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RESUMO

O envelhecimento é uma questdo de preocupacdo mundial e o entendimento dos
eventos celulares decorrentes deste processo apresentam grande importéncia no estudo de
patologias associadas a idade, dentre elas, as doencas neurodegenerativas. Neste contexto, a
presente pesquisa teve como objetivo avaliar o processo autofagico durante o curso de
doencas neurodegenerativas, assim como verificar o papel das chaperonas BAG2 e DNAJB6
sobre a modulacdo da degradacéo de substratos especificos em diferentes modelos celulares.

A andlise das proteinas autofagicas em cultura de células primarias expostas ao
tratamento com rotenona apontou para um cenario de disfuncdo autofagica anterior a
agregacdo proteica em células do hipocampo. A analise de células da linhagem SH-SY5Y
ndo-diferenciadas e diferenciadas com acido retindico e BDNF revelou uma disfungdo na
proteina tau com o tratamento com rotenona, assim como uma perturbacdo nas proteinas
Pink-1 e Parkina, fundamentais no processo de degradacdo mitocondrial.

As co-chaperonas sdo fundamentais na selecdo de substratos e no seu correto
direcionamento para diferentes vias, como para degradacdo. A transfeccdo com a co-
chaperona BAG2 — que transita entre os sistemas proteassomal e lisossomal- levou ao
aumento dos niveis da proteina p62/SQSTML1 na regido do hipocampo e do locus coeruleus, o
que pode indicar um papel desta co-chaperona na modulacdo da degradacdo seletiva de
substratos especificos. Curiosamente, um resultado oposto foi obtido para as células SH-
SY5Y diferenciadas, 0 que aponta para o0 cenario em que a co-chaperona BAG2 apresenta
papéis e funcdes especificos para o tipo celular, substrato proteico e regido cerebral em que
estd sendo expressa. Para testar se esta hipotese também era valida para diferentes substratos,
um teste com a proteina a-sinucleina selvagem (WT) e com a mutacdo de ponto (A53T) foi
realizado. A superexpressdo de BAG2 foi capaz de reduzir os niveis proteicos da proteina o-
sinucleina A53T somente nas células diferenciadas, o que reforca um papel diferencial da
BAG2 em células neuronais. A chaperona DNAJBG6, por sua vez, foi eficiente em diminuir os
niveis proteicos da a-sinucleina marcada com uma arginina na por¢do N-terminal, o que
aponta um papel desta chaperona na via de degradacdo dependente da porcdo N-terminal, que
depende da regido rica em serina/treonina (S/T) da DNAJB6 para o reconhecimento do
substrato.

Descritores: 1. Neurodegeneragédo. 2.BAG2 3. DNAJB6 4. Autofagia 5.Chaperonas
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ABSTRACT

Aging is a worldwide issue and the understanding of the molecular and cellular events
associated to this process are crucial for the study of age-related diseases, such as
neurodegenerative disorders. The aim of this project was to evaluate the autophagy process in
the sporadic neurodegenerative diseases, and also to verify the modulatory aspects of BAG2
and DNAJB6 chaperones upon degradation of specific substrates in different cell models.

Rotenone treatment led to autophagy dysfunction prior protein aggregation in
hippocampal cells. Experiments using SH-SY5Y cells revealed that rotenone treatment caused
tau protein dysfunction associated to a decrease in Pinkl and Parkin protein levels that are
fundamental for mitochondrial degradation.

Chaperones are an essential component of protein quality control systems. Chaperones
act to facilitate protein folding, transport across membranes, remodeling, disaggregation,
refolding and/or degradation of clients. BAG2 transfection increased p52/SQSTML1 protein
levels in cells from hippocampus and locus coeruleus, which may indicate a role of this co-
chaperone to specific substrates degradation, interestingly; an opposite result was achieved
with the SH-SY5Y differentiated cells, suggesting that BAG2 presents different functions
depending on the region, cell type and substrate analyzed. To verify this hypothesis, BAG2
was co-transfected with the a-synuclein (wild-type, and the A53T mutant) in SH-SY5Y cells.
BAG2 overexpression was able to decrease only the A53T protein levels in the differentiated
cells, supporting the different role of BAG2 in neuron-like cells. DNAJB6 chaperone was
efficient in modulating a-synuclein protein levels modified with an arginine in the N-terminus
region of the protein. This specific result points to a role of the DNAJB6 chaperone in the N-
end rule pathway together with the importance of the S/T rich region of the DNAJB6 to the

substrate recognition.

Descriptors: 1. Neurodegeneration. 2. BAG2. 3. DNAIJB6. 4. Autophagy.

5.Chaperones.
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CAPITULO | - INTRODUCAO GERAL E OBJETIVOS

1. INTRODUCAO

1.1. Envelhecimento e doencgas neurodegenerativas

Sabe-se que o envelhecimento € um processo complexo, influenciado por diversos
fatores, que culminam em inimeras modificagdes fisiologicas. No Sistema Nervoso Central
(SNC) ha uma deterioracdo lenta do cérebro, declinio funcional e perda da memaria (Donmez,
2013). Tais variacOes sd@o dependentes de alguns fatores, dentre eles, estilo de vida, doengas e

condicdes sociais e econdmicas (Rommel Almeida Fechine, 2012).

A questdo do envelhecimento é uma preocupacdo mundial que afeta tanto paises
desenvolvidos quanto em desenvolvimento. As Organizagbes Unidas (ONU -

http://www.un.org/en/globalissues/ageing/links.shtml) salientam que o nimero de individuos

com 60 anos ou mais deve alcancar dois bilhdes em 2050. Logo, € impossivel negar que o
envelhecimento, e todo o processo envolvido, s@o de grande importancia para o
desenvolvimento de politicas pablicas para melhor lidar com este fenémeno, assim como para
0 entendimento das modificacdes fisioldgicas e celulares decorrentes da senescéncia e do

desenvolvimento de patologias associadas a idade.

Em poucas palavras, o envelhecimento pode ser visto como uma manifestacdo do
acumulo de danos celulares. Existem nove candidatos utilizados como marcadores
moleculares do envelhecimento: comunicacdo intracelular alterada, instabilidade gendmica,
esgotamento de células-tronco, encurtamento telomérico, alteracfes epigenéticas, senescéncia
celular, disfuncdo mitocondrial, perda da proteostase e distirbios no sensor de nutrientes
(Lopez-Otin et al., 2013).

Inameras modificacdes fisiologicas ocorrem ao longo do envelhecimento.
Especificamente no SNC tem-se uma redu¢do do ndmero de neurdnios, reducdo da
intensidade dos reflexos, restricdo das respostas motoras dentre outras modificacdes (Rommel
Almeida Fechine, 2012), que sdo consideradas normais e acometem todos os individuos,
modificacOes estas que também sdo compartilhadas, em diferentes niveis de gravidade, com
as doengas neurodegenerativas. Uma meta-analise de 47 estudos epidemioldgicos envolvendo

a doenca de Parkinson (PD) entre os anos de 1985 e 2010 demonstrou que a prevaléncia da
1
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doenca aumenta em aproximadamente 10 vezes entre as idades de 50 e 80 anos (Pringsheim et
al., 2014). O envelhecimento é considerado, portanto, um dos fatores de risco associados ao
surgimento de doencas neurodegenerativas. As evidéncias, cada vez mais fortes, mostrando a
relacdo entre o envelhecimento e o0 aumento da susceptibilidade a diferentes doencas originou
o termo denominado “doencas associadas ao envelhecimento”, que abrange inimeras doengas
que apresentam o envelhecimento como um dos principais fatores de risco, como: cancer,
osteoporose, osteoartrite, diabetes, aterosclerose, osteoartrite e doencas neurodegenerativas,
como a Doenca de Parkinson (PD) e Alzheimer (AD) (World Health Organization, 2011), que
serdo abordadas em mais detalhes a seguir.

1.2. Doengas neurodegenerativas e agregacao proteica

Uma variedade enorme de doencas e processos fisiologicos sdo caracterizados pelo
acumulo de proteinas no meio intra ou extracelular (Grune et al., 2004). A oxidacdo de
proteinas resulta em alteracfes nas estruturas terciarias que promovem a agregacgao proteica e
a formacéo de placas. O processo de agregacdo, no entanto, € lento, uma vez que exige um
complexo processo de interacdes intermoleculares (Grune et al., 2004). Ross e Poirier (2004),
afirmam que doencas neurodegenerativas esporadicas, isto €, que ndo apresentam um
componente familiar relacionado e estdo associadas ao envelhecimento, que é acompanhado

por modificacfes oxidativas nas proteinas.

Proteinas funcionais geralmente apresentam estruturas tridimensionais bem definidas.
Problemas na conformacdo proteica, que sd8o mais comuns ao longo do processo de
envelhecimento, podem atuar gerando proteinas aberrantes que sdo propensas a agregacao.
Trzesniewska et al., (2004) afirmam que, durante o envelhecimento, temos a formacao natural
de agregados contendo diferentes tipos de proteinas, como: proteina tau hiperfosforilada

(pTau), emaranhados neurofibrilares, peptideo - amiloide (Ap) e a-sinucleina (a-sin).

A importéncia dos agregados esta intimamente associada com as alteracfes causadas
pela sua presenca no ambiente celular ou tecidual. Os agregados proteicos podem perturbar as
funcdes celulares e servir como sitios para a agregacdo de outras proteinas nao relacionadas
(Squier, 2001). Estas estruturas sdo essencialmente insollveis e metabolicamente instaveis
sob condices fisiologicas normais, logo, os agregados introduzem um novo elemento para o

metabolismo celular (Grune et al., 2004). E consenso que os agregados proteicos sio



caracteristicos de inumeros processos patolégicos, como ocorre nas doencas

neurodegenerativas.

Além da PD e da AD, ja citadas anteriormente, a esclerose lateral amiotrofica (ALS) e
doenca de Huntington (HD) sé&o exemplos de doengcas no SNC que apresentam interagdes
proteicas anormais (Ross and Poirier, 2004). As doencas citadas apresentam depdsitos

proteicos caracteristicos, podendo ser citoplasmaticos, extracelulares ou nucleares.

Evidéncias mais recentes indicam que os efeitos neurotoxicos dos oligbmeros
proteicos sdo mais pronunciados do que aquele atribuido aos agregados, uma vez que 0S
efeitos celulares ndo estdo associados unicamente a presenca de inclusdes insollveis (Haass
and Selkoe, 2007; Sanchez et al., 2003). Oligbmeros solUveis sdo definidos por Haass &
Selkoe (2007), como jungdes de peptideos amiloides que ndo precipitam em fluidos
fisiologicos apos sofrerem centrifugacdo. Os oligbmeros podem unir-se a outras

macromoléculas ou membranas celulares e tornarem-se insoluveis.

A questdo principal € que os oligbmeros sdo capazes de difundir-se até as fendas
sinapticas, 0 que o0s tornam, em teoria, maiores candidatos na inducdo de disfuncGes
sinapticas do que as placas formadas pelos agregados (Haass and Selkoe, 2007). Outro fator
relevante é o de que a neurotoxicidade obtida in vitro € melhor reproduzida pelos oligbmeros
e ndo por polimeros das proteinas com as mutacdes estudadas (Gispert-Sanchez and
Auburger, 2006). Os oligdmeros, no caso, apresentariam um papel principal durante os
eventos iniciais nas doencas neurodegenerativas. Convém ressaltar, no entanto, que a relacéo

causal dos oligbmeros ou dos agregados com estas doengas ainda nao esta bem elucidada.

Na PD ha a morte de neurdnios dopaminérgicos localizados na substancia negra. Em
2018, aproximadamente 10 milhGes de pessoas foram diagnosticadas com a doenga no
mundo, o0 que corresponde a 2% da populacdo acima de 60 anos (Cabello et al., 2002),
ressaltando a importancia desta patologia para o cendrio mundial. Como lesdo celular
caracteristica na PD, temos os corpos de Lewy que contém depdsitos da proteina a-sin e

também pode incluir neurofilamentos e outras proteinas (Ross and Poirier, 2004).

A maioria dos casos de PD é esporadica, isto é, ndo se sabe a origem da doenca, no
entanto, uma fracdo menor dos casos € de origem familiar e implica em susceptibilidade
genética. Entre os casos familiares, mutagdes em diferentes genes podem levar ao mesmo

fendtipo, como mutacgdes no gene da leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2- (Hasegawa and



Kowa, 1997; Zimprich et al., 2004)), parkina (PARK2 — (Matsumine et al., 1997)), a -sin

(gene SNCA), dentre outros (Tabela 1).

Tabela 1: Genes associados com a Doenga de Parkinson. Modificado de (Deng et al., 2018; Klein and

Westenberger, 2012).

