, processo conhecido como oxidagdo.
Fungdes fisioldgicas sdo reguladas pelo equilibrio entre os radicais livres e a capacidade
do corpo de neutraliza-los, uma a¢ao denominada de antioxidante (ALKADI, 2022). Eles
sdo moléculas que captam elétrons de outras moléculas, por possuirem um niimero impar
de elétrons, e que quando maiores do que o corpo consegue controlar, entram em
desequilibrio. Este desequilibrio ¢ chamado de estresse oxidativo e faz parte da
patogénese de diversas doengas, como canceres, doencas cardiovasculares, doenca
pulmonar obstrutiva cronica, doenga renal cronica e doencas neurodegenerativas
(PIZZINO et al., 2017; UTTARA et al., 2009).

Para conversdo de oxigénio em agua (respiracdo celular), elétrons advindos do
dinucleotideo de nicotinamida-adenina (NADH) e dinucleotideo de flavina-adenina
(FADH2) sdo inicialmente transferidos aos Complexos mitocondriais I e II, chamados de
NADH desidrogenase e succinato desidrogenase, respectivamente. Posteriormente eles
sdo transferidos para os Complexos III e IV (citocromo bcl e citocromo ¢ oxidase,
respectivamente). Tais elétrons criam um gradiente eletroquimico durante seu transporte
pelos Complexos I, III e IV, por bombearem prétons (ions de hidrogénio) para fora da
matriz mitocondrial, que ¢ utilizado pelo Complexo V (ATP sintase) para finalmente
produzir ATP (HIRST, 2013). O excesso na produgdo de elétrons gera estresse oxidativo,
tendo como principais moléculas geradoras as EROS: hidroxila (OH-), oxigénio singlete
(102), peroxido de hidrogénio (H202) e radicais superéxido (O2—). De acordo com a
"Teoria do superoxido", esta Gltima espécie € a origem e a responsavel pela produgdo da
maioria das EROS (INDO et al., 2015).

Nossos dados mostram um aumento na producdo de superdxido pelas células

quando expostas a rotenona. E sabido que a toxina aumenta a liberagdo de superdxido por
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inibir o Complexo I (OCHI et al., 2016). Evidéncias apontam que a maior parte dos
radicais superoxido ¢ produzida no Complexo I, no momento da oxidagdo de succinato
(Complexo II) devido a falta de inibidores da cadeia transportadora de elétrons
(GRIVENNIKOVA; VINOGRADOV, 2006). Sua producdo aumenta devido ao
transporte reverso de elétrons, de succinato para NAD+, devido ao acumulo de elétrons
na cadeia respiratéria, causado por déficit de oxigénio ou nos complexos proteicos
mitocondriais. Estes elétrons sdo capturados pelo oxigénio e transformados em radicais
superoxidos (BRAND et al., 2004). Apesar disso, o knockdown de SENP3 diminuiu a
producao em 24 h apds a exposigdo, refor¢cando o efeito antioxidante da SUMOilagao
presente na literatura: aumento da atividade de enzimas antioxidantes, diminuicdo dos
niveis de EROs e peroxidagao lipidica e regulacdo mitocondrial (GRAVES et al., 2020;
GUERRA DE SOUZA; PREDIGER; CIMAROSTI, 2016; HASSANZADEH et al.,
2022; WANG et al., 2021). Futuramente, sdo necessarios estudos avaliando os niveis de
enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), no modelo aqui utilizado.

Toda esta cascata de eventos bioquimicos ocasiona deficits caracteristicos de
pacientes com a doenga. Além do sofrimento para pacientes, cuidadores e familiares, a
DP gera custos enormes que podem chegar a $79 bilhdes em 2037 s6 nos EUA (YANG
et al., 2020). Surge, entdo, a necessidade de estudos que busquem atenuagao dos sintomas
e novas ferramentas terapéuticas. Como demonstrado previamente por nosso grupo
(dados ndo publicados), a maquinaria da SUMOila¢ao encontra-se desregulada no cortex
pré-frontal, bulbo olfatorio, estriado e hipocampo no modelo do MPTP 1.n.. Restava saber
como a manipulacao dos niveis de SUMOilagdo afetaria os sintomas da doenga neste
modelo.

Um dos primeiros sintomas da DP ¢ a disfung¢@o olfatdria, podendo surgir muitos
ano antes dos demais sintomas, com prevaléncia de 95% entre os pacientes (HAEHNER;
HUMMEL; REICHMANN, 2011). A causa nao ¢ totalmente elucidada mas acredita-se
que o dano a sistemas ndo dopaminérgicos possa ter relagdo, além de que o bulbo olfatério
seria uma das primeiras areas cerebrais a ser afetada por CLs (BRAAK et al., 2003;
DOTY, 2012). O transtorno depressivo maior, ou simplesmente depressao, ¢ uma doenga
marcada por humor depressivo, diminui¢do nos interesses, disturbios de apetite e sono e
prejuizos na fungdo cognitiva. A incapacidade de sentir prazer, chamada de anedonia,
também ¢ caracteristica da depressio (COOPER; ARULPRAGASAM; TREADWAY,

2018). Sua causa ndo ¢ clara e o tratamento inclui firmacos antidepressivos, psicoterapia
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e eletroconvulsoterapia (LI et al., 2020; OTTE et al., 2016). A doenca ¢ comum em
pacientes com DP e, embora os mecanismos que contribuem para seu desenvolvimento
ndo estejam completamente elucidados, sugere-se que a diminui¢do nos niveis de
neurotransmissores seja o estopim (MARSH, 2013). Embora ndo haja uma ligagdo direta
da SUMOilagdo com a depressdo, sabe-se que sua via ¢ essencial para regular a fungao
sinaptica e liberagdo de neurotransmissores (JEOUNG et al., 2022; SCHOROVA;
MARTIN, 2016). No teste de discrimanacdo olfatdria, observamos que os animais dos
grupos shSENP3, MPTP+Vetor vazio ¢ MPTP+shSENP3 passaram mais tempo no
compartimento ndo familiar, sugerindo que o MPTP prejudicou a fungao olfatéria dos
animais destes dois ultimos grupos, sem efeito do knockdown. Apesar disso, animais que
receberam apenas 0 MPTP mantiveram-se semelhantes ao grupo controle, enquanto que
o grupo shSENP3 também preferiu o compartimento ndo familiar. No teste de preferéncia
a sacarose, utilizado para avaliacdo de anedonia, ndo foram observadas diferencas
significativas, sendo que trabalhos anteriores observaram comportamentos tipo-
depressivo em torno de 14 dias pos administragdo de MPTP (CASTRO et al., 2013;
MOREIRA et al., 2010; SCHAMNE et al., 2018). Devido ao tempo de transdugdo
lentiviral, ndo testamos um tempo maior do que 7 dias depois da administragao da toxina
em ambos os testes.

Prejuizos cognitivos leves (comprometimento cognitivo leve — CCL) surgem no
estagio inicial da DP e progridem progressivamente a deméncia (deméncia da DP —

DPP) em um estagio avancado, o que diminui substancialmente a qualidade de
vida (ARVANITAKIS; SHAH; BENNETT, 2019; BIUNDO; WEIS; ANTONINI, 2016).
Dentre os mecanismos estdo o comprometimento de substratos neuroquimicos de
neurdénio dopaminérgicos e colinérgicos e formacdo de CLs (FANG et al., 2020). Uma
das formas de avaliar a fung¢do cognitiva in vivo € por meio de testes cognitivos. Aqui
analisamos as memorias de reconhecimento e espacial. A memoria de reconhecimento
refere-se a capacidade de reconhecer pessoas, objetos e lugares vistos anteriormente
(AMEEN-ALI; EASTON; EACOTT, 2015; BARKER; WARBURTON, 2011). Em
roedores, a curiosidade e a novidade impulsionam o comportamento exploratorio
(BERLYNE, 1950), e o teste de reconhecimento de objetos ¢ amplamente utilizado para
avaliar esta capacidade (ENNACEUR; DELACOUR, 1988). J4 a memoria espacial, que
refere-se a informagdes sobre uma situagdo especifica que permite com que haja
orientacdo espacial e lembranca de lugares e objetos (LISMAN et al., 2017), foi

investigada pela andlise de alternancias espontaneas no teste do labirinto em Y, definidas
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como o comportamento natural de roedores em alternar entre os bragos do labirinto,
lembrando quais bragos ja foram visitados (HUGHES, 2004). Em ambos os testes
observou-se comprometimento cognitivo causado pelo MPTP e demonstrou-se, pela
primeira vez, que o knockdown de SENP3 reverteu este comprometimento tanto na
memoria de reconhecimento quanto na memoria espacial. O niumero de entradas nos
bragos do labirinto em Y, sem diferenca significativa entre os grupos experimentais,
valida o teste quanto a qualquer viés de mobilidade.