Locus Localizacéo Forma de heranca Nome do gene
(OMIM)

PARK1 (168601) 4921-22 Autossdmica SNCA
dominante

PARK2 (600116) 6025.2-027 Autossdmica Parkina
recessiva

PARK3 (602404) 2p13 Autossdmica Né&o conhecido
dominante

PARK4 (605543) 4921-g23 Autossdmica SNCA
dominante

PARKS5 (613643) 4p13 Autossémica UCHL1
dominante

PARKG6 (605909) 1p35-p36 Autossémica PINK1
recessiva

PARK 7 (606324) 1p36 Autossémica DJ-1
recessiva

PARKS (607060) 12q12 Autossémica LRRK2
dominante

PARK9 (606693) 1p36 Autossémica ATP13A2
recessiva

PARK10 (606852) 1p32 Fator de risco N&o conhecido

PARK11 (607688) 2036-27 Autossémica N&o conhecido
dominante

PARK12 (300557) X-021-925 Fator de risco N&o conhecido

PARK13 (610297) 2pl2 Autossdmico HTRA2
dominante ou fator
risco

PARK14 (612593) 22q13.1 Autossémica PLA2G6
recessiva

PARK15 (260300) 22012-913 Autossémica FBX07
recessiva

PARK16 (613164) 1932 Fator de risco N&o conhecido

PARK17 (614203) 16911.2 Autossdmica VPS35
dominante

PARK18 (614251) 3027.1 Autossdmica EIF4G1
dominante

PARK19 (615528) 1p31.3 Autossémica DNAJC6
recessiva

PARK?20 (615530) 21g22.1 Autossémica SYNJ1
recessiva

PARK21 (616361) 20p13 Autossémica TMEM230
dominante

PARK22 (616710) 7pll.2 Autossdmica CHCHD2
dominante

PARK23 (616840) 15022.2 Autossdmica VPS13C
recessiva




A a-sin é uma pequena proteina de 140 aminoacidos, expressa em diferentes tipos
celulares - neuronais e ndo neuronais - envolvida na reciclagem de vesiculas nas sinapses,
sendo fundamentais na ancoragem, trafego e exocitose vesicular na membrana pré-sinaptica
(Emanuele and Chieregatti, 2015) e pertence a familia das proteinas intrinsicamente
desordenadas (IDP- intrinsically-disordered protein family). Membros desta familia estdo
envolvidos em inimeras interagcdes com diferentes proteinas. A a-sin apresenta trés dominios:
a porcdo N-terminal, o componente ndo-amildide (NAC) e a por¢do C-terminal (fundamental
para a prevencdo da agregacao da a-sin) (Figura 1). O dominio NAC consiste numa regido
hidrofdbica e é a por¢do central da proteina responsavel pela agregacéo e toxicidade na forma
mutante da proteina (Emanuele and Chieregatti, 2015). Modifica¢fes p6s-traducionais podem
levar a mudangas na conformacdo proteica, promovendo a oligomerizacdo e formacdo de
filamentos. Fosforilagdo no residuo da serina 129 (Ser129)- pela acdo das quinases caseina 1 e
caseina 2-, por exemplo, pode anular os efeitos inibitorios da regido C-terminal sobre o NAC,
favorecendo a agregacdo proteica (Chen et al., 2015; Ciaccioli et al., 2013). A fosforilagdo
neste residuo esta presente em mais de 90% da a-sin insolivel que compde os corpos de Lewy

e em somente 4% da a-sin normal (Fujiwara et al., 2002).
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Figura 1: Estrutura da proteina a-sinucleina. A porcdo N-terminal (laranja, por¢do anfipética) abrange as
repeticdes KTKEGV, regido na qual as mutacBes missense (destacadas em linhas pontilhadas na figura)
associadas a doenca de Parkinson de origem familiar foram encontradas. O dominio NAC (lilas) é o centro
hidrofébico da molécula e promove a agregacdo proteica. A regido C-terminal (verde) contém um sitio de
fosforilacdo (linha pontilhada vermelha) e o sitio de ligagdo ao calcio. Modificado de: Emanuele e Chieregatti
(2015).

Duplicagdes ou triplicagbes no gene selvagem da proteina o-sin (gene SNCA),
localizado no cromossomo 4q22, também estdo associadas com a doenga, assim como
mutacdes de ponto que aumentam a capacidade de agregacdo da proteina, como as variantes
A30P e A53T (Marmolino et al., 2016; Polymeropoulos et al., 1997). Acimulo da a-sin, tanto



em neurbnios como em células da glia, precedem a neurodegeneragdo dos neur6nios

dopaminérgicos localizados na substancia negra (Melo et al., 2018).

Inimeros processos celulares sdo alterados devido a presenca de fibrilas de a-sin, o
que gera toxicidade neuronal e, consequentemente, morte celular. Dentre estes processos tém-
se a reducdo da quantidade de vesiculas pré-sindpticas (Cheng et al., 2011); disfuncdo
mitocondrial (Elkon et al., 2002); aumento nos niveis intracelulares das espécies reativas de
oxigénio (Junn and Mouradian, 2002); formacéo de poros na membrana (Volles et al., 2001) e
inibicdo do sistema ubiquitina proteassomo (UPS) (Emmanouilidou et al., 2010), descrito

mais adiante.

A AD, por sua vez, € uma desordem neurodegenerativa caracterizada, de forma geral,
pela perda neuronal e o acumulo intraneuronal de materiais fibrilares (Buée et al., 2000),
sendo a doenca neurodegenerativa de maior incidéncia mundial. Esta doenca pode ser de
origem familiar (5% dos casos) ou esporadica. A versao esporadica esta associada a idade e
pode ser caracterizada, clinicamente, pela perda progressiva da memdria e das capacidades
cognitivas e fisicas e, patologicamente, pela perda dos neurdnios localizados na regido do

hipocampo (Grune et al., 2004).

A AD é marcada por dois tipos de agregados proteicos: formados por peptideos AP
(geralmente agregados extracelulares) e os emaranhados neurofibrilares (agregados

intracelulares), formados pela proteina pTau (Garcia-Arencibia et al., 2010).

Ross & Poirier (2004) salientam que alguns processos influenciam na formacdo dos
agregados na doenca de Alzheimer, dentre elas o aumento da fosforilacdo esta relacionada a
doenca, uma vez que a maior por¢do dos emaranhados neurofibrilares consiste na proteina tau

hiperfosforilada.

A proteina tau faz parte da familia de proteinas associadas ao microtabulo (MAPS) e
possui 6 isoformas, devido ao splicing alternativo (Buée et al., 2000), transcritas a partir de
um anico gene (MAPT- microtuble-associated protein Tau gene) localizado no cromossomo
17921 (Poorkaj et al., 1998) humano. Cada isoforma contém um dominio de projecdo
(contendo insercdes acidas, chamada de N); regides ricas em prolina e o dominio de ligacéo
ao microttbulo (MBD), composto de 3 ou 4 repeticdes localizados na por¢do C-terminal
(Nizynski et al., 2017) (Figura 2).
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Figura 2: Localizacdo cromossdmica e estrutura da proteina associada ao microtublo Tau. O gene que
codifica para a proteina tau esta localizado no cromossomo 17g21. Os éxons 2, 3 e 10 podem sofrer splicing
alternativo, originando seis isoformas da proteina tau. Modificado de: Simi¢ et al.,(2016).

A proteina tau em seu estado normal é fundamental no transporte intracelular neuronal
(De Vos et al., 2008) pois se liga aos microtubulos atraves de regides repetitivas na cauda C-
terminal, agindo como promotores da polimerizacdo da tubulina in vitro (Buée et al., 2000).
Essas fungdes fisiologicas sdo reguladas por inimeras modificagdes pds-traducionais - que
incluem: fosforilacdo, clivagem proteolitica, acetilacdo, glicosilacdo, prolil-isomerizacao,
SUMOilagéo. ubiquitinacdo, metilacdo, glicacdo e nitracdo - que também afetam seu estado

conformacional (Nizynski et al., 2017).

Sabe-se que a fosforilacdo e a desfosforilagdo sdo fundamentais para a modulacéo da
proteina tau com os microtubulos (Figura 3). A tau em seu estado hiperfosforilado, no entato,
€ 0 componente principal nos emaranhados neurofibrilares presentes nos pacientes com AD
(Buée et al., 2000). Neste estado hiperfosforilado, a tau dissocia-se dos microtibulos o que
desestabiliza o transporte intracelular. As quinases MAP-kinase, GSK-3p e Cdk5 sdo as
principais quinases envolvidas na fosforilacdo da tau (Mokhtar et al., 2013). Curiosamente,
até o momento, ndo foi encontrado uma mutacdo descrita no gene MAPT envolvido
diretamente na AD (Nizynski et al., 2017). Além disso, sabe-se que outras mutacdes neste
gene estdo associadas a um grupo de desordens neurodegenerativas, denominadas de
tauopatias, que sdo histologicamente definidas por depdsitos intracelulares de proteina pTau
em células neuronais e da glia (Frost et al., 2015), logo, mutacdes no gene MAPT sao

suficientes para gerarem quadros de perda neuronal.
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Figura 3: Fosforilagédo da proteina tau é fundamental para a estabilizagdo dos microttbulos. A proteina tau
no seu estado hiperfosforilado causa despolarizacdo dos microtibulos e a formacao de oligbmeros proteicos no
citoplasma, que podem agregar e formar os emaranhados neurofibrilares. Extraido e modificado de: Mokhtar et.
al. (2013).

A clivagem proteolitica também esta envolvida no processo, mas agora na formagéo
de placas B-amiloides. Essas placas senis extracelulares sdo compostas por proteina AB
agregadas em cadeias B e sdo formadas pela clivagem sequencial na proteina transmembrana
APP (proteina precursora amiloide) por acdo das enzimas B-secretase com a y ou a e-secretase
(Ross and Poirier, 2004) (Figura 4). A proteina APP, em condicdes fisiologicas normais, é
uma proteina presente na superficie celular, envolvida no elongamento axonal, migragédo
celular e transducéo de sinal (Mokhtar et al., 2013). A proteina precursora somente é efetiva
quando € clivada pelas enzimas citadas anteriormente, originando diferentes fragmentos,
dentre eles, dois fragmentos AP1-40 e AP1-42, que sdo liberados no meio extracelular
(Mokhtar et al., 2013) (Figura 4).
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O acumulo dos oligbmeros deste peptideo causa toxicidade na regido sinaptica, gera
disturbios neuronais que prejudicam a formacdo da memoria em diferentes regiGes cerebrais
(hipocampo, cortex entorrinal, dentre outras) e danifica os espinhos dendriticos (Mokhtar et
al., 2013). A agregacdo dos peptideos AP esta associada a sua sequéncia C-terminal, levando
a formacdo de fibrilas estaveis e altamente ordenadas (Koo et al., 1999). Placas amildides
podem ser definidas, portanto, como depoésitos extracelulares de filamentos que séo
microscopicamente visiveis em varios 6rgdos em inumeras doengas humanas (Haass and
Selkoe, 2007). AcUmulo destes peptideos, principalmente Ap1-42, resulta no
desenvolvimento precoce da AD de origem familiar.

Ha duas hipoteses para explicar os eventos celulares decorrentes do acumulo do
peptideo AP e da proteina tau hiperfosforilada. Segundo a hipotese amildide, o acimulo e a
agregacao dos peptideos AP hidrofobicos levam ao desencadeamento de uma cascata de
alteracdes sinapticas, ativacdo de astrocitos dentre outros, que modificam a solubilidade da
proteina tau em oligbmeros e, posteriormente, em filamentos helicoidais insoliveis, com
disfuncdo neuronal progressiva com deficiéncia e perda cognitiva associada. Essa hipotese
estd baseada na premissa de que a patologia da tau é um resultado da agregacéo do peptideo
B-amildide (Nizynski et al., 2017). Uma forte critica a esta hipotese reside no fato de que nem
sempre 0s agregados de B-amildide (as placas neurais) estdo associados a toxicidade podendo
ser uma resposta de protecédo celular. A correlacdo entre densidade de depositos de B-amiloide
em cérebros posmortem de pacientes com AD apresenta baixa correlacdo com a severidade
clinica apresentada pelos pacientes em vida. O mesmo quadro pode ser analisado na PD em
que a correlacdo existente entre a presenca do corpo de Lewy e a morte celular na regido da
substancia negra também é baixa (Ross and Poirier, 2004). Outra hipétese € aquela que trata
da disfuncdo da tau como independente das modificacBes do peptideo AP, a despeito dos

mecanismos envolvidos serem paralelos (Small and Duff, 2008).

Apesar de ndo existir um consenso entre as hipdteses ou uma relacdo de causa e efeito
que explique os problemas proteicos gerados nas doencas neurodegenerativas, uma afirmacéo
é recorrente: problemas no sistema de qualidade proteico estdo presentes em todas as doencas

citadas até o momento, e serdo abordados a seguir.



1.3. O Sistema de controle de qualidade proteico e as doencas neurodegenerativas

A funcdo das proteinas depende do seu dobramento correto e da sua estrutura
tridimensional. O sistema de controle de qualidade proteica (Protein quality control- PQC)
corresponde a um conjunto de fatores e vias que atuam garantindo que novas proteinas recem-
sintetizadas atinjam uma conformacdo funcional correta, além de atuarem na prevencdo e
resgate de proteinas defeituosas. Proteinas danosas apresentam dois possiveis destinos: reparo
enzimatico de amino&cidos selecionados ou degradacdo proteica através das vias de

degradacéo celular (Squier, 2001).

As células eucarioticas estdo divididas em diferentes compartimentos intracelulares,
que podem apresentar chaperonas especificas que se ligam a regifes nao-enoveladas das
proteinas (de forma concomitante a traducdo ou pdés-traducionalmente) podendo exercer
diferentes fungdes tais como: auxilio na conformacéo, prevencao de agregacdo, ou facilitacéo
da importacdo proteica para diferentes organelas (Pilla et al., 2017). A grande maioria das
chaperonas é conhecida como heat shock proteins (HSPs), podendo apresentar diferentes
pesos moleculares (HSP40, HSP60, HSP70, dentre outras), e serdo abordadas ao longo deste

capitulo.

A prevencdo do acumulo de proteinas ndo-funcionais esta associada a sistemas
proteoliticos intracelulares altamente regulados (Grune et al., 2004), uma vez que o acumulo
de proteinas danosas representa uma ameaca para a funcionalidade celular e,
consequentemente, o organismo como um todo. H& dois mecanismos de degradacdo de
componentes celulares amplamente estudados: a via ubiquitina—proteassomo e a via da

autofagia (Figura 5).
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Figura 5: Respostas celulares a presenca de proteinas danificadas. A presenca de proteinas mal enoveladas
no ambiente intracelular gera inUmeras respostas, com ativacdo de diferentes vias, para a neutralizacdo destes
agentes toxicos. A resposta mais imediata é a diminuicdo da sintese proteica para diminuir a quantidade de novos
clientes para as chaperonas gerando, em decorréncia, uma maior disponibilidade de chaperonas no ambiente (1).
O aumento da expressdo de genes que codificam chaperonas é uma das respostas a nivel transcricional para o
estresse gerado pelas proteinas mal enoveladas (2). O estresse gerado leva ao aumento na ubiquitinacdo e de
proteassomos, aumentando a degradacdo proteassomal (3). A autofagia é aumentada, para degradar complexos
moleculares maiores e organelas (4). Extraido e modificado de Pilla et al. (2017).

A autofagia e 0 UPS estdo envolvidos na degradacdo de quase todo o excedente de
componentes celulares, estejam estes danificados ou disfuncionais, logo, os dois processos
permitem reciclar material e energia sendo, portanto, fundamentais para a manutencao da
homeostase (Korolchuk et al., 2010).

Segundo Grune et al., (2004), as proteinas que adentram na célula, assim como
inimeras proteinas intracelulares sdo degradadas no interior dos lisossomos, no entanto,

proteinas nucleares e citoplasmaticas sollveis sdo degradadas pelo sistema proteossomal.

O proteassomo € responsavel pela degradacdo de varias proteinas de vida curta,
soluveis ou mal-enoveladas. Essa degradacdo geralmente é reconhecida por um sinal de
poliubiquitinacdo, que atua gerando sinais, chamados de degrons (Ji and Kwon, 2017). A
ubiquitina, uma proteina pequena de 76 aminoacidos, é o modificador de proteinas envolvido
no processo. Atualmente, sabe-se que as cadeias de poliubiquitina ligadas aos residuos de

lisina na posigdo 48 (K48) atuam como sinais para degradacdo proteassomal e que, quando
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associados a lisina na posicao 63 (K63), sdo reconhecidos como sinal para degradacao da via

autofagica (Ji and Kwon, 2017).

O proteassomo é formado por um cerne catalitico denominado 20S e mais dois
componentes regulatérios, denominados de 19S, que reconhecem as cadeias de ubiquitina,
(Grune et al., 2004) e compreende uma estrutura de barril formada por 47 subunidades. A
combinacdo do cerne com os dois componentes cataliticos formam o complexo 26S do

proteassomo onde ocorre a protedlise estimulada por ATP e ubiquitina (Grune et al., 2004).

Como citado anteriormente, a degradacdo proteica via proteassomo € altamente
regulada e o processo de poliubiquitinacdo é sintetizado por uma cascata de 3 enzimas: E1
(enzima ativadora), E2 (enzima conjugadora) e E3 (ligase de ubiquitina), e representa 0 maior
sinal de reconhecimento do substrato pelo proteassomo (Hershko e Ciechanover, 1998). A
enzima E3 é responsavel pelo reconhecimento do substrato e, consequentemente, apresenta
inimeras fungdes no sistema de controle de qualidade proteica em diferentes compartimentos
celulares. Ao final do processo, o proteassomo libera fragmentos contendo de 3 a 25
aminoacidos no citosol, que posteriormente serdo lisados em aminoacidos Unicos por

peptidades especificas (Feleciano et al., 2019).

Alguns estudos propdem a diminuicdo da atividade proteassomal ao longo do
envelhecimento como ponto crucial para o desenvolvimento de indmeras doencas,
especialmente as doencas neurodegenerativas (Dahlmann, 2007; Vilchez et al.,, 2014).
Problemas na atividade proteassomal geram distdrbios nas vias de crescimento celular,

apoptose, imunidade, dentre outros fatores (Figura 6).
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Figura 6: Consequéncias celulares da inibi¢cdo do proteassomo. A inibicdo da atividade do proteassomo afeta
inimeros processos celulares, como progressdo do ciclo celular e sobrevivéncia da célula. Uma das
consequéncias desta inibicdo € o acimulo de proteinas mal enoveladas e a sua consequente agregacdo que gera
diminuicdo na disponibilidade de aminoécidos essenciais e da ubiquitina, toxicidade para diversas organelas e
desestabilizacdo da atividade do préprio proteassomo. O aumento da autofagia, inibicdo da traducéo e ativacéo
da capacidade de refolding proteico sdo algumas das estratégias celulares para combater os agregados proteicos.
Extraido e modificado de: Dikic (2017).

A autofagia, por sua vez, é um sistema catabdlico intracelular no qual componentes do
citoplasma sdo enviados para a degradacdo nos lisossomos (Garcia-Arencibia et al., 2010)
sendo bem conservada no aspecto evolutivo (Eskelinen and Saftig, 2009). A autofagia pode
ser dividida em trés tipos: microautofagia — que consiste no englobamento de porc6es do
citoplasma por meio da invaginacdo da membrana do proprio lisossomo -, autofagia mediada
por chaperonas — envolve o transporte seletivo de proteinas por acdo das chaperonas — e a
macroautofagia —, que envolve a formacdo de uma vesicula dupla-membrana denominada
autofagossomo, que se funde ao lisossomo, levando a degradacdo celular dos componentes
aprisionados no interior da vesicula (Garcia-Arencibia et al., 2010). Sabe-se que a
macroautofagia (utilizada, a partir deste momento, como sinénimo de autofagia) € restrita ao
citoplasma e é capaz de degradar proteinas sollveis de conformacdo errada, complexos
proteicos, oligbmeros e agregados (Korolchuk et al., 2010). A autofagia é ativada de acordo
com indmeros estimulos e condigdes de estresse. Diminuicdo da disponibilidade de
aminoacidos, de fatores de crescimento, hipoxia, exposi¢do a diferentes substancias quimicas
e toxinas sdo alguns dos sinais de estresse que ativam a autofagia (Kocaturk and Gozuacik,
2018).
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Existem diferentes vias de sinalizagdo para a autofagia, dentre elas, temos a via
dependente de m-TOR (mamalian target of rapamicina, composto pelos complexos proteicos
mMTORC1 e mTORC2) que coordena processos anabdlicos e catab6licos no ambiente
intracelular (Kocaturk and Gozuacik, 2018) (Figura 7). Garcia-Arencibia et al., (2010),
salientam que o m-TOR é um regulador negativo para a autofagia e trata-se de um sensor do
status energético da célula, que leva em consideracdo a presenca de fatores de crescimento,
disponibilidade de nutrientes e quantidade de energia disponivel. Condi¢des favoraveis para o
desenvolvimento celular ativam o sensor que acaba por inibir o processo autofagico (Garcia et
al., 2010), através da inibicdo do complexo ULK1/2 (Kocaturk and Gozuacik, 2018). No
entanto, condicOes desfavoraveis, ou tratamento com rapamicina, levam a inibicdo de m-TOR

e a consequente ativacdo da autofagia.

A autofagia apresenta uma importancia extrema na homeostase neuronal, uma vez que
pode ser vista como “um processo constitutivo em células como os neurdnios” que sao
sensiveis as modificacdes do meio, logo, distarbios entre sintese proteica e degradagdo de
proteinas parecem ser importante no desencadeamento das doencas neurodegenerativas
(Garcia-Arencibia et al., 2010; Grune et al., 2004). Jung et al., (2010) salientam que a
inducdo da autofagia € uma das respostas iniciais — juntamente com a inibicdo do crescimento
-, utilizada para otimizar o uso dos recursos limitados de energia e contribui para a

sobrevivéncia durante condicGes desfavoraveis de crescimento.

A maquinaria autofagica é codificada por inimeros genes, chamados de genes Atg
(genes relacionados a autofagia) (Garcia-Arencibia et al., 2010). Ao menos 25 genes estdo
especificamente envolvidos na autofagia e outros 30 sdo requeridos no processo e envolvidos
em outras vias metabolicas (Garcia-Arencibia et al., 2010). A Beclina-1 (BECN-1), uma das
proteinas analisadas ao longo desta dissertacdo, é tida como a provavel contribuinte para a
deficiéncia da autofagia associada a doenca de Alzheimer (Garcia-Arencibia et al., 2010),
devido a diminuicdo nos niveis de expressdo de proteinas e de RNAm (Jaeger and Wyss-
Coray, 2010). Esta proteina € homologa a Atg6 expressa em leveduras e atua na via de
sinalizacdo e no inicio do desenvolvimento dos autofagossomos (Eskelinen and Saftig, 2009)
(Figura 7). A Beclina-1 forma um complexo com a PI3-kinase (juntamente com outras
proteinas e enzimas, como a VPS34, uma quinase lipidica) (Kocaturk and Gozuacik, 2018) e
esta associada ao recrutamento de membrana para a formacao do fagofaro que ird dar origem
ao autofagossomo (Eskelinen and Saftig, 2009). Estudos demonstram que a deficiéncia desta

proteina em camundongos transgénicos diminui a autofagia neuronal e resulta em
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neurodegeneracdo (Pickford et al., 2008). O elongamento da membrana isolada, por sua vez,
depende de dois sistemas de conjugacdo semelhantes a ubiquitina; inicialmente, a proteina
Atgl12 é convalentemente conjugada a Atg5 pela acdo das proteinas Atg7 (semelhante a E1) e
a Atg10 (semelhante a E2) (Kocaturk and Gozuacik, 2018) (Figura 7).
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Figura 7: A via autofagica. A autofagia pode ser induzida de forma dependente de mTOR seja por inativagdo
indireta pela AMPK ou pela diminui¢do da atividade do PISK/AKT. O processo independente de mTOR pode
levar a inducdo autofagica por dano no DNA e pode ser inibida pela associagdo entre Beclina-1 e Bcl-2 e por
altos niveis intracelulares de NO, IP; e calcio. Apds a indugdo autofagica, seguem-se as etapas de nucleacédo da
membrana; de elongacdo e fechamento da vesicula; estigio de fusdo entre o autofagossomo e o lisossomo.
Extraido e modificado de: Gros e Muller, (2014)

A proteina LC3, homdloga a Atg 8 nas leveduras e fundamental para o entendimento
do processo autofagico, auxilia na formagdo dos autofagossomos e € apresentada em duas
formas: a LC3I, soluvel, formada & partir da clivagem da LC3 pela acdo da Atg4, é a fragdo
citosolica da referida proteina, posteriormente, a LC3l pode ser conjugada a um fosfolipidio
(PE), dando origem a LC3lII, que é a fracdo lipidica da proteina e atua como um marcador
especifico de membrana do autofagossomo, estando presente desde o inicio da sua formagédo
até a sua degradacdo (Eskelinen and Saftig, 2009) logo, a expressdo de LC3Il pode ser
utilizada para estimar a abundancia de autofagossosmos antes de estes serem degradados

pelas hidrolases lisossomais (Figura 7). Este processo de conjugacdo das moléculas lipidicas a
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LC3 ocorre por agdo dos oligdmeros do grande complexo formados pelas proteinas Atg12-5-
6-16L1, que atuam como ligases E3, o segundo sistema de conjugacdo semelhante a
ubiquitina no processo de formagdo do autofagossomo (Mizushima et al., 2010; Shpilka et al.,
2011; Tsuboyama et al., 2016).

Por fim, o autofagossomo se fusiona com endossomo tardio ou com o lisossomo, para
que o contetdo do interior vesicular possa ser degradado (Figura 7). Em células de
mamiferos, esta fusdo é dependente da proteina integral da membrana do lisossomo, LAMP-2,
de diversas proteinas SNARES e proteinas Rab (Jager et al., 2004; Tanaka et al., 2000). Como
citado anteriormente, a autofagia também pode atuar como um processo seletivo dentro do
ambiente celular. Essa seletividade ocorre por meio de receptores especificos para a autofagia
que formam uma ponte entre a carga ubiquitinada e o0 componente LC3 presente na membrana
do autofagossomo. Dentre os inimeros receptores envolvidos no processo, tém-se a proteina

p62/SQSMT1 que reconhece agregados intracelulares ubiquitinados.

Estudos demonstram uma resisténcia dos neurdnios presentes no SNC, logo, pode-se
concluir que, ao longo da evolucéo, estas celulas desencadearam mecanismos especificos para
regular as vias de degradacdo celular, em especial, a autofagia (Yue, 2007). A desregulacéo

autofagica pode levar a ativacao da via apoptotica (Kocaturk and Gozuacik, 2018).

Yue (2007), ressalta que a atividade autofidgica neuronal pode ser alterada em
condicBes patogénicas, o que se reflete no acumulo de autofagossomos em doencas
neurodegenerativas. Os axdnios sdao compartimentos neuronais altamente especializados que
realizam funcdes longe do corpo celular. Para Yue (2007) quadros de distrofia axonal levam
ao acumulo de autofagossomos que podem ser um indicio da biogénese destas vesiculas no
proprio axonio. Para Pickford et al., (2008), a eliminacdo da autofagia neuronal basal é
suficiente para causar neurodegeneracdo na auséncia de outros insultos. Frake et al., (2015)
afirma ainda que a perda da homeostasia axonal, que é um resultado da autofagia, resulta em

distrofia axonal.

Proteinas soltveis com problemas conformacionais sdo reconhecidas pela maquinaria
de chaperonas, como as HSPs (ja citadas anteriormente), e sdo direcionadas para a degradacao
via proteassomo. As Hsp60, Hsp70, Hsp40, Hspl100, Hspl10, sdo algumas das chaperonas
pertencentes ao grupo das HSPs que atuam no controle de qualidade proteico. As chaperonas
atuam facilitando o dobramento correto das proteinas, no entanto, a estrutura funcional
proteica nem sempre € alcancada, neste cenério de mal enovelamento proteico, as chaperonas
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podem atuar facilitando a degradacdo, seja por prevenir a agregacdo ou facilitando o
transporte das proteinas alvos para os sistemas de degradacdo proteoliticos ja& comentados
neste capitulo (Kampinga and Craig, 2010).

A Hsp70 atua em inlmeros processos bioldgicos, apesar de apresentar uma sequéncia
altamente conservada entre os diferentes grupos evolutivos. Uma caracteristica bioquimica
das Hsp70 é o ciclo de ligacdo e soltura da molécula alvo (um processo ATP-dependente)
combinado com o reconhecimento do substrato (Kampinga and Craig, 2010). Essa
especificidade no reconhecimento proteico pode ser explicada pelo fato de que a Hsp70 nao
atua sozinha, necessitando da acdo das proteinas DNAJs (ou Hsp40s) e, quase sempre, das
NEFs (fatores de troca de nucleotideos) como parceiros, para realizar sua fungédo biologica,

constituindo a maquinaria da Hsp70.

O modelo candnico para a maquinaria da Hsp70 postula o reconhecimento e entrega
do substrato para a Hsp70 por intermedio das proteinas DNAJs e o desligamento pelas NEFs
(Figura 8). Em humanos, tém-se 11 Hsp70, 13 NEFs e 41 proteinas DNAJ, 0 que sugere —
devido a grande diversidade entre a sequéncia desta ultima classe de co-chaperonas — que elas

sejam fundamentais no reconhecimento do substrato pela maquinaria da Hsp70.
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Figura 8: Modelo candnico da maquinaria da HSP70. As proteinas J ligam-se ao substrato por intermédio do
dominio de ligacdo ao peptideo (1) e interage com o dominio ATPase da HSP70 através do dominio J (2). O
substrato interage com o sitio de ligagdo da HSP70 de forma transiente, o que gera a hidrélise de ATP, gerando
uma mudanga conformacional na HSP70 que estabiliza a interacdo entre as moléculas, e a proteina J deixa o
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complexo (3). O fator de troca de nucleotideos (NEF), que apresenta uma maior afinidade pela HSP70-ADP,
liga-se a HSP70 (4). Durante este processo, 0 ADO dissocia-se do dominio de ligacdo do ATP (5), e uma nova
molécula de ATP liga-se @ HSP70 (6). O substrato entdo é liberado (7). Extraido e modificado de: Kampinga e
Craig (2010).