Estes achados vao ao encontro de trabalhos que implicam a SUMOilagao na
regulagao de processos de aprendizado e memoria (HSU et al., 2017), como visto por
Castro-Gomez e colaboradores (2013), que observaram que a proteina de ligacdo ao
CREB (proteina de ligagdo responsiva ao monofosfato ciclico de adenosina), CBP,
essencial para a formacdo de memorias, ¢ seletivamente SUMOilada durante o
aprendizado espacial, e Yoo e colaboradores (2017), que mostraram que a diminuigdo da
SUMOilagao diminui o reconhecimento de objetos novos.

Além dos testes descritos anteriormente, os animais também foram avaliados em
testes para a fungdo motora, pois a progressao da DP ¢ marcada por sintomas motores,
como acinesia (imobilidade), bradicinesia (lentiddo de movimentos), tremor e rigidez
muscular e déficits na marcha, for¢a de preensao e fala, entre outros (MOUSTAFA et al.,
2016). Inicialmente, os animais foram testados no campo aberto, um teste amplamente
utilizado para estudo do comportamento exploratério de roedores que pode indicar
possiveis problemas locomotores e comportamentos tipo ansiosos. Apenas animais do
grupo MPTP+Vetor vazio apresentaram diminui¢do na distancia percorrida, velocidade
média e nimero de entradas nos quadrantes periféricos, sem diferengas para os demais
grupos. Assim, apenas MPTP em conjunto com o vetor vazio afetou a mobilidade dos
animais (HUTTER-SAUNDERS; GENDELMAN; MOSLEY, 2012). Em seguida, como
padrao ouro em estudos de comportamento motor de roedores, avaliamos o equilibrio,
coordenagao motora e marcha dos animais (MEREDITH; KANG, 2006).

Observamos que a toxicidade induzida por MPTP aumentou o tempo de virada
e tempo total para que os animais descessem da grade vertical. Kim e colaboradores
(2010) demonstraram exatamente que camundongos que receberam MPTP via i.p. (20
mg/kg) gastaram mais tempo para a virada e tempo total no teste. Nossos resultados
corroboram estes dados e, ainda mais importante, que o knockdown de SENP3 igualou os
mesmos tempos com os grupos que ndo receberam MPTP, indicando um efeito benéfico

contra o dano motor. Além disso, também analisamos o equilibrio estatico (repouso) e
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dindmico (movimento) dos animais no teste de equilibrio em barra (KHARATISHVILI
et al., 2009), com maior laténcia para queda nos grupos MPTP e MPTP+Vetor vazio.
Como a laténcia sobre o aparato ndo se modifica com a experiéncia (ALLBUTT;
HENDERSON, 2007), realizamos trés diferentes #rials. Como observado, toxinas alteram
o tempo de permanéncia no teste (HOU et al.,, 2017), e nossos dados, além de
corroborarem estes achados, mostram pela primeira vez que o knockdown de SENP3
melhora o equilibrio dos animais.

Para investigar se o knockdown também teria um efeito positivo na marcha e
forca motora dos animais, foram realizados os testes de pegada e rotarod,
respectivamente. Autores demonstraram que, devido a administragcdo unilateral de 6-
OHDA, ratos desviam o lado do corpo nao afetado pela toxina ao caminhar
(MIKLYAEVA; MARTENS; WHISHAW, 1995; MUIR; WHISHAW, 1999). Apesar de
alguns poucos estudos que analisam a passada dos animais em modelos com MPTP
mostrarem déficits no comprimento das passadas, isto ¢é, prejuizo na marcha
(FERNAGUT et al., 2002; GOLDBERG et al., 2011), nao observamos diferencas
significativas no teste, o que ndo descarta a possibilidade de que um prazo maior pos
administracdo do MPTP apresente danos significativos no comprimento da passada. Em
contrapartida, pelo teste do rotarod verificou-se que a toxicidade induzida pelo MPTP
prejudicou a coordenagao, forca motora e equilibrio. Considerando que, sabidamente, o
MPTP prejudica tais pardmetros, possivelmente pela perda gradual de dopamina que afeta
neurdnios motores (AYTON et al., 2013; ROZAS et al., 1998), e que afeta negativamente
os niveis de proteinas SUMO e proteinas associadas (JUNQUEIRA, 2020), o knockdown
de SENP3 conseguiu reverter estes prejuizos, evidenciando a importancia da

SUMOilacao na prevengao de danos motores.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Modelos animais da DP estdo correlacionados com a sintomatologia classica da
doenca. Além de exibirem déficits pré-motores e motores, também ¢ possivel observar
como a doenga progride de forma celular. Nossos dados demonstram pela primeira vez a
importancia do aumento da SUMOilagdo para impedir a progressdo da doenca,
especialmente em relacdo a disfun¢do mitocondrial in vitro e sintomas in vivo. Devido a
falta de tratamentos mais efetivos, sugerimos aqui a SUMOilagdo como uma nova e

promissora ferramenta para a doenga.
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Capitulo III - Investigacao do efeito do knockdown de SENP3 sobre a memoria de ratos.

Este capitulo foi desenvolvido no Laboratério de Investigagdo Neuroquimica e Laboratério Experimental
de Doengas Neurodegenerativas do Departamento de Farmacologia da UFSC, coordenados pela Profa. Dra.
Helena Cimarosti e Prof. Dr. Rui Daniel Prediger, respectivamente, ¢ Laboratério de Imunobiologia do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSC, coordenado pelo Prof. Dr. Daniel
Mansur.

1 INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS GERAIS DA MEMORIA

A memoria ¢ uma fungdo cognitiva complexa e essencial que nos permite
armazenar e recordar informagdes sobre nossas experiéncias, pensamentos e emogdes. E
fundamental no nosso cotidiano, permitindo-nos aprender novas habilidades,
compreender o ambiente ao nosso redor € nos comunicar com os outros (AMADIO,
2004). A formacao da memoria comega com um evento que € selecionado, codificado,
consolidado e armazenado. A memoria consolidada pode ser evocada e também pode ser
retida por periodos mais longos ou curtos (Figura 1) (NADEL et al., 2012).

No entanto, a memoria armazenada pode sofrer alteragdes, sendo aprimorada ou
prejudicada, e precisa ser reconsolidada para permanecer (Figura 1). Durante a
consolidacdo, as memorias podem ser afetadas por fatores como emogdes, liberagdes de
hormonios, como cortisol e adrenalina, outras memorias e outras substancias que afetam

0 SNC, direta ou indiretamente (MOYANO et al., 2019; NADEL et al., 2012).

Figura 1 — Fases de formacdo de memorias

Selegdo e Codificagao Consolidagao Armazenamento Reconsolidacdo
= (o ° o } ’ ' @
o o
Infermacao I E—

Memorias sdo formadas pela selecdo e codificagdo de informagdes, que sdo posteriormente consolidadas e

armazenadas no cérebro. Elas podem ainda ser reconsolidadas ou extintas.
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Lent e colaboradores (2010) propde classificar a memoria com base no tempo
de armazenamento (ultrarrapida, curto prazo e longo prazo) e em sua natureza (explicita,
implicita ou de trabalho). Vale ressaltar que tais categorias sdo principalmente para fins
didaticos, pois diferentes tipos de memoria sdo operados por diferentes regides cerebrais

€ mecanismos.