O dominio J é uma regido altamente conservada de aproximadamente 70kDa que
define uma proteina DNAJ, no qual, residuos expostos deste dominio formam uma superficie
de interacdo com a Hsp70 (Greene et al., 1998; Jiang et al., 2007). Outra regido fundamental é
0 motivo HPD (regido conservada contendo His, Pro e Asp) que estimula a atividade de
ATPase da Hsp70. As proteinas DNAJ séo classificadas em trés classes — I, Il e lllou A, B e
C, respectivamente. Além de facilitar o folding proteico, inUmeras proteinas J apresentam
outras funcbes, mais especificas, como prevencdo da agregacdo ou direcionamento do
substrato para vias especificas de degradacdo. A DNAJB6 e a DNAJB8 sdo exemplos de
proteinas DNAJs que apresentam potentes efeitos inibitorios na agregacdo e na toxicidade
associada a proteinas contendo repeticdes de glutamina (as proteinas poliQ) (Hageman et al.,
2011; Kazemi-Esfarjani and Benzer, 2000; Mansson et al., 2014). Mais recentemente
mostrou-se um papel importante da proteina DNAJB6 e DNAJB2 sobre um cenario de
agregacao proteica da proteina a-sinucleina, que serd abordado com mais detalhes no capitulo
3 (Aprile et al., 2017).

A familia das NEFs consiste nas proteinas Hspl10, HSPB1/BAP e a familia das
proteinas BAG (Bcl-associated anthogene), composta por 6 membros e constitui o grupo de
NEFs que apresenta a maior diversidade entre as sequencias dentre seus membros. O dominio
BAG, presente na regido C-terminal, € o que caracteriza as proteinas BAG, e € a regido que
interage diretamente com o dominio da ATPase da chaperona Hsp70 (Brive et al., 2001,
Kabbage and Dickman, 2008; Xu et al., 2008). As proteinas dessa familia sdo regularmente

associadas com as vias de degradacéo ja citadas.

Dentre as proteinas BAG, a BAG2, é que apresenta menos elucidacdo quanto as suas
funcbes. Apesar de apresentar semelhancas moleculares e funcionais com os outros membros
da familia, apresenta alguns aspectos unicos, como o seu dominio BAG, que apresenta poucos
niveis de homologia com outros dominios BAG, além de apresentar outros dominios na

regido N-terminal que permitem a sua ligagdo com outros substratos (Qin et al., 2016).

Carrettiero et al., (2009)demonstrou que a BAG2 direciona a proteina pTau para a
degradacgéo, via proteassomo, de forma independente de ubiquitina, em um modelo para a
AD. Também foi postulado, em outro trabalho, que a proteina BAG2 apresenta um papel

importante na mitofagia, uma vez que reconhece diferentes sitios de fosforilacdo da proteina
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Pink-1, direcionando para a sua degradacdo (Che et al., 2013). A figura 9 sumariza as

interacdes conhecidas para a co-chaperona BAG-2.

HSP70-ATP-substrato
Baixa afinidade
+
BAGY —) ATPase
HSP70-ADP-substrato
Alta afinidade
Ub-E2
CHIP |
BAG2
(+) (+)
Proteassomo
Refolding
Ubiquitinagao do Degradacao
substrato independente de
Ub
Degradacao via
UPS

Figura 9: A co-chaperona BAG2 e suas interac@es proteicas. BAG2 acelera a dissociacdo do ADP da Hsp70
e promove o refolding do substrato (de forma dependente de Hsp70). BAG-2 também atua inibindo a ligase de
ubiquitina CHIP (E3), inibindo, portanto, a ubiqutinacdo dependente de CHIP. BAG2 inibe a ubiquitinagéo da
proteina tau, desviando a tau hiperfosforilada para degradagéo via proteassomo de forma independente de Ub.
(+)- ativacdo. Ub — ubiqutina. Modificado de: Quin et al (2016).

Com o foco na hipdtese de que a formacdo de agregados proteicos é posterior a
disfuncdo celular, com base em trabalhos anteriores do nosso grupo que demonstraram
modificacdes na expressdo de proteinas antes e durante a formacdo de agregados e de que a
co-chaperona BAG2 atua na degradacdo da proteina tau hiperfosforilada (com base no
trabalho do nosso colaborador, prof. Dr. Daniel Carrettiero), juntamente com indagacGes
sobre o papel das proteinas J, em especial a proteina DNAJB6 na prevencdo da agregacao
proteica da proteina a-Sin, que este estudo foi elaborado.

Assim, a presente pesquisa propde investigar o papel dos agregados proteicos no
desencadeamento dos eventos celulares associadas a neurodegeneragao, assim como a acao da
proteinas BAG2 e DNAJB6 neste processo, utilizando-se de modelos celulares organizados

da seguinte maneira:

Inicialmente foi utilizada exposicéo a rotenona como modelo de neurodegeneracdo em

cultura priméria de neurdnios e glia, capaz de induzir a formagdo de agregados proteicos em
19



diferentes areas cerebrais, para analisar se ha modificacdo na resposta autofagica antes ou
durante a agregacao proteica, permitindo também a comparacao das respostas geradas entre as
diferentes areas. Posteriormente analisamos o papel da proteina BAG2 na autofagia, 0 que nao
foi descrito na literatura até o presente momento. Ainda neste capitulo, anélises semelhates
foram realizadas em modelo de células da linhagem SH-SY5Y ndo-diferenciadas e
diferenciadas, com o intuito de se detectar o papel da co-chaperona em diferentes tipos
celulares. Estas andlises foram realizadas na Universidade de Sao Paulo (USP) — sob a
orientacdo da Professora Dra. Merari de Fatima Ramires Ferrari e co-orientacdo do Professor
Dr. Daniel Carneiro Carrettiero, da Universidade Federal do ABC.

No proximo capitulo foram utilizadas células das linhagens HEK293T e SH-SY5Y
com transfeccdo transiente da proteina a-sin selvagem e mutada (A53T) e co-transfeccdo de
inimeras proteinas DNAJ, com foco na proteina DNAJB6, com o objetivo de analisar o papel
destas proteinas no aumento da degradacéo da o-sin. Neste capitulo, também foi abordado o
papel da DNAJB6 na via N-end rule com a utilizacdo de um substrato da nossa proteina de
interesse com uma mutacao na por¢do N-terminal, gerando evidéncias interessantes e inéditas
na literatura sobre o papel da DNJB6 nesta via especifica de degradacao celular, sendo estas
analises realizadas na University Medical Centre Groningen UMCG, Holanda — sob

orientacdo do Professor Dr. Harm H. Kampinga.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Estabelecer um panorama mais completo no que se refere ao contexto biocelular, com
foco nos sistemas de degradacdo proteica, que envolve o desenvolvimento de doencas

neurodegenerativas e o papel das chaperonas BAG2 e DNAJB6 neste processo.

2.2. Objetivos Especificos

Inicialmente foi utilizado um modelo celular de neurodegeneracgdo esporadica, no qual
foram analisados momentos anteriores a formacao de inclusdes intracelulares no hipocampo,

substancia negra e locus coeruleus, assim como a linhagem celular SH-SY5Y, com relagéo a:

1. Expressdo das proteinas associadas a ativacdo da autofagia e maturacdo dos
autofagossomos, como: Beclina-1, LC3 e p62.
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2. Analise do fluxo autofagico.

3. Anaélise das proteinas associadas a mitofagia: Pink-1 e parkina em células da linhagem
SH-SY5Y.

4. Papel da BAG2 sobre o fluxo autofagico e expressao das proteinas elencadas em 1 em
células de cultura primaria e da linhagem células SH-SY5Y.

Em um segundo momento foram utilizadas as linhagens celulares HEK293T e SH-SY5Y
com o intuito de avaliar o papel das proteinas DNAJs, principalmente do membro DNAJBS,
em modular a solubilidade e os niveis proteicos a-sin selvagem (WT) e com a mutacdo de
ponto A53T. As proteinas J foram avaliadas quanto a sua eficiéncia em modular os niveis
soluveis da a-sin, e se essas atividades estavam associadas com as vias UPS e autofagicas
para degradacdo. Mais especificamente foram analisados:

1. O efeito da DNAJB6 na solubilidade da a-sin (WT e A53T).

2. A associagdo entre os niveis proteicos da a-Sin e a co-expressao de outras proteinas

DNAUJs, como a DNAJB1 e DNAJB2.
3. O papel do proteassomo e da autofagia na modulacdo mediada pela DNAJB6 nos

niveis proteicos e/ou solubilidade da a-sin.
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CAPITULO Il - ANALISE DO PAPEL DA CO-CHAPERONA BAG2 SOBRE A

AUTOFAGIA E A MITOFAGIA EM MODELO DE AGREGACAO PROTEICA
INDUZIDA POR ROTENONA

1. INTRODUCAO

O presente estudo utilizou o pesticida rotenona para a indugdo de agregados proteicos em
modelo de cultura priméaria de areas do cérebro de ratos neonatos Lewis e em células da
linhagem SH-SY5Y. A utilizagdo da rotenona como modelo para a indugdo de agregados in
vivo (Hdoglinger et al., 2005; Sherer et al., 2003), tendo sido comprovada a sua eficacia em
gerar agregados proteicos in vitro em cultura primaria de hipocampo, locus coeruleus e
substancia negra pelo nosso grupo (Chaves et al., 2010) e pelo grupo de Hongo et al., (2012)
em células da linhagem SH-SY5Y.

A rotenona é um pesticida natural que apresenta a capacidade de inibir o NADH na cadeia
respiratoria mitocondrial, gerando um quadro de estresse oxidativo (Chaves et al., 2010).
Inibidores do complexo mitocondrial I, como a rotenona e 0 MPP+ induzem a perda de
neurdnios dopaminergicos em diferentes modelos experimentais (Sheehan et al., 1997; Sherer
et al.,, 2002). Diferentes concentracdes da referida substancia apresentam a capacidade de
levar a diferentes niveis de agregacao proteica em cultura de células primarias de hipocampo,

locus coeruleus e substancia negra.

O nosso grupo identificou a presenca de agregados proteicos contendo pTau, peptideos
AP e a-sin a partir da concentracdo de 0,5nM de rotenona, sem a morte associada das células
estudadas (Chaves et al., 2010). Concentracdes de rotenona superiores a quantidade de 1,0nM
estdo associadas a morte celular antes da agregacao proteica, sendo que, concentracdes dentro
do intervalo de 0,5 e 1,0nM levam a agregacao proteica constitutiva (Figural0). Em suma, a

capacidade da rotenona em induzir a formacao de agregados seria dose-dependente.
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Figura 10: Efeito do tratamento com diferentes concentracdes de rotenona em cultura primaria de
hipocampo, locus coerules e substancia negra. Fotomicrografias digitais de cultura de células do hipocampo
(HP) e locus coeruleus (LC) expostas a 0,5, 1 e 10nM de rotenona durante 48 horas e marcadas com anticorpos
anti Tau hiperfosforilada (pTau ), a-sinucleina e AP (peptideo B-amildide).Setas ilustram marcagdes
imunopositivas para agregados proteicos (A). Fotomicrografias digitais de cultura de células da substancia negra
(SN), locus coeruleus (LC) e hipocampo (HP), expostas a 0,5; 1 e 10nM de rotenona durante 48 horas, marcadas
com azul de Tripan para identificacdo de morte celular (setas) (B). Extraido e modificado de Chaves et al.,
(2010).
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Outro trabalho do nosso grupo também revelou disfuncdo nas vias autofagicas e
proteassomal em concentracGes anteriores a formacdo de agregados proteicos, no caso,
concentragdes menores que 0,3nM de rotenona por 48 horas, em células do hipocampo
(Chaves et al., 2016).

A linhagem celular SH-SY5Y é frequentemente usada como modelo celular para estudar a
doenca de Parkinson, por ser de facil manutencdo e por permitir uma rapida diferenciacdo em
células similares a neur6nios dopaminérgicos. Apesar disso, a linhagem é derivada de um
tumor e, portanto, pode apresentar modificacGes na sua fisiologia basica, o que salienta a
necessidade do uso de outros modelos celulares para enriquecer as analises. A rotenona
também foi utilizada na presente pesquisa para a inducdo de citotoxicidade com
desestabilizagdo dos microtibulos em células SH-SY5Y (Hongo et al.,, 2012). Os autores
demonstraram que a utilizagdo da rotenona na concentracdo de 1uM por 4.5 horas levou a
modificagfes na morfologia das células SH-SY5Y n&o-diferenciadas, elevou a liberagéo de
LDH e ROS e gerou o aumento da fosforilagcdo da proteina tau por ativacdo da enzima
GSK3p, uma importante enzima envolvida na fosforilacdo da proteina tau. No entanto, os
autores ndo demonstraram os efeitos da rotenona em células SH-SY5Y diferenciadas e se,
dentro deste novo contexto, a rotenona poderia levar a outras implicacdes na fosforilagdo da
tau. E importante ressaltar que, apesar da proteina tau hiperfosforilada ser mais comumente
relacionada com a AD, ela também apresenta fortes relacdes com a doenca de Parkinson, uma

vez que interacdes tdxicas com a proteina a-sin podem levar a hiperfosforilagdo da tau.

Pouco se sabe sobre os mecanismos de fosforilagdo da tau nas tauopatias, podendo ser
uma consequéncia da perda do equilibrio da ativacdo de fosfatases e quinases associadas a tau
ou uma falha na sua degradacdo (de Paula et al., 2016). Nosso grupo demonstrou que ha uma
deficiéncia autofagica no cenario anterior a agregacdo proteica (isto €, na concentracdo de
0.3nM de rotenona) em cultura priméria de células do hipocampo. A presenca de ubiquitina
nas inclusbes de tau também apontam para deficiéncia na via de degradacdo proteassomal
(Carrettiero et al., 2009).

Nossos colaboradores demonstraram que a co-chaperona BAG2 inibe a ubiquitinacdo da
proteina tau, entregando a proteina tau hiperfosforilada para a degradacdo proteassomal de
uma forma independente de ubiquitina (Carrettiero et al., 2009; Wang and Mandelkow, 2012).
Qu et al., (2015) demonstram que a BAG2 é um fator que promove a mitofagia por meio da

inibicdo da PINK-1, sendo crucial na translocacdo da Parkina. No entanto, S0 escassos 0S
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trabalhos que abordam essa co-chaperona. Seu papel na autofagia nunca foi abordado na
literatura, assim como sua resposta no modelo de neurodegeneracdo esporédica pelo

tratamento com rotenona.

2. MATERIAIS E METODOS
O presente estudo emprega o modelo de doenca neurodegenerativa na forma esporadica

para o estudo de agregados proteicos.

Os objetivos foram perseguidos utilizando as ferramentas detalhadas a seguir e
respeitando os aspectos éticos de experimentacdo animal recomendados pelo Concea e pela
lei federal no. 11.794. O projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética em
experimentacdo animal do Instituto de Biociéncias da USP (271/2016) (ANEXO I).

2.1.  Modelo celular de neurodegeneracéo esporadica

2.1.1. Modelo celular de cultura primaria de ratos neonatos da linhagem Lewis
Ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Lewis, adquiridos do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Biologica (CEMIB) da Universidade de Campinas e criados no
departamento de genética e biologia evolutiva do Instituto de Biociéncias da USP, sao
utilizados como modelos de doenca de Alzheimer e Parkinson esporadicas para a analise dos
eventos celulares anteriores a agregacdo proteica. Esta linhagem foi escolhida por ser

suscetivel a agregacéo de proteinas constitutivas apos tratamento com rotenona.

Para a cultura de células, a metodologia empregada foi uma modificacdo da descrita
por Kivell e colaboradores (2001). Resumidamente, os encéfalos (n=10, por experimento) de
ratos neonatos foram removidos e o hipocampo, a substancia negra e o locus coeruleus
(Figura 11) foram separados e colocados em placa de petri estéril com solucdo fisioldgica
gelada. Em seguida, as células foram dissociadas, suspensas em meio de cultura Neurobasal A
(Gibco) suplementado e plaqueadas na concentracdo de 1800 células/mmz2. As células foram
tratadas com 0,3nM ou 0,5nM de rotenona (Sigma), durante 48 horas, 9 dias apds o
plaqueamento. Para o controle, células foram expostas ao DMSO (Life Technologies,
D12345), a 3uM de cloroquina (inibidor de autofagocitose- Sigma, C6628) ou 100nM de

rapamicina (ativador da autofagia- Sigma, R8781).
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Figura 11: Imagens representativas das areas da regido do encéfalo de ratos que foram dissecadas (quadro
cinza) e utilizadas na elaboragéo da presente pesquisa. Regido do hipocampo (HP) (A). Regido ventrolateral
do mesencéfalo contendo a substancia negra (SN) (B). Regido dorsomedial da ponte contendo o locus coeruleus
(LC). Extraido e modificado de Paxinos e Watson, (2007).

2.1.2. Modelo celular da linhagem SH-SY5Y com células ndo-diferenciadas e

diferenciadas com acido retindico
Células da linhagem SH-SY5Y foram mantidas no meio DMEM (1X) e suplementadas

com 10% se soro fetal bovino e 1% de penicilina/estreptomicina. Para iniciar o processo de
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diferenciacdo celular as células SH-SY5Y foram plaqueadas na densidade de 2,0x10*
células/cm? em pocos pré-tratados com poli-D-lisina (PDL). No dia seguinte, as células foram
expostas a 10uM de &cido retindico (solucdo estoque preparada em DMSO, 100mM) em
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino por 5 dias, apds isso, o meio foi trocado
por meio neurobasal suplementado com 10ng/ml de BDNF, com o objetivo de promover o
crescimento das extensdes neurais. No oitavo dia as celulas foram transfectadas ou tratadas

com rotenona, de acordo com o modelo proposto.

2.2.  Caracterizacdo das culturas

2.2.1. Caracterizacao das culturas de hipocampo, substancia negra e locus coeruleus

As culturas primarias foram caracterizadas por meio de imunocitoquimica com

anticorpos especificos para a proteina associada ao microtubulo (MAP2) e para tirosina

hidroxilase (TH). Apos 11 dias, as células em cultura do hipocampo, substancia negra e locus

coeruleus foram lavadas com PBS gelado e fixadas com metanol e acetona por 10 minutos a -
20°C.

Em seguida, as células foram permeabilizadas com 0,2% de triton em PBS por 30
minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram bloqueadas com PBS
contendo 0,2% de triton, 4% BSA (albumina de soro bovino, Sigma) e 2% de NGS (soro de
cabra, Vector laboratories) durante 30 minutos em temperatura ambiente. As células foram
incubadas overnight com os anticorpos primarios anti-MAP2 (Sigma M4403) e anti-TH
(Millipore MAB318), diluidos a uma concentracdo de 1/1000 em solucdo com PBS contendo
2% BSA, 1% NGS e 0,2% triton, a 4°C.

As células foram lavadas 3 vezes com PBS gelado por 5 minutos e incubadas com o
anticorpo secundario anti-camundongo conjugado a molécula fluorescente FITC (Jackson), na
concentracdo de 1/120 em solucdo idéntica a utilizada para a incubacdo dos anticorpos

primarios.

A quantificacdo da porcentagem de células expressando TH ou MAP2 foi realizada
por meio de fotomicrografias digitais de 4 quadrantes escolhidos aleatoriamente em cada
placa de cultura analisada (n=3). A porcentagem das marcacGes das células positivas para
MAP2 e TH foi realizada em relagdo ao nimero total de células obtido por meio da marcacéao

do nutcleo com DAPI.
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2.2.2. Caracterizacdo da cultura de células da linhagem SH-SY5Y diferenciadas e néo-
diferenciadas com &cido retinoico

As células da linhagem SH-SY5Y foram caracterizadas por meio de imunocitoquimica
com anticorpos especificos para a proteina associada ao microtubulo (MAP2) de forma
semelhante a aquela descrita anteriormente para a cultura primaria. As células ndo-
diferenciadas e diferenciadas foram quantificadas com base na marcacdo da proteina MAP2,
evidenciando o sucesso na diferenciacdo das células para células com fenétipo neuronal. De
forma complementar, foi-se utilizado o anticorpo contra a proteina mediadora de resposta
colapsina, CRMP-2 (C2993, Sigma), expressa no sistema nervoso e envolvida no processo de
diferenciacdo neuronal, em amostras de células diferenciadas e ndo-diferenciadas, por
Western blot, para a verificacdo da diferenciacéo celular.

2.3.  Exposicao das células em cultura a rotenona, cloroquina e rapamicina
Apos 9 dias em cultura, as células das 3 regides analisadas foram expostas a 0,3, 0,5 e
1,0 nM de rotenona, com base em um estudo anterior do nosso laboratorio (Chaves et al.,
2010). Estas concentracfes foram escolhidas porque fornecem informac6es fisioldgicas
referentes as fases anteriores a formacéo de agregados proteicos (0,3nM), durante a agregacao

(0,5nM), e com agregacdo proteica (1,0nM) sem morte celular associada.

A rotenona, para 0s experimentos de cultura primaria, foi diluida em DMSO
inicialmente, a uma concentracdo de 1M (solucdo estoque) e posteriormente foi diluida em
meio de cultura. As células SH-SY5Y foram expostas a concentracdo de 1 uM de rotenona
por 4.5 horas (Hongo et al., 2012). Neste caso, a rotenona foi diluida em DMSO, a uma
concentracdo de 1mM (solucdo estoque) e posteriormente foi diluida em meio de cultura. O
controle foi realizado por meio de culturas de células expostas a meio contendo DMSO a uma

concentracdo de até 0,002%.

Com o intuito de se determinar as concentracdes de rapamicina e cloroquina a serem
utilizadas nos experimentos de cultura primaria, foram realizadas ensaios com diferentes

concentracdes das duas substancias nas diferentes areas analisadas no presente projeto.

A cloroquina foi diluida inicialmente em PBS, em solu¢édo estoque de 3mM. No dia do
experimento, a solugdo foi diluida em meio de cultura nas concentra¢des de 1uM, 3uM, 5uM
e 10uM por 48 horas. A rapamicina, previamente diluida em DMSO pelo proprio fabricante,

foi diluida em meio de cultura no dia do experimento nas concentragdes de 10nM e 100nM,
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por 48 horas. Posteriormente foram realizados ensaios em algumas amostras para acessar a

mortalidade celular por meio de coloragdo com azul de Tripan (Gibco, 10uL).

Com o intuito de se definir quais concentragdes geraram respostas na expressao das
proteinas autofagicas, foram realizados ensaios para a andlise da expressdo das proteinas
Beclina-1 e p62. Como controle, foram analisadas culturas de células cultivadas em meio de
cultura sem a adicdo de outros compostos.

2.4.  Western Blot
As células em cultura foram lisadas e homogeneizadas utilizando-se 100uL de tampao

de lise constituido de NP40, deoxicolato de sédio, SDS, EDTA, EGTA e coquetel inibidor de
proteases (Sigma). A guantidade de proteina foi acessada pelo método de Bradford (1976). A

curva de calibragdo foi feita utilizando-se albumina em quantidade de 0 a 16ug de proteina
por pogo.

As amostras (20ug ou 30 pg) das culturas de células foram aplicadas as canaletas do
gel de poliacrilamida 15% de fracionamento. Em seguida, as proteinas foram transferidas para
membrana de nitrocelulose que foi bloqueada e incubada com os seguintes anticorpos
primarios: anti-beclina-1 (Santa Cruz, sc-11427), anti-p62 (Cell Signaling, #5114) , anti-LC3I
e LC3Il (Sigma, 7543 e Cell Signaling #3868), para avaliacdo da maturacdo de
autofagossomos; anti-BAG2 (Novus Biologicals, NBP1-59087) para avaliacdo de seus niveis
enddgenos, anti-Flag (Sigma, 7425), anti-tau total (Sigma, T9450), anti-pTau (Sigma,
T6819), anti-pinkl (Abcam, ab23707) , anti-parkina (CellSignaling, #213), anti-tom-20 e
anti-CRMP-2 para a analise da expressao do plasmideos eGFPBAG2 (Tabela 2).

Tabela 2: Diluicdo e condi¢des de incubagdo padronizadas para os anticorpos primarios utilizados.

Anticorpo Diluicdo utilizada Condic6es de incubacéo
Anti-beclina-1 1:1000 Overnight, 4°C
Anti-p62 1:1000 Overnight, 4°C
Anti-LC3 1:500 Overnight, 4°C
Anti-BAG2 1:500 Overnight, 4°C
Anti-Flag 1:400 Overnight, 4°C
Anti-tau total 1:1000 Overnight, 4°C
Anti-pTau 1:1000 Overnight, 4°C
Anti-pink1 1:1000 Overnight, 4°C
Anti-parkina 1:1000 Overnight, 4°C
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Anti-tom-20 1:500 Temperatura ambiente, 4h
Anti-CRMP-2 1:7000 Temperatura ambiente, 1h

Os anticorpos secundarios foram conjugados a uma peroxidase (HRP). A incubacgéo
das membranas com estes anticorpos foi feita a temperatura ambiente durante 1 hora. As
membranas foram entdo lavadas e a marcacdo foi revelada através de incubagdo com reagente
quimioluminescente (Western Enhancing Chemiluminescence Reagent Plus, ECL Kkit,
Perkinelmer, EUA) durante 1 minuto e exposi¢cdo a filme apropriado (Hyperfilm ECL,
AmershamBiosciences) ou pela utilizacdo do fotodocumentador ImageQuant LAS 4000 sob
responsabilidade da Prof® Dr2 Maria Rita Passos Bueno.

O controle de loading foi feito com anticorpo contra a beta-actina (Santa Cruz, sc-
47778) ou foi utilizado o corante Ponceau-S, para normalizacdo. Os filmes foram
quantificados por densitometria dptica usando o programa Image J (NIH).

2.5.  Fluxo autofagico
O fluxo autofagico foi monitorado com a utilizacdo do vetor fluorescente LC3-
eGFPmCherry. A expressdo do eGFP e restrita aos autofagossomos e o mCherry pode ser
encontrado nos autofagossomos e autofagolisossomos. O fluxo autofagico foi calculado pela
razdo entre o numero de vesiculas apresentando as duas fluorescéncias (eGFPemCherry),

pelas vesiculas apresentando apenas o sinal da mCherry (Kimura et al., 2007).

Apos 9 dias de cultura, as células de cultura primaria foram transfectadas com 1000ng
de LC3-eGFPmCherry utilizando lipofectamina 3000 (Invitrogen), de acordo com o protocolo

da companhia, seguido de 48 horas de exposicdo a 0,3 ou 0,5nM de rotenona.

As células foram avaliadas em microscopia confocal nos comprimentos de onda de
excitacdo de 488nm para eGFP e 535nm para mCherry, a emissdo foi registrada a 520nm e
620nm, respectivamente. A andlise quantitativa dos dados foi realizada utilizando-se o

programa Image J (NIH) e o plug-in “Find maxima”.

2.6.  Andlise do papel da BAG2 sobre a autofagia
As células em cultura foram transfectadas com o 1000ng do vetor fluorescente
pPEGFP-C1 contendo a sequéncia da co-chaperona BAG2 (open biosystems) associada a

sequéncia Flag, utilizando lipofectamina 3000 (Invitrogen), conforme protocolo do fabricante,
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seguido de 48 horas de exposicdo a 0,3 ou 0,5nM de rotenona. As células foram analisadas

quanto a expressdo de proteinas associadas a autofagia, descritos anteriormente.

2.7.  Anélise estatistica
Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) usando o programa
GraphPadPrism para Windows (verséo 5.0, GraphPadSoftware, San Diego, California, USA),
foi adotado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Caracterizacao e padronizagdes

3.1.1. Caracterizacao da cultura primaria de células do hipocampo, substancia negra e
locus coeruleus
As culturas de células primarias com neurdnios e células da glia apresentam uma

vantagem de aproximar o modelo in vitro com o contexto fisiolégico encontrado no cérebro
(Chaves et al., 2010). Na figura 12 é possivel observar células de cultura primaria das trés

diferentes areas estudas ao longo deste projeto, 11 dias ap6s o plagueamento.

Figura 12: Cultura celular priméia de neurdnios e células da glia, 11 dias ap plagueamento. Hipocampo
(A). Locus coeruleus (B). Substancia negra (C). Imagens capturadas na objetiva de 10X. Escala 1000uM.
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A andlise da cultura de células do hipocampo demonstrou que 41% de células séo
imunopositivas para MAP2 em relagdo ao nimero total de células, acessadas pela marcacdo
de DAPI, sendo consideradas, portanto, neurdnios (Figura 13A, Tabela 3).

A

Hipocampo

oc)

Substancia negra

A

Locus Coeruleus

Figura 13: Caracterizacao da cultura primaria de células da glia e neurénios. Fotomicrografias ilustrando a
imunoreatividade a MAP2 em células do hipocampo (A) e da tirosina hidroxilase (TH) em células da substéncia
negra (B) e locus coeruleus (C). Imagens capturadas na objetiva de 40X. Escala de 20uM. N=3 (placas por

grupo).
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Com o intuito de acessar o0 percentual de neurdnios dopaminérgicos, foi realizada uma
imunocitoquimica com o anticorpo anti-TH para as células obtidas em cultura das areas da
substancia negra e locus coeruleus, revelando um percentual de 86% e 95%, respectivamente
(Figura 13B e C, Tabela 2).