1.1.1 Memoria de trabalho

A memoria de trabalho ¢ responsavel por contextualizar e gerenciar
informagdes, com uma duragdo ultrarrapida e capacidade limitada. Sua duragdo ¢
ultrarrapida porque permite armazenar informagdes enquanto estamos realizando uma
determinada atividade, como decorar um nimero para digitar logo em seguida, e quando
essa informacao deixa de ser util ela ¢ descartada (BADDELEY, 2010). Baddeley e Hitch
(1974) dividem a memoria de trabalho em quatro componentes principais: executivo
central (aten¢do), esboco visuoespacial (gerenciamento e armazenamento temporario de
informagdes a partir de imagens), alga fonoldgica (gerenciamento e armazenamento
temporario de informagdes a partir de sons) e retentor episddico (gerenciamento de
informacgdes ja arquivadas no cérebro).

Além de armazenar informacdes durante o processamento, a memoria de
trabalho ¢ fundamental para comparar novas informagdes com as antigas ja consolidadas
e armazenadas na meméria de longo prazo. E por meio dessa memoria que conseguimos
gerenciar informagdes contidas na memoria de longo prazo, evocando-as de maneira
sequencial e ordenada, permitindo produzir ideias de forma coerente com a realidade. No
entanto, a memoria de trabalho ndo deve ser confundida com a memoria de longo prazo,
pois esta tltima armazena uma grande quantidade de informagdes, enquanto a memaoria
de trabalho leva e traz essas informagdes, ajudando a gerenciar o que permanece € o0 que
deve ser descartado (ALLOWAY; COPELLO, 2013).

Em relagdo ao mecanismo responsavel pela evocacao das memorias, sabe-se que
estd relacionado com o cortex pré-frontal e que a dopamina ¢ um neurotransmissor

importante nesse processo.

1.1.2 Memoria de Longa Duracao
A memoria de longa duragdo (MLD) € responsavel por armazenar informacgdes
por meses ou anos, podendo manter-se por tempo indeterminado desde que reforcada de

tempos em tempos (COWAN, 2008). Pode ser dividida em memoria declarativa (ou
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explicita), que sao memorias acessiveis e que podem ser evocadas através de palavras,
relacionadas a capacidade de coletarmos conscientemente significados, fatos e eventos, e
memoria ndo-declarativa (ou implicita), que correspondem a memorias que estdo no
subconsciente ¢ sao evocadas por agdes, relacionadas a habilidades motoras, habitos,
sentimentos e sensagdes (REBER, 2008).

A memoria declarativa pode ainda ser subdividida em episodica, relacionada a
experiéncias vividas em um determinado momento, ¢ semantica, relacionada a fatos
(como o significado de palavras, regras gramaticais, conhecimentos adquiridos em
matérias, etc.) (EICHENBAUM, 2001). Essa subdivisdo acontece porque ambas as
memorias parecem atuar em diferentes areas cerebrais, tanto que ha casos de pacientes
com déficit de memoria episddica sem prejuizos na memoria semantica.

Para armazenar grande quantidade de informacao, o cérebro precisa passar por
modificacdes estruturais (morfoldgicas) e sindpticas (funcionais). Esta ¢ a fase de
consolida¢ao da memoria, um processo que dura de trés a oito horas, sendo passivel de
sofrer modificagdes neste periodo, ficando suscetivel a interferéncia de drogas, outras
memorias, hormdnios (como catecolaminas e glicocorticoides) ou neurotransmissores
(como dopamina e acetilcolina) (ALVES; BUENO, 2017, ROOZENDAAL, 2002;
SQUIRE et al., 2015). Além das perdas durante o processo de consolidagdo, sempre que
uma memoria € evocada ela ¢ mais uma vez modificada, afinal a evocagao ¢ um processo
de edicdo de fragmentos, organizados pela memoria de trabalho e pelas fungdes
executivas, para tentar formar informagdes coerentes (ROXIN; FUSI, 2013).

Grandes e importantes achados sobre as areas cerebrais envolvidas com memoria
e aprendizado sdo derivadas de um estudo envolvendo o paciente H.M. (Henry Molaison
—1926-2008), submetido a uma cirurgia de remocao bilateral do seu lobo temporal medial
que inclui o hipocampo e amigdala. A cirurgia melhorou sua epilepsia, mas resultou em
uma amnésia anterégrada com perda parcial da memoria para eventos que ocorreram na
década precedente a operacao (MLD), porém memorias de eventos remotos nao foram
afetados, isto ¢, a memoria de trabalho (REBER, 2008).

Um estudo de fMRI (ressonancia magnética funcional) mostrou que a evocagado
de memorias episddicas ativa o cortex pré-frontal medial e outras areas corticais,
enquanto a evocagao de memorias semanticas ativa principalmente o cortex temporal
medial (SQUIRE et al., 2015). Outros estudos indicam que o hipocampo e o cortex
entorrinal também desempenham um papel importante na evocacdo de memdrias,

especialmente memorias episoddicas.
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Além disso, a plasticidade sinaptica parece ser fundamental para a formagao e
consolidacao de MLD. A ativagdo repetida de uma determinada rede neural leva a
mudangas estruturais e funcionais nas sinapses envolvidas, tornando-as mais eficientes
na transmissdo de informagdes (BLISS; COLLINGRIDGE, 1993). Essa plasticidade
sindptica ¢ mediada por processos conhecidos como potenciagao de longa duragao (LTP)
e depressdo de longa duragdo (LTD), que envolvem a modificagdo da forca das sinapses
através da regulagdo de receptores de neurotransmissores ¢ de canais i0nicos.

A MLD depende da interacdo entre varias regioes cerebrais, incluindo o
hipocampo, o lobo temporal medial e o neocértex. O hipocampo estd conectado ao cortex
entorrinal através da via perforante, o que o torna crucial para o processamento de
informagdes (Figura 2). O modelo proposto por BUZSAKI (1989) descreve como as
células granulosas do giro denteado recebem estimulos do cortex entorrinal na primeira
fase, enquanto as células piramidais nas regides do Corno de Ammon 1 e 3 (CA1l e CA3)
sdo relativamente quiescentes. Na segunda fase, a atividade das células granulares
diminui e ¢é substituida pela atividade das células piramidais em CAl e CA3, que
transmitem seu estimulo de saida para o cortex entorrinal. A integridade do giro denteado
¢ fundamental para o processo de codificacdo, e a fase de consolidagao requer a

comunicagdo entre o hipocampo e o cortex entorrinal (RIEDEL; MICHEAU, 2001).
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Figura 2 — Transmissao da informacao por meio da formagao hipocampal

CA1

O cortex entorrinal faz a ativagdo hipocampal por meio da transmissdo da informacdo pela VP até o GD
(em preto). Fibras musgosas (em azul) conectam-se com as células piramidais de CA3 (em verde) que, por
sua vez, conectam-se com CA1 (em laranja) pela VcS. Legenda: CA, corno de Ammon; GD, giro denteado;

V¢S, via colateral de Schafer; VP, via perforante. Adaptado de Neves et al. (2008).

Além da memoria declarativa, ¢ importante destacar a existéncia da memoria
ndo declarativa, que inclui o condicionamento, a memoria motora e o priming. O
condicionamento envolve a associacdo de estimulos ou comportamentos com
recompensas ou punicoes, sendo fundamental para o processo de aprendizagem
(IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016). A memoria motora esta relacionada a
habilidades motoras e procedimentos, e requer repeticdes para ser consolidada. Uma vez
consolidada, esta memoria se torna automatica e resistente a extingdo. As principais
regides cerebrais envolvidas sdo o cerebelo e os nucleos da base (corpo estriado)
(KEISLER; SHADMEHR, 2010; KRAKAUER; SHADMEHR, 2006). O priming é um
tipo de memoria induzido por pistas ou dicas (estimulos). Acredita-se que o priming
visual esteja relacionado aos neurdnios do cortex occipital (drea visual primadria),
enquanto o priming auditivo esteja relacionado aos neurénios do lobo temporal (area
auditiva primaria) (LEVY; STARK; SQUIRE, 2004).

Em resumo, a MLD ¢ um processo complexo que envolve a interagdo entre
diversas areas cerebrais, incluindo o hipocampo, o cortex entorrinal e o neocortex. A
formagdo e evocacdo de memdrias também dependem da plasticidade sinédptica e de

processos como LTP e LTD. Embora haja muito a ser descoberto sobre a memoria de
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longa duragao, os estudos realizados até o momento tém fornecido informagdes valiosas
sobre seu funcionamento e as areas do cérebro envolvidas. Diversos estudos buscam
entender sobre os diferentes tipos de memoria e seus mecanismos. Aqui focamos em

analisar a memoria de reconhecimento e a memoria espacial.

1.2 MEMORIA DE RECONHECIMENTO

A memoria de reconhecimento € um componente crucial da memoria declarativa
episodica e refere-se a capacidade de reconhecer pessoas, objetos e lugares vistos
anteriormente (AMEEN-ALI; EASTON; EACOTT, 2015; BARKER; WARBURTON,
2011). Em roedores, a curiosidade e a novidade impulsionam o comportamento
exploratorio (BERLYNE, 1950) e o teste de reconhecimento de objetos ¢ amplamente
utilizado para avaliar essa capacidade inata sem depender de um sistema de recompensa
(ENNACEUR; DELACOUR, 1988).

Estudos em pacientes tém demonstrado que lesdes no lobo temporal medial,
especialmente no hipocampo, afetam negativamente a memoria episddica (BURGESS;
MAGUIRE; O’KEEFE, 2002; EICHENBAUM, 2013). Imagens in vivo durante a fase de
codificacdo e recuperacdo demonstraram que o cortex pré-frontal, cortex retroesplenial,
cortex parietal e regides adjacentes ao hipocampo, também desempenham papéis
importantes na formacdo e recuperagdo da memoria episddica (SCHOTT et al., 2011,
2013).

O cortex entorrinal, localizado no lobo temporal medial, ¢ fundamental para o
reconhecimento de objetos anteriormente vistos € lesdes nessa area podem prejudicar essa
capacidade (NYAKAS et al., 2009; SALIMI et al., 2022b). Ele € responsavel por manter
informagdes espaciais no armazenamento da memoria, sendo essencial para o
reconhecimento de objetos em situagdes mais complexas, como com objetos diferentes
(CHAO et al., 2020). Estudos eletrofisiologicos também identificaram a presenga de
neurdnios responsaveis pela codificagdo da memoria nesta area em primatas (BROWN;
WARBURTON; AGGLETON, 2010). Quando o cértex entorrinal ¢ inativado utilizando
o bloqueador de canal de calcio lidocaina, como demonstrado por Winters ¢ Bussey
(2005), os animais ndo conseguem reconhecer os objetos testados, enfatizando a
importancia dessa estrutura na consolidagdo e evocacdo da memoria.

O hipocampo dorsal (HD) estd envolvido na consolida¢do e recuperagdao da
memoria, com alta atividade na regido CAl durante o reconhecimento de objetos

(COHEN et al., 2013). A fase de consolidagdo também esté relacionada com o aumento
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da eficacia sinaptica no hipocampo (CLARKE et al., 2010). Percebe-se que diversas areas
do cérebro estdo envolvidas na memoria de reconhecimento, principalmente o cortex
entorrinal e o HD.

Em roedores, o teste de reconhecimento de objetos ¢ empregado para avaliar a
memoria de reconhecimento. O teste envolve a exposi¢do a dois objetos idénticos em
locais diferentes e, apds um periodo pré-determinado, os animais sdo reexpostos ao
ambiente com um dos objetos substituido por um novo. Normalmente, os animais t€ém
preferéncia por explorar o novo objeto (AMEEN-ALI; EASTON; EACOTT, 2015;
FERNANDES et al., 2018). O teste ¢ bastante utilizado para avaliacdo da acdo de drogas
ou prejuizo cognitivo.

Algumas estratégias farmacologicas podem ser utilizadas para avaliar vias que
influenciem a memoria de roedores, como bloqueio do receptor de NMDA, relacionado
a mecanismos de plasticidade sinaptica e forma¢do de memorias (DERE; HUSTON; DE
SOUZA SILVA, 2007; MARTIN; MORRIS, 2002). Além deste, antagonistas do receptor
de 4cido propridnico a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazo (AMPA) diminui o
reconhecimento de objetos, estando envolvido na codificagdo de informagdes
(WINTERS; BUSSEY, 2005). Além disso, a administragdo de agonistas do receptor
nicotinico colinérgico (nAChR) aumenta a memoria de reconhecimento em roedores
(WALLACE; PORTER, 2011). Outra estratégia farmacologica ¢ a administracdo de
agonistas de receptores de canabindides, que parece aumentar a memoria de

reconhecimento (MARTIN-MORENO et al., 2011).

1.3 A VIA COLINERGICA E A MEMORIA

A via colinérgica inicia-se com a sintese de acetilcolina (ACo) nos terminais
nervosos, a partir de colina e acetil-coenzima A. A colina acetiltransferase € responsavel
pela catalisagdo da sintese de ACo, tornando-a disponivel para interacdo com seus
receptores pré e pos-sindpticos. Por sua vez, a acetilcolinesterase € responsavel pela
degradacdo do neurotransmissor, hidrolisando-o em colina e acetato (CHEN et al., 2022).

A ACo pode se ligar em receptores colinérgicos nicotinicos (ionotrdpicos) e
muscarinicos (metabotropicos), sendo esse sistema composto por trés grupos principais
de neurdnios: 1) neurdnios do sistema motor, como os motoneurdnios da medula espinhal,
2) neurdnios colinérgicos estriatais, que participam do controle motor extrapiramidal, e
3) neurdnios da coluna colinérgica rostral do prosencéfalo basal, que projetam axonios ao

hipocampo e estao relacionados com a memoria (CHEN et al., 2022).
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O sistema colinérgico muscarinico parece estar relacionado com um efeito
modulatério sobre a memoria, conforme apontado por Segal e Auerbach (1997). A
hipotese colinérgica sugere que uma alta concentragdo de ACo facilitaria a aquisicdo de
novas memorias, enquanto uma baixa concentracao a dificultaria. Na DA, pacientes
apresentam degeneracao de neurdnios colinérgicos do prosencéfalo basal e o nivel de
deméncia estd relacionado com a perda sindptica entre o prosencéfalo basal e o
hipocampo e coértex (BOWEN et al.,, 1976). A utilizagdo de farmacos agonistas e

antagonistas colinérgicos ¢ uma forma de modular esta via e alterar a memoria.

1.4 MODULACAO FARMACOLOGICA DA VIA COLINERGICA

1.4.1 Escopolamina

A escopolamina ¢ um farmaco que atua como um antagonista nao seletivo do
receptor muscarinico, afetando negativamente o aprendizado em roedores. Seu efeito ¢
mediado pelos subtipos de receptores muscarinicos M1 ¢ M5 (KLINKENBERG;
BLOKLAND, 2010).

Suas vias de administracdo variam entre oral, subcutianea, intramuscular,
intravenosa, ocular e transdérmica. A absorcao pela via oral e subcutanea ¢ rapida e atinge
a concentragdo plasmatica maxima em 30 minutos quando administrada pela via oral
(EBERT; OERTEL; KIRCH, 2000; RENNER; OERTEL; KIRCH, 2005). Pela via
intravenosa, observou-se um efeito amnésico em 10 minutos que persiste até¢ 120 min.
Ela atravessa a barreira hematoencefalica e ¢ metabolizada pelo figado, sendo excretada
pela urina com meia-vida de eliminagdo de 9,5 horas (AHFS, 2011).