Tabela 3: Caracterizacdo da cultura de células de hipocampo, locus coeruleus e substancia negra.

Area DAPI % Celulas MAP2 ou TH positivas
Hipocampo 449 184 (41%)
Locus Coeruleus 353 337 (95%)
Substancia Negra 122 105 (86%)

3.1.2. Caracterizacdo da cultura de células de linhagem SH-SY5Y
As células da linhagem SH-SY5Y utilizadas no presente projeto foram submetidas ao
protocolo de diferenciagdo com acido retindico e BDNF por 8 dias (Figura 14A).

Células ndo diferenciadas e diferenciadas foram submetidas a imunocitéquimica com
0 anticorpo anti-MAP2 e a marcacdo por meio de Western blot com o anticorpo anti-
CRMP-2, especifico de células neurais, 0 que evidenciou o0 sucesso do processo de

diferenciagdo dessas células, em células “neuron-/ike” (Figura 14B).
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Figura 14: Caracterizagdo da cultura de células da linhagem SH-SY5Y nao-diferenciadas e
diferenciadas com &cido retindico e BDNF. Fotomicrografias representativas de células SH-SY5Y
expressando o marcador neuronal MAP2. Objetiva 20x. Escala 50uM (A). Western blot representativo para
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a imunoreatividade da proteina CRMP-2, uma proteina citosolica expressa no sistema nervoso e envolvida
na diferenciagdo neuronal e na orientacdo axonal, em células SH-SY5Y ndo-diferenciadas e diferenciadas e
células de musculo, como controle negativo (B).

3.1.3. PadronizacGes para a analise do processo autofagico

3.1.3.1. Determinacédo das concentragdes de cloroquina e rapamicina utilizadas no
presente estudo

A autofagia apresenta uma caracteristica importante que é a sua regulacdo dinamica.
Dependendo do estimulo dado para a célula as respostas geradas podem ser diferentes. Nota-
se que a autofagia apresenta uma forte relacdo com inimeros processos fisioldgicos e
patologicos, logo, faz-se necessaria a utilizacdo de inUmeras metodologias cientificas para que
a analise da autofagia- tanto do processo como da sua dinamica- seja realizada de forma
coerente e completa o que salienta a importdncia da utilizacdo de substancias no
monitoramento da autofagia, para entender onde o processo esta presente e qual o contexto
biologico em que ela esta inserida. Logo, fez-se necessario a utilizagdo de controles do
processo autofagico, para que a dinamica da via exercida fosse analisada de forma mais

completa.

Com o intuito de se analisar a resposta da autofagia, nas diferentes areas analisadas, e
determinar as concentracdes de rapamicina (ativador da autofagia, via inibicdo do mTOR) e
cloroquina (inibidor autofagico, via impedimento da acidificacdo dos autofagossomos) que
seriam utilizadas no decorrer do estudo, foram realizadas culturas primarias do hipocampo,
substancia negra e locus coeruleus tratadas com diferentes concentracGes das referidas

substancias (Figura 15- dados da regido do hipocampo).

Inicialmente, a cultura primaria de hipocampo foi tratada com diferentes concentracdes de
cloroquina por 48 horas e, em seguida, foram realizados ensaios de viabilidade celular por
meio da marcacdo com azul de Tripan para acessar a morte celular (Figura 15). Também
foram realizados ensaios de Western blot para a deteccdo das proteinas Beclina-1 e p62 para a

andlise da tendéncia de resposta na expressao destas proteinas (Figura 16).
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Figura 15: Teste de viabilidade celular com azul de Tripan para diferentes concentragdes de cloroquina
em cultura de células primaria do hipocampo. Células sem tratamento (A). Células sem tratamento tratadas
com azul de Tripan (B). Células tratadas com 1uM de cloroquina e com azul de Tripan (C). Células tratadas com
3uM de cloroguina com azul de Tripan (D). Células tratadas com 5uM de cloroquina com azul de Tripan (E).
Células tratadas com 10uM de clorogquina com azul de Tripan (F). Seta branca indica célula morta marcada com
o referido corante. 10X aumento. Escala 1000uM.
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Figura 16: Deteccdo da expressdao das proteinas Beclina-l1 e p62 em cultura de
hipocampo exposta a diferentes concentracdes de cloroquina. Expressdo dos niveis de Beclina-1 (A) ou p62
(B) em cultura de hipocampo submetida a exposi¢cdo de 1uM, 3 uM, 5 uM e 10uM de cloroquina, durante 48
horas. Resultados apresentados como média = SEM de dois experimentos independentes. Os niveis proteicos nao
diferem estatisticamente entre si em nenhuma das condi¢des analisadas de acordo com a analise de variancia de
uma via (ANOVA) e o pbs-teste de Bonferroni para a comparacdo entre 0s grupos.

As mesmas analises foram realizadas para as trés areas, mas utilizando as
concentracdes de 10 e 100nM de rapamicina para acessar se 0s efeitos da substancia como

ativadora da autofagia seria alcan¢ados, sem morte celular associada (Figura 17).
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Figura 17: Teste de viabilidade celular com azul de Tripan para diferentes concentracfes de rapamicina
em cultura de células primaria de hipocampo, substancia negra e locus coeruleus. Fotomicrografias digitais
de cultura de células do hipocampo (HP), substancia negra (SN) e locus coeruleus (LC), sem tratamento ou
expostas a 10 e 100nM de rapamicina durante 48 horas, marcadas com azul de Tripan para identificacdo de
morte celular. 10x aumento. Escala 1000uM (A). Expressdo dos niveis de Beclina-1 ou p62 em cultura de
hipocampo e locus coeruleus submetidas & exposi¢do de 10 e 100nM de rapamicina durante 48 horas (B).
Resultados apresentados como média + SEM de dois experimentos independentes para Beclina-1e p62 para a
regido do hipocampo ou como unidades arbitrarias para a regido do locus coeruleus. Os niveis proteicos ndo
diferem estatisticamente entre si em nenhuma das condigdes analisadas de acordo com a anélise de variancia de
uma via (ANOVA) e o pOs-teste de Bonferroni para a comparagao entre 0s grupos.
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Os niveis de Beclina-1 apresentaram uma leve diminuicdo com o aumento das
concentragdes de cloroquina para as areas do hipocampo e locus coeruleus (dado néo
mostrado) e os niveis de p62, ressaltaram uma tendéncia ao aumento da expressao da proteina
de acordo com o aumento das concentracbes de cloroquina (Figura 16). A andlise da
viabilidade celular com a utilizagdo do azul de Tripan demonstrou que a utilizacdo de

cloroquina pode levar a morte celular em concentragdes superiores a 5uM (Figura 15).

A morte celular associada ao tratamento com rapamicina foi menos expressiva nas trés
areas analisadas, demonstrando pouca ou nenhuma morte celular em decorréncia dos
tratamentos realizados (Figura 17A). As respostas no nivel de expressao da proteina Belcina-
1 foi semelhante entre as regifes do hipocampo e locus coeruleus — com aumento na sua
expressdo (Figura 17B). Para os niveis de p62, podemos notar um aumento na expressao para
a concentracdo de 100nM de rapamicina no hipocampo (Figura 17B). O mesmo resultado foi
obtido para a regido do locus coeruleus (dado ndo mostrado).

Com base nos estudos e das analises demonstradas no referido topico foram escolhidas
as concentracdes de 100nM de rapamicina e 3uM de cloroquina a serem utilizadas ao longo

da pesquisa.

3.1.3.2. Padronizacdo da transfeccdo com o plasmideo LC3mCherryGFP para
analise do fluxo autofagico em cultura primaria de hipocampo

Com o intuito de se analisar as melhores condi¢Bes de transfeccdo para o plasmideo
eGFPLC3mCherry, associada a menor quantidade de morte celular possivel, foram realizados
testes de transfeccdo para o referido plasmideo em cultura de células de hipocampo com
1000ng de DNA para 1 e 2 horas e 1500ng de DNA por 2 horas — Gltimo com dado nao

mostrado, devido a grande quantidade de morte celular (Figura 18).
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Com analise das imagens confocais obtidas, foi determinada a concentragdo e 1000ng de

DNA, com transfeccdo por 2 horas com lipoafectamina 3000, como sendo a padréo para 0s

demais experimentos realizados. A porcentagem de células transfectadas foi de,

aproximadamente, 20% em comparagdo com as células totais (visualizadas pela marcagdo do

ndcleo por DAPI).

mCherry

1 hora

2 horas

Figura 18: Padronizac@o da transfeccdo com plasmideo eGFPLC3mCherry em cultura de células de
hipocampo de ratos neonatos Lewis. Transfeccdo com concentracdo de 1000ng de plasmideo por 1 hora ou 2
horas para verificagdo do namero total de células (DAPI) e de células transfectadas (GFP e mCherry). Aumento

de 40X (1 hora) e 20X (2 horas). Escala 20uM.

3.1.3.3.  Padronizacéo da transfeccdo com o plasmideo eGFPBAG2-Flag
Inicialmente, foram realizados testes de transfeccdo com lipoafectamina 3000 para o
plasmideo eGFPBAG2-Flag, em cultura de células de hipocampo com 1000ng de DNA para
1 e 2 horas (figura 19A) e 1500ng por 2 horas (dado ndo mostrado, devido ao grande nimero
de morte celular associada), para determinar as melhores condicGes para a transfec¢do nas
culturas primarias. As amostras com 1000ng de plasmideo foram submetidas ao Western blot
com a marcacgdo para a proteina Flag, demonstrando que, com 2 horas de transfeccéo, tém-se

um aumento de quase 2 vezes nos niveis proteicos da proteina de interesse (Figura 19B).
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Figura 19: Padronizacdo da transfeccdo com plasmideo eGFPBAG2-Flag em cultura de células de
hipocampo de ratos neonatos Lewis. Transfeccdo com concentracdo de 1000ng de plasmideo por 1 hora ou 2
horas para verificacdo do nimero total de células (DAPI) e de células transfectadas (GFP positivas). Objetiva de
40X. Escala 20uM (A). Expressdo da proteina Flag em amostras de cultura de hipocampo néo transfectadas, e
transfectadas com 1000ng de DNA por 1 ou 2 horas (B).

Posteriormente, fora realizado um teste de imunofluorescéncia para a proteina MAP2,
com o intuito de se verificar a quantidade de neurbnios que foram transfectados com o
referido plasmideo (Figura 20), obtendo uma média de 20% células transfectadas com o

plasmideo eGFPBAG2, com 7,2% de neur6nios transfectados.

Merge

eGFPBAG2

GFP

Figura 20: Imagens digitais representativas da transfeccdo com plasmideo eGFPBAG2-Flag ou GFP em
cultura de células de hipocampo de ratos neonatos Lewis. Células expressam BAG2 ou GFP sozinho, com
marcador nuclear DAPI e com marcador neuronal MAP2. Células foram transfectadas com concentracdo de
1000ng de plasmideo por 2 horas. Objetiva de 40X. Escala 20uM.
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3.2 Andlise da autofagia e da superexpressdo da co-chaperona BAG2 em

cultura primaria de células das regides do hipocampo, substancia negra e locus

coeruleus

Com base nos dados obtidos no trabalho anterior publicado no laboratério (Chaves et al.,

2010) e com os estudos referentes as respostas geradas utilizando-se diferentes concentragdes

de cloroquina e rapamicina, produzidos nesta pesquisa, foi possivel delimitar o protocolo

experimental das culturas de células que foram tratadas com as substancias citadas, sem

transfeccdo (Figura 21A). Em um segundo momento, as células de cultura primaria foram

transfectadas com o plasmideo eGFPBAG2-Flag (ou com GFP apenas, como controle)

(Figura 21B). Com o intuito de simplificar o entendimento da pesquisa, os resultados obtidos

foram divididos de acordo com as areas encefalicas analisadas.

Inicio do tratamento
com rotenona,
cloroquina e

rapamicina
Inicio da
cultura de células
i
Dias 0 9

Extracdo de

proteinas

1

. Tratamento com rotenona, cloroquina, rapamicina ou DMSO

B Inicio do tratamento
com rotenona e
cloroquina

Transfecgio

Inicio da Meio sem
cultura de células antibiotico

Dias 0 8 9

. Tratamento com rotenona, cloroquina ou DMSO

Transfeccéo com o plasmideo eGFP-BAG2

Extragdo de
proteinas

11

Figura 21: Esquema ilustrativo do
protocolo experimental das culturas de
células expostas a rotenona: (0,3nM e
0,5nM), cloroquina (3uM) e rapamicina
(100nM). A exposi¢do das culturas com as
diferentes substancias ocorreu por um periodo
de 48 horas. Controle foi realizado com
culturas expostas a DMSO (A). llustragdo do
protocolo experimental padronizado para o
controle da expressdo de BAG2 exdgena (B).
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3.2.1. Hipocampo

3.2.1.1.  Fluxo autofagico diminui em momento anterior a agregagdo proteica em

cultura de células do hipocampo

Como citado anteriormente, disfuncdes autofagicas sdo comuns em diferentes doencas
neurodegenerativas (Menzies et al., 2017). Com o objetivo de verificar o estado do processo
autofagico em diferentes cenarios de agregacdo proteica — antes (0,3nM de rotenona) e
durante (0,5nM de rotenona) a agregacao - diferentes analises foram realizadas. Inicialmente,
as células hipocampais foram transfectadas com o plasmideo LC3GFPmCherry, com o
objetivo de acessar a dindmica do processo, por meio da analise do fluxo autofagico (Figura
22).
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Figura 22: Andlise do fluxo autofagico com LC3mCherryGFP em cultura priméria de células do
hipocampo expostas a DMSO (controle), 0,3 ou 0,5nM de rotenona, 3uM de cloroquina (inibidor
lisossomal) ou 100nM de rapamicina (ativador da autofagia) por 48 horas. Fotomicrografias representativas
de células expressando LC3mCherryGFP (A-pagina anterior). Quantificagdo do numero de vesiculas
expressando GFP (B). Quantificacdo do nimero de vesiculas expressando mCherry (C). Quantificacdo do fluxo
autofagico (D). Os dados estdo representados com porcentagem do controle (DMSO) + SEM *p<0,05; e
***p<(0,0001. Analise de variancia de uma via (ANOVA), com pdés-teste Bonferroni, com dados obtidos pelo
plugin Find Maxima, do Image J. N=6 células por experimento (4 experimentos independentes).