Clinicamente, a escopolamina € utilizada para o tratamento de niusea e émese
(PERGOLIZZI et al., 2012), inibi¢do da motilidade do trato gastrointestinal, como na
sindrome do intestino irritdvel e disenteria (AHFS, 2011), e também era usada no
tratamento da DP (FAHN, 2015). Ela reduz os niveis do fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF), essencial para o processo de codificagdo da memoria e para a
plasticidade sinaptica (HAFEZ et al., 2017), e do fator de transcricdo CREB, relacionado
a regulacdo da expressdo de BDNF. Além disso, ela também contribui para o estresse
oxidativo por meio do aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica e diminuicao da
atividade de enzimas antioxidantes (CAT, SOD e GPx) no cérebro (GOVERDHAN;
SRAVANTHI; MAMATHA, 2012; RAHIMZADEGAN; SOODI, 2018).

A escopolamina ¢ amplamente utilizada como um modelo para causar danos

neurologicos em roedores, relacionados com prejuizo na consolidagdo da memoria e
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esquecimento. Ratos de 8 e 16 meses de idade apresentaram prejuizos na memoria de
trabalho devido ao tratamento com escopolamina, administrada antes ou depois do treino
de memoria. Em ambos os casos, 0s animais apresentaram um prejuizo significativo na
consolidagdo da memoria, levantando a hipotese de que a diminuicdo da
neurotransmissao colinérgica contribui para os déficits de memoria relacionados a idade
(BIGGAN; INGLES; BENINGER, 1996). Seus efeitos no prejuizo da memoria foram
vistos em testes como reconhecimento de objetos e labirinto em Y (KIM et al., 2021;
OLAYINKA et al., 2022; PARK et al., 2021; SALIMI et al., 2022a). Quando infundida
no cortex perirrinal, ela ocasionou prejuizos na memoria de reconhecimento (ABE;
ISHIDA; IWASAKI, 2004), e quando administrada por via i.p. ela diminui o aprendizado
espacial (LAMBERTY; GOWER, 1991). Tais estudos evidenciam a escopolamina como
um modelo eficaz para avaliar déficit cognitivo em roedores tanto na memoria de

reconhecimento como espacial.

1.5 JUSTIFICATIVA
O déficit cognitivo afeta uma variedade de fungdes mentais, como memoria,

aten¢do, concentracgao, linguagem e habilidades motoras. Doengas neurodegenerativas e
neurologicas sao as principais causas de déficit cognitivo por causar danos neuronais que
levam a um declinio cognitivo progressivo (GOMEZ-GOMEZ; ZAPICO, 2019). Apesar
dos avancos, o tratamento depende da causa subjacente e sdo paliativos, refor¢cando a
necessidade de estudos focados no reestabelecimento da funcao cognitiva.

A SUMOilagdo ¢ importante para os processos de formagdo e manutencao de
memorias. Sabe-se, por exemplo, que proteinas SUMO regulam a transmissao sinaptica,
por meio da SUMOilacdo da proteina associada ao citoesqueleto (Arc), envolvida na
regulagdo da plasticidade sinaptica (CRAIG; HENLEY, 2012), e que a SUMOilagao de
CREB pela ligase PIAS1 melhora a memoria espacial de ratos (CHEN et al., 2014).
Apesar de tais achados, sdo poucos os estudos que se propdem a investigar o efeito

neuroprotetor da SUMOila¢do em modelos de declinio cognitivo.

1.6 HIPOTESE
Com base no exposto anteriormente, a hipdtese deste Capitulo ¢ de que o

aumento da SUMOilagdo previne déficits cognitivos causados pela escopolamina.
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2 OBJETIVOS
2.1 GERAL

Investigar o efeito do knockdown de SENP3 nas memorias de reconhecimento e

espacial no modelo de escopolamina para déficit cognitivo.

2.2 ESPECIFICOS:

— Avaliar os niveis das proteinas SENP3 e SUMO-2/3 no HD de ratos;
— Avaliar o efeito do knockdown de SENP3 na performance de ratos tratados
com escopolamina nos testes de reconhecimento de objetos e labirinto em Y.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O trabalho foi previamente aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catarina — CEUA/UFSC (n° 9607211022)
(Anexo B) e seguiu os principios dos 3Rs, como explicado na se¢do 3.2.1 do Capitulo II

desta Tese.

3.2 ANIMAIS
Os animais utilizados, sua procedéncia e condigdes de alojamento estdo

explicados na secdo 3.2.2 do Capitulo II desta Tese.

3.3 LENTIVIRUS E CIRURGIA ESTEREOTAXICA

Os procedimentos adotados para o shSENP3, bem como para a cirurgia
estereotdxica, estao detalhados na secdo 3.2.3 do Capitulo II desta Tese. As coordenadas
adotadas para o HD (-3,6 mm anterior ao bregma, + 2,4 mm relativo ao eixo lateral e -2,1

mm relativo ao eixo dorsoventral) foram definidas de acordo com o atlas do cérebro de

rato (PAXINOS; WATSON, 2006).

3.4 ESCOPOLAMINA

Para a realizacdo deste estudo utilizou-se escopolamina (Sigma-Aldrich, EUA),
gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Leandro Bertoglio do Departamento de Farmacologia
da UFSC. A mesma foi diluida em PBS, com concentracdo final de 1 mg/kg administrada

diariamente via i.p., por 4 dias antes dos testes comportamentais. Como veiculo utilizou-

se PBS.
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3.5 AVALIACOES COMPORTAMENTAIS

Trés semanas apo6s a infusdo do lentivirus para o knockdown de SENP3, e apds
as quatro administragdes de escopolamina, os animais foram submetidos a testes
comportamentais para avaliagdo da fungdo cognitiva. Os detalhes da sala de
experimentacdo e procedimentos estdo detalhados na se¢do 3.2.5 do Capitulo II desta

Tese.

3.5.1 Campo aberto
Descrig¢ao detalhada do teste na se¢do 3.2.2.5 do Capitulo II desta Tese.

3.5.2 Reconhecimento de objetos

Descrigao detalhada do teste na se¢do 3.2.5.3 do Capitulo II desta Tese.

3.5.3 Labirinto em Y
Descricao detalhada do teste na se¢do 3.2.5.4 do Capitulo II desta Tese.

3.6 AVALIACOES BIOQUIMICAS
Ao fim dos testes comportamentais, os animais foram eutanasiados por
sobredose de anestésicos (cetamina — 200 mg/kg e xilazina — 30 mg/kg), via 1.p., € 0s

encéfalos dissecados para coleta do HD.

3.6.1 Imunohistoquimica
Para a imunohistoquimica do HD, seguiu-se 0 mesmo protocolo detalhado na

secdo 3.2.6.1 do Capitulo II desta Tese.

3.6.2 Western blotting

Detalhes a respeito do procedimento de lise das amostras, dosagem de proteinas
e Western blotting encontram-se na se¢do 3.3.1 a 3.3.3 do Capitulo I desta Tese. Foram
utilizados os seguintes anticorpos: SUMO-1 rabbit (1:1000; Cell Signaling Technology),
SUMO-2/3 rabbit (1:1000; Cell Signaling Technology), SENP3 rabbit (1:1000; Cell
Signaling Technology), anti-Rabbit (1:5.000) e anti-Mouse (1:5.000). Como controle de

carga utilizou-se B-actina mouse (1:10.000).
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3.7 ANALISE ESTATISTICA

A distribuicdo normal dos dados foi analisada pelo teste de Kolmogorov—
Smirnov. Para comparagdo de dois grupos utilizou-se o teste ¢ de Student e para trés ou
mais grupos utilizou-se a ANOVA de uma ou duas vias, seguida pelo pos-teste de Tukey.
Os resultados estdo expressos como média + EPM e os valores de P < 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Os dados foram analisados por meio do

software GraphPadPrism® versao 6.0 (San Diego, EUA).

3.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental deste Capitulo estd exemplificado na Figura 3.

3.8.1 Avaliacao do efeito do knockdown de SENP3 sobre os niveis de SENP3,
conjugados de SUMO-2/3.

Para investigar os efeitos do knockdown de SENP3 na imunomarcagdo das
proteinas SENP3 e SUMO-2/3, ratos Wistar entre 90-120 dias de idade foram submetidos
a cirurgia estereotaxica para administracdo de lentivirus contendo o shSENP3 no HD.
Trés semanas apos, e quatro dias antes dos testes comportamentais, os animais receberam
escopolamina (1 mg/kg) via i.p., diariamente por 4 dias. Os animais foram eutanasiados
por sobredose de anestésicos e tiveram seus encéfalos dissecados para coleta do HD. Este
por sua vez foi lisado para imunomarcacdo pela técnica de Western blotting para as

proteinas anteriormente citadas.

3.8.2 Avaliacio do efeito do knockdown de SENP3 sobre as memorias de
reconhecimento e espacial de ratos tratados com escopolamina

Para investigar os efeitos do knockdown de SENP3 sobre a fung¢do cognitiva,
ratos Wistar entre 90-120 dias de idade foram submetidos a cirurgia estereotdxica para
administracao de lentivirus contendo o shSENP3 no HD. Trés semanas apds, € quatro
dias antes dos testes comportamentais, os animais receberam escopolamina (1 mg/kg) via
1.p., diariamente por 4 dias. Os animais foram avaliados nos testes de campo aberto,

reconhecimento de objetos e labirinto em Y.
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Figura 3 — Delineamento experimental para investigacao do knockdown de SENP3 sobre
as memorias de reconhecimento e espacial de ratos tratados com escopolamina

3 semanas
shSENP3 HD
1: Campo 2: Reconhecimento 3:Labirinto
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O shSENP3 foi injetado no HD de ratos por cirurgia estercotaxica. Trés semanas depois, e quatro dias antes
dos testes comportamentais, os animais foram tratados com escopolamina (1 mg/kg), por quatro dias
diariamente e foram testados nos testes de campo aberto, reconhecimento de objetos e labirinto em Y. Por
fim, foram eutanasiados por sobredose de anestésico para coleta do HD, o qual foi processado para a técnica
de Western blotting para imunomarcagdo de SENP3 e SUMO-2/3. Fonte das imagens: BioRender.com.
Legenda: HD, hipocampo dorsal; kg, quilograma; mg, miligrama; SENP3, protease SUMO especifica 3;

sh, short hairpin.

4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DO KNOCKDOWN DE SENP3 NA LOCOMOCAO ESPONTANEA DOS
ANIMAIS

Como mostra a Figura 4, a atividade locomotora espontanea dos animais,
avaliada pelo teste do campo aberto, ndo teve diferencas significativas nos parametros de
distancia total percorrida (A), velocidade média (B) e numero de entradas nos quadrantes
periféricos (D). Em comparacdo com o grupo salina, os grupos escopolamina,
escopolamina + Vetor vazio e escopolamina + shSENP3 entraram menos vezes nos

quadrantes centrais do campo aberto (C) (F (5, 42) = 5,258; P <0,0008).
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Figura 4 — O knockdown de SENP3 nao afeta a locomog¢ao espontanea de ratos Wistar
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O shSENP3 foi injetado no hipocampo dorsal de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por cirurgia
estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Trés semanas depois, e apds 4 administragdes de
escopolamina (1 mg/kg) via i.p, eles foram testados no campo aberto. Salina foi utilizada como veiculo. A)
Distéancia total percorrida; B) Velocidade média; C) Numero de entradas nos quadrantes centrais; ¢ D)
Numero de entradas nos quadrantes periféricos. Os dados representam a média + EPM de 8 animais por
grupo. *P < 0,0008 quando comparados entre si pela ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de

Newman-Keuls.

4.2 EFEITO DO KNOCKDOWN DE SENP3 NA MEMORIA DE RECONHECIMENTO
DOS ANIMAIS

A memoria de reconhecimento foi testada no teste de reconhecimento de objetos.
Na secdo de treino (Figura 5A), todos os grupos investigaram ambos os objetos familiares.
Na secao de teste (Figura 5B), na ANOVA de duas vias mostrou haver diferenca

significativa nos grupos escopolamina e escopolamina + Vetor vazio (F (5, 35) = 4,220;
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P < 0,004), enquanto que os grupos vetor vazio, SiISENP3 e escopolamina + shSENP3

mantiveram-se semelhantes ao grupo salina.

Figura 5 — O knockdown de SENP3 protege a memoria de reconhecimento contra danos
cognitivos induzidos por escopolamina em ratos
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O shSENP3 foi injetado no hipocampo dorsal de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por cirurgia
estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Trés semanas depois, e apds 4 administracdes de
escopolamina (1 mg/kg) via i.p, eles foram testados no teste de reconhecimento de objetos. Salina foi
utilizada como veiculo. A) Secdo de treino: animais eram apresentados a dois objetos idénticos; B) Segédo
de teste: um dos objetos idénticos era trocado por um diferente. Os dados representam a média £+ EPM de
8 animais por grupo. *P < 0,0008 quando comparados entre si pela ANOVA de duas vias seguida do pos-
teste de Newman-Keuls.

4.3 EFEITO DO KNOCKDOWN DE SENP3 NA MEMORIA ESPACIAL DOS ANIMAIS
A memoria espacial foi testada no teste do labirinto em Y. Nao foram observadas
diferencas no nimero de entradas nos trés bragos do labirinto (Figura 6A). J4 o numero
de alternancias espontaneas entre os bragos (Figura 6B) foi reduzida significativamente
nos grupos tratados com escopolamina (F (5, 41) = 3,194; P < 0,01), enquanto que o

grupo escopolamina + shSENP3 manteve-se semelhante aos grupos sem escopolamina.
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Figura 6 — O knockdown de SENP3 protege a memoria espacial contra danos cognitivos
induzidos por escopolamina em ratos
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O shSENP3 foi injetado no hipocampo dorsal de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por cirurgia
estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Trés semanas depois, ¢ apds 4 administragdes de
escopolamina (1 mg/kg) via i.p, eles foram testados no teste do labirinto em Y. Salina foi utilizada como
veiculo. A) Numero de entradas nos bracos do labirinto; B) Porcentagem de alternancias espontaneas nos
bragos do labirinto. Os dados representam a média £ EPM de 8 animais por grupo. *P < 0,01 quando
comparados entre si pela ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Newman-Keuls.

4.4 EFEITO DO KNOCKDOWN DE SENP3 NOS NIVEIS DE SENP3 E SUMO-2/3

A partir da terceira semana ap0s a cirurgia estereotaxica, foi possivel observar a
expressao de GFP, indicando que a infec¢do pelo lentivirus foi eficiente (Figura 7). A
analise dos niveis de SENP3 no HD dos animais mostrou que o knockdown diminuiu os
niveis de SENP3 (F (5, 18) =2,907; P < 0,04) e aumentou os niveis dos conjugados de
SUMO-2/3 (F (5, 15) = 9,428; P < 0,0003) (Figura 8A e B, respectivamente) em

comparag¢ao com os grupos tratados com escopolamina.
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Figura 7 — Expressao de GFP por lentivirus para o knockdown de SENP3 no hipocampo
dorsal de ratos.
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O diagrama (A) destaca o hipocampo dorsal e mostra o local de microinfusdo. O sitio de infus@o dos virus

estd indicado nas fotomicrografias. B) Marcagdo com DAPI e C) Marcagdo com GFP.
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Figura 8 — O knockdown de SENP3 aumenta os niveis de conjugados de SUMO-2/3 no
hipocampo dorsal de ratos tratados com escopolamina
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O shSENP3 foi injetado no hipocampo dorsal (HD) de ratos Wistar machos de 90-120 dias de idade, por
cirurgia estereotaxica. Como controle utilizou-se um vetor vazio. Trés semanas depois, e apds 4
administra¢cdes de escopolamina (1 mg/kg) via i.p., eles foram testados em testes comportamentais ¢
eutanasiados por sobredose de anestésicos para coleta do HD para analise por Western blotting. Salina foi
utilizada como veiculo. Quantificagdo e imagem representativa dos niveis de SENP3 (A) e conjugados de
SUMO-2/3 (B). B-actina foi utilizada como controle de carga Os dados representam a média + EPM de 4
animais por grupo. *P < 0,0003 quando comparados entre si pela ANOVA de duas vias seguida do pos-
teste de Newman-Keuls.