A anélise de variancia de uma via ANOVA revelou que o tratamento com rotenona
gerou um efeito no numero de vesiculas ndo-acidas (GFP positivas -[F(4,231)=10.61;
p<0.0001]), nas vesiculas &cidas (mCherry positivas -[F(4,257)=10.43; p<0.0001]) e na razdo
entre elas [F(2,129)=3.937; p<0.05] (Figuras 22 B-C). O pds-teste de Bonferroni revelou que
tratamento com 0,3nM de rotenona, correspondente ao cenario anterior a agregacao proteica,
levou ao aumento das vesiculas ndo-acidas e a diminuicdo das vesiculas acidas, semelhante
aos resultados obtidos com a cloroquina, o que sugere uma disfuncdo autofagica, em que 0s
autofagolisossomos nédo estdo sendo degradados (Figura 22). Curiosamente, com a agregacao
proteica (0,5nM de rotenona) o fluxo autofagico foi reestabelecido a niveis normais, quando

comparado com o controle.

A autofagia € um processo altamente regulado, que conta com a participacdo de
inimeras proteinas, em diferentes momentos da via. Para saber, de forma mais especifica,
qual parte do processo estava sendo afetado, um Western blot para trés diferentes proteinas

associadas a autofagia, foi realizado (Figura 23).
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Figura 23: Expressao das proteinas envolvidas na autofagia, Beclina-1, p62 e LC3, em cultura priméria de
células do hipocampo. Niveis de Beclina-1 (A), p62 (B), LC3Il (C) em cultura de células do hipocampo
expostas a DMSO (controle), 0,3 e 0,5 nM de rotenona, 3uM de cloroquina e 100nM de rapamicina, por 48
horas. Resultados apresentados média = S.E.M. Andlise de variancia de uma via ANOVA, com pds-teste de
Bonferroni. Resultado obtido com base em 5 (Beclina-1 e p62) e 4 (LC3I1) experimentos independentes.*p<0,05
(comparado ao controle DMSO).
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E importante ressaltar que a analise dos niveis de LC3 mostrou-se desafiadora, uma vez
que a deteccdo foi dificil de ser obtida. A analise da proteina LC3Il demonstrou que existe um
efeito da rotenona sobre os niveis proteicos analisados [F(3,14)=4.887; p<0,05], com um
aumento significativo em 0,3nM de rotenona e um restabelecimento aos niveis iguais ao
controle em 0,5nM do pesticida (Figura 23C) As células desta regido apresentaram uma
tendéncia no aumento da expressdo da proteina p62 com 0,3 e 0,5nM de rotenona para o
hipocampo 0 que sugere uma supressdo autofagica anterior e durante a agregacao proteica,
uma vez que a p62, por poder ligar-se a LC3, é considerada um substrato seletivo para a
autofagia, logo, seu acimulo pode ser relacionado a problemas nesta via (Figura 23B). Tanto
a deteccdo quanto a intepretacdo dos resultados alcancados para a proteina LC311 apresentam
inimeras controvérsias na literatura. A utilizacdo de controles para a autofagia mostra-se
necessaria como ponto comparativo para os resultados obtidos, assim como a presenca de um
grupo experimental em que a rotenona e a cloroquina sdo adicionadas juntas ao meio de
cultura (ndo realizado na presente pesquisa) que levaria ao enriquecimento da analise

conforme proposto por Mizushima et al. (Mizushima et al., 2010).
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Os niveis da proteina Beclina-1 ndo sofreram alteracdo (Figura 23A) 0 que sugere que as
modificacOes geradas pelo tratamento com a rotenona, ndo interferem no inicio do processo

autofagico para estas areas.

O modelo estabelecido no laboratério, descrito em 2010 (Chaves et al., 2010), revelou a
formacdo agregados proteicos de peptideo AP, a-sin e pTau, sem morte celular associada nas
trés areas analisadas, com aumento nos niveis de pTau tempo e concentracdo dependentes de
rotenona para a regido do hipocampo (Chaves et al., 2016), demonstrando que a utilizagéo de
concentracdes baixas do pesticida € capaz de mimetizar um cenario anterior e durante a
agregagao, corresponde aos tratamentos com 0,3 e 0,5nM de rotenona, respectivamente. Os
autores descreveram a migracdo da proteina tau hiperfosforilada dos neuritos para o corpo
celular dos neurdnios analisados, assim como um aumento na producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) em 0,3nM de rotenona e diminuicdo na atividade proteolitica do
proteassomo com 0,3 e 0,5nM de rotenona (Chaves et al., 2010, 2016). O tratamento com
500nM de rotenona levou ao aumento dos niveis da proteina LC3I11 e da p62 em células PC12
¢ induziu ao acimulo de substratos autofagicos (p62 e a-sin) e aumento da permeabilidade
dos lisossomos em neurénios dopaminérgicos (Wu et al., 2015) demonstrando um papel
neurotoxico da rotenona no estabelecimento de diferentes modelos celulares de

neurodegeneracao.

De forma conjunta, os dados obtidos até 0 momento, sugerem a existéncia de uma
disfuncdo na autofagia no nosso modelo de neurodegeneracdo esporadica que é anterior a
agregacao proteica e que afeta, de forma mais especifica, 0s momentos finais do processo

autofagico, para a regido do hipocampo.

3.2.2. Superexpressao da co-chaperona BAG2 elevou os niveis da proteina p62
em células de cultura de hipocampo tratadas com rotenona.

Inmeras co-chaperonas tém sido estudadas dentro do contexto da autofagia e da
mitofagia, principalmente nas doencas neurodegenerativas, uma vez que sdo fundamentais na
selecdo dos substratos e no seu direcionamento para degradacdo, assim como na deflagracéo
de respostas intracelulares que aumentam a capacidade das células em lidar com a disfuncéo

proteica.

Estudos recentes demonstraram que os membros da familia BAG atuam como
moduladores de outras chaperonas sendo fundamentais na modulacdo de algumas proteinas
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especificas. A BAG2, por exemplo, é capaz de induzir a degradacéo da proteina pTau pela via
do proteassomo de forma independentemente de ubiquitina (Carrettiero et al., 2009), por meio
da inibicdo da E3 ubiquitina ligase CHIP, fundamental para a maquinaria canfnica de
degradacéo da tau (Schonbuhler et al., 2016). A mesma co-chaperona também apresenta um
papel fundamental na mitofagia. A BAG2 liga-se diretamente as proteinas Pink-1 selvagem e
mutante levando a sua estabilizacdo por meio da diminuicdo de sua ubiqutinacdo (Che et al.,
2013). A BAG2, portanto, previne a ubiquitinacdo nao regulada de proteinas mal-enoveladas
em um mecanismo regulatério dependente de chaperonas (Che et al., 2013). No entanto, até o
presente momento, nenhum dado na literatura mostrou o papel da co-chaperona BAG2 sobre
0 processo autofagico, apesar de inimeros artigos terem trabalhado o tema referente a BAG3,
membro da mesma familia das proteinas BAG (Gamerdinger et al., 2011; Sariyer et al., 2012).

Com o intuito de verificar se a BAG2 poderia parcialmente reverter 0s prejuizos
autofagicos nos cenarios de agregacdo proteica analisados até o momento, células do
hipocampo foram transfectadas com o plasmideo eGFP-BAG2 ou com GFP para controle e,
posteriormente, as placas foram tratadas com rotenona ou controles por 48 horas. A figura 24
ilustra as quantificacdes obtidas por meio de Western blot para as proteinas autofagicas em

trés experimentos independentes.
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Figura 24: Expressdo das proteinas p62, Beclina-1 e LC3 em cultura priméria de células hipocampo
transfectadas com BAG-2. Niveis de p62, Beclina-1 e LC3 em cultura de células do hipocampo transfectadas
com 1ug do plasmideo eGFPBAG2-flag ou com eGFP (controle), expostas a DMSO (preto; controle), 0,3
(vermelho) e 0,5 nM (verde) de rotenona e 3uM de cloroquina (azul), por 48 horas. Dados apresentados como
média + S.E.M. de trés experimentos independentes. A andlise de variancia de duas vias ANOVA, revelou que a
chaperona BAG2 elevou os niveis da proteina p62 nas amostras analisadas de forma significante (*p<0,05),
assim como uma tendéncia de diminuicdo na razdo LC3II/LC3I para o grupo transfectado com eGFPBAG2
(t=0,08). A comparacdo entre 0s grupos com o pés-teste de Bonferroni ndo revelou diferengas estatisticas dentro
dos grupos analisados.

A superexpressdo de BAG2 levou ao aumento nos niveis da proteina p62 [F(1,15)=4.961;
p<0,05] de acordo com a ANOVA de duas vias assim como demonstrou uma tendéncia na

diminuicdo na razdo entre LC3Il e LC3I (p=0.08), independentemente do tratamento com
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rotenona. Os dados obtidos até 0 momento apontam para um efeito da co-chaperona analisada

nas fases finais da via autofagica para a regido hipocampal (Figura 24).

3.2.3. Tratamento com 1nM de rotenona gerou disfungdes na proteina pTau e

diminuicao nos niveis proteicos da proteina BAG2 enddgena

Dados recentes na literatura apresentaram um papel da BAG2 na mitofagia (Che et al.,
2013; Qui et al., 2015) e na degradagédo da pTau pelo proteassomo de forma independente da
ubiquina (Carrettiero et al., 2009; de Paula et al., 2016). Além disso, o trabalho do nosso
colaborador demonstrou que a BAG2 atua em um contexto especifico para a degradacdo da
pTau (de Paula et al., 2016). Com bases nessas evidéncias da literatura e nas andlises
demonstradas até o momento, decidimos testar se os efeitos da co-chaperona BAG2 seriam
mais explicitos, dentro do nosso modelo, em uma situacdo posterior a agregacao proteica, ja

envolvendo uma formagao mais pronunciada de agregados proteicos.

Para testar essa hipétese, inicialmente foram analisadas as amostras tratadas com DMSO e
1nM de rotenona, concentracdo esta que apresenta agregados proteicos (Chaves et al., 2010) e
cloroquina como controle comparativo. As células foram tratadas por 48 horas e as proteinas

foram extraidas e quantificadas (Figura 25).
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Figura 25: Expresséo de proteinas da autofagia e mitofagia em cultura priméria de células do hipocampo.
Cultura de células do hipocampo tratadas com DMSO (controle), 1,0nM de rotenona ou 3uM de cloroquina por
48 horas com os niveis de proteinas marcadas conforme indicado (A). Niveis de marcador de mitocéndria Tom-
20 (B). Quantificacdo dos niveis de BAG2 (C) e Beclina-1 (D). Resultados apresentados como média + S.D. de
trés experimentos independentes. Analise de varidncia de uma via ANOVA com poés-teste de Bonferroni.
**n<0,01 e ***p<0,001.

E possivel notar um aumento nos niveis proteicos da tau hiperfosforilada em decorréncia
do tratamento com 1nM de rotenona, sem uma modificacdo nos niveis totais da proteina tau
(Figura 25A). Os niveis de Parkina também aumentaram com o tratamento com rotenona de
forma semelhante ao tratamento com cloroquina (Figura 25A), sem que ocorressem
modificacdes nos niveis da proteina Tom-20 (Figura 25B). Este cenario sugere uma disfuncéo
na via de degradacdo da mitocdndria, no entanto, ndo foi possivel obter uma marcacéo para a
proteina Pink-1. Dados ainda ndo publicados no laboratério revelaram que o anticorpo
utilizado ndo foi capaz de detectar a proteina Pink-1 em amostras de ratos neonatos (Figura

Suplementar 1).

Nenhuma modificacdo foi encontrada para a proteina Beclina-1, o que aponta, de forma
mais contundente, que as modificagdes na autofagia observadas no modelo proposto até o
momento, ndo ocorrem no inicio da via. A andlise dos niveis da co-chaperona BAG2
endogena, demonstrou uma diminuigdo significativa com o tratamento com 1nM de rotenona

(p<0,001) e com a cloroquina (p<0,01), sugerindo que o tratamento com o pesticida afeta
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também os niveis da co-chaperona analisada, algo inédito na literatura e que auxilia na melhor

caracterizacdo do modelo proposto (Figura 25C).

Em seguida, as células foram transfectadas com BAG2 para testar quais seriam os efeitos
da superexpressdo nos niveis das proteinas pTau e tau total (Figura 26), no entanto, nenhuma
diferenca significativa foi observada. Uma possivel explicacdo para essa observacdo pode
dizer respeito a eficiéncia de transfec¢do, uma vez que um namero pequeno de neurbnios

foram de fato transfectados com o plasmideo eGFP-BAG2 (Figura 18).
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Figura 26: Expressdo das proteinas pTau e tau total em cultura priméaria de células do hipocampo
transfectadas com eGFPBAG?2 e tratadas com 1nM rotenona por 48 horas. Cultura de células do hipocampo
tratadas com DMSO (controle) e 1,0nM de rotenona e transfectadas com os plasmideos GFP (controle) ou
eGFPBAG?2 por 48 horas com os niveis de proteinas marcadas conforme indicado (A). Quantificacdo dos niveis
da proteina pTau (B). Quantificacdo dos niveis da proteina tau total (C). Resultado da raz&o entre pTau e tau
total para as amostras analisadas (D). Resultados apresentados como média £ S.EM. de trés experimentos
independentes. Os niveis proteicos ndo diferem estatisticamente entre si em nenhuma das condi¢Bes analisadas
de acordo com a anélise de variancia de duas vias (ANOVA) e pds-teste de Bonferroni para a comparacgio entre
0S grupos.