5 DISCUSSAO

Os presentes resultados demonstram que o aumento da SUMO-2/3-ilagdo por
meio do knockdown de SENP3 protege ratos contra déficits cognitivos causados por
escopolamina.

Diversos fatores afetam a memoria, como ansiedade, estresse, disturbios do
sono, drogas de abuso e envelhecimento. Doengas neurodegenerativas, como DA, DP e
DH, levam pacientes a desenvolverem deméncia, caracterizada por declinio cognitivo

avancado, especialmente perda de memoria, com expectativa de que o numero de casos

Conlugados de SUMO-2/3
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chegue a 131 milhdes em 2050 (ARVANITAKIS; SHAH; BENNETT, 2019). Além de
todos os custos e desafios para pacientes e cuidadores, o tratamento, que utiliza
principalmente inibidores da colinesterase, possui efeitos colaterais e baixa efetividade
(LIVINGSTON et al., 2020; OVERSHOTT; BURNS, 2005). Urge, assim, a necessidade
de maior compreensdao de como impedir o declinio cognitivo devido a progressao das
doengas ja mencionadas.

O primeiro estudo a revisar a importancia da SUMOila¢ao nos processos de
aprendizado e memoria foi publicado em 2013 por Castro-Gomez e colaboradores (2013).
O CBP, um coativador transcricional especifico com atividade de histona
acetiltransferase (HAT), bem como a proteina de ligagdo associada ao adenovirus E1A
(p300) e o fator associado ao CBP/p300 (PCAF) (MAURICE et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2011), sdo essenciais para a forma¢ao de memoria (CHEN et al., 2010). Avaliando os
niveis de CBP/p300, SUMO-1 e conjugagdo SUMO-1-CBP em ratos Wistar machos de
12 semanas de idade, os autores investigaram a influéncia da SUMOilag¢ao de CBP no
aprendizado espacial por meio de um protocolo de treinamento de 3 dias no teste do
labirinto aquatico. Observou-se SUMOilagdao de CBP significativa sem alteracdes nos
niveis de CBP ou SUMO-1 livre, sugerindo que o CBP ¢ seletivamente deSUMOilado.
Apenas o promotor Arc/Arg3.1, um gene implicado na plasticidade sinéptica e LTP
(PENG et al., 2010), foi altamente SUMO-1-ilado em animais naive quando comparados
com os animais treinados, sugerindo uma forte ligacdo especifica de SUMO-1 no
promotor Arc/Arg3.1. Na auséncia de aprendizado, este promotor pode ser reprimido
especificamente por conjugados SUMO-1. Em relagao a funcao de CBP, foi observada
uma regulacdo negativa especifica por SUMO-1, mostrando que seu efeito sobre as
mudangas epigenéticas ¢ desencadeado pelos processos de aprendizado e memoria
espaciais. Apesar disso, poucos estudos se propdem a investigar o papel da SUMOilagao
nos diversos tipos de memoria.

Para avaliar o efeito do knockdown de SENP3, tendo em vista o aumento de
SUMOilacdo, no déficit cognitivo, ratos Wistar foram tratados durante 4 dias com
escopolamina na dose de 1 mg/kg. Autores previamente demonstraram que tal dose ¢é
capaz de prejudicar a aquisi¢do e consolidacdo da memdria no teste de esquiva inibitoria
e induzir estresse oxidativo (BUDZYNSKA et al., 2015), prejudicar a memoria espacial
no teste do labirinto aquatico (DE CAMPOS et al., 2023), provocar efeito amnésico no

teste de reconhecimento e objetos, inibir a neurogénese hipocampal e causar peroxidagao
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lipidica (BHUVANENDRAN et al., 2018), mesmo administrada em um curto periodo de
tempo.

Apesar de ndo ser um teste para avaliagdo de memorias, o campo aberto ¢
amplamente utilizado para estudo do comportamento exploratorio de roedores e pode
indicar possiveis problemas locomotores. Além disso, também ¢ utilizado para avaliar
comportamentos do tipo ansioso. Por meio da cirurgia estereotéxica, ¢ possivel acessar
diversas areas cerebrais. A técnica permite entender como cada estrutura cerebral
funciona e quais suas implicagdes em algumas desordens, além de ser possivel realizar
manipulagdes farmacologicas diretas. Porém, a lesao proveniente de agulhas ou canulas
no encéfalo pode acarretar em prejuizos na fun¢ao locomotora dos animais. Estudos ja
demonstraram que a cirurgia pode diminuir a locomoc¢ao, aumentar comportamentos dos
tipos ansioso e depressivo, prejudicar habilidades motoras finas, equilibrio e coordenagdo
(FERRY; GERVASONI, 2021; HERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017). Devido a isso, antes
da avaliacdo da memoria os animais foram observados no campo aberto afim de excluir
quaisquer vieses da estereotaxia. Nao foram encontradas diferencas nos parametros de
distancia percorrida e velocidade média, indicando nao haver problemas locomotores nos
animais utilizados. Em geral o proprio teste pode causar ansiedade nos animais devido ao
medo de ambientes desconhecidos e isolamento social, gerando estresse € uma tendéncia
em manterem-se proximos as paredes da arena como forma de protecdo, o que pode
explicar o porqué do menor nimero de entradas nos quadrantes centrais do teste ja que o
nimero de entradas nos quadrantes periféricos nao apresentou diferencas (NORDQUIST
etal., 2017).

Corroborando estudos prévios (BUDZYNSKA et al., 2015; YADANG et al.,
2020), a escopolamina utilizada no presente modelo ocasionou prejuizo na memoria de
reconhecimento de objetos. Ao mesmo tempo, o knockdown de SENP3 evitou que
houvesse prejuizo desta memoria, mantendo a taxa de investigacao do objeto novo muito
semelhante aos demais grupos que nao foram tratados com o farmaco. Para entender
como a SUMOilacdo afeta memdrias, ja que ela pode modificar fatores de transcrigdo
relacionados a memoria, Wang e colaboradores (2014) avaliaram a performance de
camundongos knockout para SUMO-1-3 nos testes do campo aberto, reconhecimento de
objetos e condicionamento aversivo contextual. Em resposta ao silenciamento da
SUMOilacdo, os camundongos exibiram comportamentos do tipo ansioso e prejuizo nas

memorias episodicas e de medo, mostrando que as proteinas SUMO sdo essenciais para
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a memoria. De forma semelhante, mostramos que o aumento da SUMOilacao consegue
proteger o cérebro contra prejuizos na memoria de reconhecimento.

Com o objetivo de investigar os efeitos de SUMO-1 nas fung¢des do hipocampo
e na neurogénese hipocampal, por meio do reconhecimento de objetos, Yoo e
colaboradores (2017) construiram uma proteina de transducao de fusao Tat (transativador
da transcri¢do) SUMO 1, para diminuir a SUMOila¢ao. Camundongos machos C57BL/6
de sete semanas foram divididos em dois grupos: o grupo de tratamento com veiculo, com
uma injecao didria i.p. de glicerol com peptideo Tat 4 mg/kg, durante 3 semanas, € o
grupo de tratamento com Tat SUMO-1, com uma inje¢do diaria i.p. de Tat SUMO-1 4
mg/kg, também por 3 semanas. Em ambos treinamento e teste, todos os grupos gastaram
tempo similar explorando os objetos, porém o grupo Tat SUMO-1 apresentou reducao no
tempo de exploragdo. A administragdo cronica de Tat SUMO-1 diminuiu a memoria de
reconhecimento de objetos novos, sugerindo que a superexpressdo ou diminui¢do de
SUMO podem afetar o processamento da memoria. Portanto, SUMO-1 estd intimamente
envolvida na neurogénese e no funcionamento do hipocampo e a modulagdo da
SUMOilagao pode controlar a neurogénese e ser uma nova estratégia para transtornos
neurolégicos.

A investigagdo dos efeitos da escopolamina e do knockdown de SENP3 sobre a
memoria espacial foi realizada por meio da analise de alternancias espontaneas no teste
do labirinto em Y, definidas como o comportamento natural de roedores em alternar entre
os bragos do labirinto, lembrando quais bragos ja foram visitados (HUGHES, 2004). O
comportamento de alternancias espontaneas pode ser influenciado por estresse,
motivacdo (recompensas) € manipulagdo farmacologica. Nossos dados mostram que a
escopolamina realmente prejudicou a memoria espacial dos ratos, assim como ja descrito
na literatura (KWON et al., 2010; OHBA et al., 2015; WALRAVE et al., 2016), e que o
knockdown de SENP3 reverteu este prejuizo igualando o numero de alternancias
espontaneas com os demais grupos. O nimero de entradas nos bragos, sem diferenga
significativa entre os grupos experimentais, valida o teste quanto a qualquer viés de
mobilidade. Dessa forma, sugerimos que o aumento da SUMOilagdo possui efeito

benéfico contra danos cognitivos.

6 CONSIDERACOES FINAIS
Considerando os achados aqui relatados, sugerimos que o aumento da

SUMOilacao no HD ¢ essencial para manutencdo da memoria e que déficits cognitivos
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sao marcados por diminui¢ao da mesma. Portanto, a SUMOilag¢ao pode ser um alvo
terapéutico promissor para melhorar a fung¢do cognitiva em doencas neurologicas que
afetam a memoria. Faz-se necessario a investigacdo de outros alvos da SUMOilagao
envolvidos com os varios tipos de memoria para melhor compreensao dos mecanismos

moleculares pelos quais as proteinas SUMO agem.

7 CONCLUSOES GERAIS

Apesar de ser uma MPT descrita ha menos de 30 anos, h4 diversas evidéncias
mostrando a importancia da SUMOilagdo em patologias, devido a sua participagdo em
diversos processos biologicos (ENSERINK, 2015). Torna-se interessante, deste modo, o
estudo de seus niveis e efeitos em doengas que acometem o ser humano, como as doencgas
neurodegenerativas.

Aqui mostramos pela primeira vez que a SUMOilagao encontra-se desregulada,
assim como proteinas envolvidas com a autofagia, no modelo YAC128 para o estudo da
DH, e que o seu aumento pelo knockdown de SENP3 consegue reverter alguns danos
mitocondriais e déficits cognitivos e motores ocasionados pelas toxinas rotenona e MPTP,
respectivamente, e déficits nas memorias de reconhecimento e espacial causados por
escopolamina. Sendo uma MPT altamente dinamica e reversivel, seu estudo ¢, por vezes,
dificil. Dessa forma, compreender como estdo os niveis das proteinas SUMO nestas
doencas pode auxiliar na compreensdo de sua relagdo com neurotoxicidade. A
manipulacdo de proteinas envolvidas em sua maquinaria torna-se também uma alternativa
viavel e inovadora para controla-la, como mostrado aqui.

Ressaltamos que nossos dados, além de mostrar desregulacdo, apontam para um
papel benéfico desempenhado pela SUMOilagdo. Tais achados possibilitam a formulagao
de estudos que foquem em outras proteinas desreguladas nestas doengas e que sdo alvos

para a SUMOilacao.

8 LIMITACOES

Como principais limitagdes deste estudo, pode-se citar a alta dindmica das
proteinas SUMO, o que muitas vezes impediu sua visualizagdo por imunomarca¢ao nos
experimentos. Ademais, a pandemia de COVID-19 paralisou experimentos desta Tese, e

impediu a realizacdo de outros previamente propostos, por 1 ano.
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9 PERSPECTIVAS

Futuramente, espera-se uma melhor caracterizagdo dos mecanismos pelos quais
a SUMOilacdo desempenha um efeito neuroprotetor nas desordens aqui estudadas.
Destacamos a importancia de realizar o knockdown de SENP3 nos camundongos
YACI128 para observacdo de um possivel reestabelecimento da funcao autofagica.
Estudos que avaliem a cadeia respiratoria mitocondrial, imunomarca¢do nos tecidos
estriatal e hipocampal, bem como niveis de proteinas relacionadas aos processos de

aprendizado e memoria, também sdo necessarios.
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Small ubiquitin-like modifiers, SUMOs, are proteins that are conjugated to target substrates and regulate their
functions in a post-translational modification called SUMOylation. In addition to its physiological roles,
SUMOylation has been implicated in several neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s, Parkinson's, and
Huntington’s diseases (HD). HD is a neurod rative i
mutation in the CAG repeat of the huntingtin (htt) gene, which expresses a mutant Htt protein more susceptible to
aggregation and toxicity. Besides Htt, other SUMO ligases, enzymes, mitochondrial and autophagic components

al dominant disorder caused by a

are also important for the progression of the disease. Here we review the main aspects of Htt SUMOylation and its
role in cellular processes involved in the pathogenesis of HD.

1. Introduction

To allow for their numerous biclogical effects, proteins can be
modified in many ways by processing events known as post-translational
modifications (PTMs) (Ramazi et al., 2020). PTMs can add from simple
chemicals (e.g. phosphate) to complex groups (e.g. carbohydrates) into
proteins, altering their functions, destinations, structures and, thus,
increasing the diversity of the proteome (Conibear, 2020). SUMOylation
is among the top 10 studied PTMs, together with the best-characterized
phosphorylation and ubiquitylation (Ramazi and Zahii, 2021). In
addition to its involvement in cardiovascular diseases (Shetty et al,
2020) and cancer (Iroonen and Vertegaal, 2020), SUMOylation has
been implicated in neurodegenerative diseases (Princz and Tavemar-
akis, 2020). To date, several studies have focused on the role and
functional consequences of SUMOylation in the two most prevalent
neurodegenerative diseases, Alzheimer’s and Parkinson’s diseases
(Guerra De Souza et al., 2016; Marcelli et al., 2018; Martins et al., 2016).
It is important to point out that currently there is no cure for any
neurodegenerative disease and that millions of people worldwide are
affected, making the discovery of new treatments the focus of intense
scientific research. A better understanding of the mechanisms underly-
ing SUMOylation and how to manipulate them can provide novel ther-
apeutic targets for neurodegeneration and have a clinical impact. Thus,
the present review attempts to examine findings from in vitre and in vivo
studies to provide a comprehensive picture of the involvement of

SUMOylation in Huntington's disease (HD).
2. SUMOylation

SUMOylation is the reversible attachment of SUMO (small ubiquitin-
like modifier) proteins to lysine residues in a three-step enzymatic
pathway (Chang and Yeh, 2020). Modification by SUMO may alter
protein localization, stability, and activity, as well as gene expression,
DNA repair, and RNA processing (Chen et al., 2021; Varejao et al.,
2020).

Briefly, the first step in the SUMOylation pathway is the maturation
of SUMO by the family of SUMO-specific proteases, SENPs. Before its
ligation to target substrates, SUMO is activated by the SUMO-activating
enzyme 1 and 2 complexes, SAE1/SAE2, and then conjugated by the
SUMO-conjugating enzyme, Ube9. Once attached, with or without the
participation of E3 protein ligases (e.g Rhes, PIAS, RanBP2, MAPL,
Topors, ZATT), SUMO modifies the target protein and, after that, it is
deconjugated, or deSUMOylated, by the same SENPs (Chang and Yeh,
2020).

Five SUMO isoforms are found in mammalians. SUMO-1 shares ~
50% of its amino acid sequence with both SUMO-2 and SUMO-3 that
differ by only three N-terminal amino acids. As the available antibodies
are unable to distinguish between these two isoforms, they are often
denoted as SUMO-2/3 (Jansen and Vertegaal, 2021). SUMO-1 and
SUMO-2/3 are highly expressed in the brain and are primarily involved
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