3.2.2. Substancia Negra e Locus Coeruleus

3.2.2.1.  Fluxo autofagico nas regides da substancia negra e locus coeruleus ndo

sofreram modifica¢es com o tratamento com rotenona

A verificacdo do fluxo autofagico por meio do constructo LC3mCherryGFP também foi
utilizado para a andlise da dinamica da via nas regides da substancia negra e locus coeruleus
(Figuras 27 e 28, respectivamente), importantes para o entendimento das doencas

neurodegenerativas, como, por exemplo, para a PD. O trabalho do nosso grupo também
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demonstrou a presenca de agregados proteicos de a-Sin com o tratamento de rotenona para as
areas citadas (Chaves et al., 2010). A fracdo entre vesiculas ndo-acidas sobre vesiculas &cidas
para a regido da substancia negra demonstrou uma tendéncia ndo significativa para o acimulo
das vesiculas menos é&cidas em 0,3nM de rotenona (Figura 27D), o que sugere uma disfuncao
autofagica. Uma observagdo importante € que os controles para a autofagia nesta regido
comportaram-se de forma semelhante (Figuras 27A e B) o que pode indicar que os controles
utilizados para este ensaio ndo estavam otimizados ou que a ativagdo da autofagia pela
rapamicina por 48 horas produz os mesmos efeitos que a inibicdo autofagica gerada pelo
tratamento com cloroquina, evidenciando a sensibilidade desta regido, rica em neurénios

dopaminérgicos, conhecidos pela sua alta producdo de espécies reativas de oxigénio.
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Figura 27: Anélise do fluxo autofagico com LC3mCherryGFP em cultura priméaria de células de
substancia negra expostas a DMSO (controle), 0,3 ou 0,5nM de rotenona, 3uM de cloroquina (inibidor
lisossomal) ou 100nM de rapamicina (ativador da autofagia) por 48 horas. Fotomicrografias representativas
de células expressando o constructo LC3mCherryGFP (A-pagina anterior). Quantificacdo do ndmero de
vesiculas expressando GFP pelo total de vesiculas (B). Quantificacdo do numero de vesiculas expressando
mCherry pelo total de vesiculas (C). Quantificacdo do fluxo autofagico (D). Dados representados como
porcentagem do controle (DMSO * S.E.M). Analise de variancia de uma via (ANOVA), com pos-teste de
Bonferroni com dados obtidos pelo plugin Find Maxima, do Image J. N=6 células por experimento (2
experimentos independentes).

Curiosamente, a regido do locus coeruleus ndo demonstrou qualquer diferenca entre 0s
niveis de vesiculas ndo &cidas e acidas e os diferentes tratamentos analisados tendo como base
3 experimentos independentes (Figura 28). Estes resultados ndo eram esperados, uma vez que
se sabe que ambas as regifes sdo ricas em neurdnios dopaminérgicos e, portanto, mais
susceptiveis aos efeitos danosos gerados pelo aumento da produgdo de ROS. A regido do
locus coeruleus é o centro de sintese de noraepinefrina e € a Unica fonte cortical deste
neurotransmissor (Daulatzai, 2016) que pode apresentar um defeito na sua regulacdo em ratos
idosos com déficit em memdrias emocionais (Luo et al., 2015). Sabe-se que a disfungédo neste
neurotransmossior ocorre precocemente durante a AD (Brunnstrom et al., 2011) que esta
correlacionada com uma degeneracao precoce nas projecdes noradrenérgicas (Grudzien et al.,
2007; Weinshenker, 2008), podendo corresponder a uma perda de 80% em alguns pacientes
com AD (Bondareff et al., 1982), o que ndo foi mimetizado no nosso modelo celular de
neurodegeneracdo. Uma explicacdo possivel para esta observacdo é a de que os trabalhos
citados abordaram momentos em que 0 processo neurodegenerativo ja estava estabelecido no
ambiente celular, em contrapartida, o modelo celular utilizado nesta pesquisa € anterior a

perda neuronal.
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Figura 28: Andlise do fluxo autofagico com LC3mCherryGFP em cultura priméaria de células de locus
coeruleus expostas a DMSO (controle), 0,3 ou 0,5nM de rotenona, 3uM de cloroquina (inibidor lisossomal)
ou 100nM de rapamicina (ativador da autofagia) por 48 horas. Fotomicrografias representativas de células
expressando o constructo LC3mCherryGFP (A-pagina anterior). Quantificagdo do nimero de vesiculas
expressando GFP pelo total de vesiculas (B). Quantificacdo do nimero de vesiculas expressando mCherry pelo
total de vesiculas (C). Quantificagdo do fluxo autofagico (D). Dados representados como porcentagem do
controle (DMSO = S.E.M.). Anélise de variancia de uma via (ANOVA), com pés-teste de Bonferroni com dados
obtidos pelo plugin Find Maxima, do Image J. N=7 células por experimento (3 experimentos independentes).

As amostras de ambas as regides foram submetidas ao Western blot para a marcagéo
das proteinas Beclina-1 e p62 com o intuito de se verificar se essas proteinas sofreram alguma

modificagdo com os tratamentos realizados (Figura 29 e 30).
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Figura 29: Expressdo das proteinas envolvidas na autofagia, Beclina-1le p62, em cultura primaria de
células da substancia negra. Niveis de Beclina-1 (A) e p62 (B) em cultura de células da substancia negra
expostas a DMSO (controle), 0,3 e 0,5 nM de rotenona, 3uM de cloroquina e 100nM de rapamicina, por 48
horas. Resultados apresentados como média + S.D. de quatro (p62) e trés (Beclina-1) experimentos
independentes. Os niveis proteicos ndo diferem estatisticamente entre si em nenhuma das condi¢des analisadas
de acordo com a andlise de variancia de uma via (ANOVA) e pds-teste de Bonferroni para a comparacao entre 0s
grupos.
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Figura 30: Expressdo das proteinas envolvidas na autofagia, Beclina-1 e p62, em cultura primaria de
células do locus coeruleus. Niveis de Beclina-1 (A) e p62 (B) em cultura de células do locus coeruleus expostas
a DMSO (controle), 0,3 e 0,5 nM de rotenona, 3uM de cloroquina e 100nM de rapamicina, por 48 horas.
Resultados apresentados como média DMSO + S.E.M. de trés experimentos independentes. Os niveis proteicos
ndo diferem estatisticamente entre si em nenhuma das condi¢Ges analisadas de acordo com a analise de variancia
de uma via (ANOVA) e pds-teste de Bonferroni para a comparacao entre 0s grupos.

A regido do locus coeruleus ndo demonstrou qualquer diferenca nos niveis da proteina
Beclina-1 (Figuras 30A) o que sugere que as modificacdes geradas pelo tratamento com a
rotenona, ndo interferem no inicio do processo autofagico para esta area. Apesar dos niveis da
proteina p62 terem sofrido um leve aumento com o tratamento de 0,3nM de rotenona (de
forma semelhante ao tratamento gerado com a cloroquina), a diferenca nédo foi significativa

segundo ANOVA de uma via com pés-teste de Bonferroni (Figura 30B).

Em oposicdo, a analise dos niveis desta mesma proteina na regido da substancia negra
demonstrou um comportamento de diminuicdo em 0,5nM de rotenona (Figura 29B),
sugerindo que a regido responde de forma diferente ao tratamento com o pesticida. Além
disso, observou-se também uma tendéncia ao acimulo de vesiculas ndo-acidas com 0,3nM de
rotenona (Figura 27) e um leve aumento (ndo significativo) nos niveis de p62 em 0,5nM de
rotenona (Figura 29A). Apesar de nenhuma das diferencas serem significativas estes dados
sugerem que a regido da substancia negra, ao contrario da regido hipocampal, apresenta uma
tendéncia de problemas na autofagia tanto no inicio, quanto nos momentos finais da via, o que
pode indicar que a autofagia como um todo continua em desequilibrio devido a uma maior

sensibilidade das células neurais desta area ao tratamento com rotenona.
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Logo, com base nos dados obtidos, é possivel observar que as duas regides analisadas
apresentam uma resposta ao tratamento com rotenona que difere da resposta gerada para a
regido do hipocampo e que outros experimentos devem ser realizados, especificamente para
estas regides, com o intuito de se analisar quais vias sofrem alteragdes com o tratamento com

0 pesticida.

3.2.2.2.  Superexpressao da co-chaperona BAG2 gerou modificacfes nos niveis da
proteina p62 somente na regido do locus coeruleus

As células em cultura das duas areas também foram submetidas a superexpressao da co-
chaperona BAG2, com o intuito de se avaliar se a referida proteina poderia produzir alguma

resposta, regido especifica, na via de degradagédo autofagica (Figuras 31).

De forma similar aos resultados obtidos para a regido do hipocampo, a analise por meio
da ANOVA de duas vias revelou que a superexpressdo da co-chaperona BAG2 elevou 0s
niveis da proteina p62 de forma significativa (p<0,01), sem que o tratamento com rotenona
fosse o causador da modificacdo, para a regido do locus coeruleus (Figura 31B). A mesma
andlise para a regido da substancia negra ndo revelou um efeito significativo da co-chaperona
nos niveis de p62, na verdade, os efeitos observados foram opostos, com diminui¢do dos
niveis de p62 (ndo significativos) (Figura 31A). A analise para a razdo entre as proteinas
LC3II e LC3I também ndo demonstraram diferencas significativas entre os grupos analisados
(Figura 31A) .

Algumas relagcdes tém sido feitas entre as proteinas BAG e o0 processo de degradacao
autofagico. A BAG3, por exemplo, é capaz de controlar o nivel de degradacdo de proteinas
mal enoveladas por meio da cooperacdo do complexo BAG3-HSPB8-HSP70 com a p62
(Gamerdinger et al., 2011). A BAG3 ainda € capaz de se associar com a proteina motora
dineina, fundamental para o transporte intracelular, mediando o transporte das proteinas até os
agregossomos (Gamerdinger et al., 2011), sabe-se também que a co-chaperona BAG2 € capaz
de se associar com diferentes componentes celulares como mitocondria, reticulo
endoplasmatico e microtubdlos (Qin et al., 2016) no entanto, a associa¢do entre a BAG2 e a

autofagia nunca foi realizada.

E importante ressaltar, no entanto, que os resultados entre as amostras, dentro de cada
grupo, variou de forma consideravel, ressaltando a necessidade de mais experimentos para

definir de forma mais precisa o papel da BAG2 sobre a autofagia nesta regiéo.
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Figura 31: Expressao das proteinas p62 e LC3 em cultura primaria de células de substancia negra e p62
em células do locus coeruleus transfectadas com BAG-2. Niveis de p62 e LC3 em cultura de células da
substancia negra transfectadas com 1ug do plasmideo eGFPBAG2-flag ou com eGFP (controle), expostas a
DMSO (controle), 0,3 e 0,5 nM de rotenona e 3uM de cloroquina, por 48 horas. Dados apresentados como
média + S.E.M. de trés experimentos independentes. Os niveis proteicos ndo diferem estatisticamente entre si
em nenhuma das condig@es analisadas de acordo com a anélise de variancia de duas vias (ANOVA) e pds-teste
de Bonferroni para a comparagdo entre os grupos (A). Niveis da proteina p62 em células do locus coeruleus
transfectadas com 1ug do plasmideo eGFPBAG2-flag ou com eGFP (controle), expostas a DMSO (controle),
0,3 e 0,5 nM de rotenona e 3uM de cloroquina, por 48 horas. Dados apresentados como média = S.E.M. de
dois experimentos independentes. A analise de variancia de duas vias ANOVA, revelou que a chaperona
BAG?2 elevou os niveis da proteina p62 nas amostras analisadas de forma significante (**p<0,01) (B).

3.2.3. Células da linhagem de neuroblastoma SH-SY5Y

3.2.3.1.  Tratamento com rotenona levou a disfuncdo da proteina pTau em células
SH-SY5Y ndo-diferenciadas e diferenciadas com acido retinoico e BDNF

Com o intuito de se obter resultados que pudessem enriquecer as andlises feitas até o
momento, foram-se utilizadas células da linhagem de neuroblastoma SH-SY5Y que sdo
amplamente utilizadas como modelo para a doenca de Parkinson, no entanto, algumas
estratégias permitem que essa linhagem também seja utilizada como modelo para outros tipos
de doencas neurodegenerativas. Hongo et al., (2012) demostrou que o tratamento com 1uM
de rotenona por 4,5 horas em células SH-SY5Y ndo-diferenciadas leva ao aumento dos niveis

de pTau. O protocolo proposto pelo autor foi realizado, mas também em células SH-SY5Y
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diferenciadas com acido retindico e BDNF por 8 dias, com o objetivo de avaliar se as

respostas geradas entre os dois “tipos celulares” eram as mesmas (Figura 32).
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Figura 32: Niveis proteicos de pTau e tau total em células SH-SY5Y néo diferenciadas e diferenciadas com
&cido retindico e BDNF. Quantificacdo de amostras de cultura de SH-SY5Y ndo diferenciadas ou diferenciadas
com acido retindico e BDNF e tratadas com 1uM de rotenona ou DMSO (controle), por 4.5 horas, e marcadas
com os anticorpos indicados. Foram utilizados B-actina ou Ponceau para controle de loading, conforme indicado.
Os dados sdo representados como média + S.E.M. de trés experimentos independentes. *p<0,05; ***p<0,0001
(comparado com DMSOQ). Student t test.

O tratamento com rotenona levou ao aumento dos niveis da proteina Tau hiperfosforilada
em ambos o0s grupos (p<0,05), e gerou modificacGes nos niveis da proteina tau total, com uma
diminuicdo de 50% para as células ndo-diferenciadas [t(4)=10,42; p<0,001] (Figura 32). No
entanto, quando avaliados os niveis de tau hiperfosforilada em relacdo ao s niveis de tau total
observa-se que a exposicdo com 1uM de rotenona induziu ao aumento de até 6 vezes nos
niveis de tau hiperfosforilada nas células ndo-diferenciadas, enquanto que nenhuma alteracéo
significativa foi observada para o grupo das células diferenciadas. Esta analise demonstrou
primeiramente que o protocolo experimental proposto por Hongo, et al. (2012) é reprodutivel
em células ndo diferenciadas e que também induziu ao aumento da proteina pTau em células

SH-SYS5Y diferenciadas, o que ndo havia sido demonstrado pelo grupo citado.
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Os autores demonstraram que a disfuncdo da tau estd associada com o aumento da
atividade da quinase GSK3p, uma das enzimas envolvidas na fosforilagdo desta proteina,
devido ao aumento da fosforilacdo do residuo Tir216 da enzima, induzida pela rotenona
(Hongo et al., 2012).

3.2.3.2. Tratamento com rotenona gerou diferentes respostas na mitofagia e na
expressdo endogena da co-chaperona BAG2 em células SH-SY5Y n&o-diferenciadas e
diferenciadas com &cido retingico

Sabe-se que a co-chaperona BAG2 apresenta um papel importante na degradacdo da
proteina pTau de forma independente de ubiquitina (Carrettiero et al., 2009) e que a expressdo
de BAG2 e diferencialmente regulada em um contexto dependente de diferenciacdo (de Paula
et al., 2016). Com o intuito de se avaliar se o tratamento com o pesticida seria capaz de gerar
respostas diferentes quanto a expressdo da proteina BAG2 enddgena, para os dois grupos, um
Western blot foi realizado (Figura 33).
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Figura 33: Niveis de BAG2 endégena em células SH-SY5Y nao-diferenciadas e diferenciadas com &cido
retindico e BDNF. Quantificacdo de amostras de cultura de SH-SY5Y ndo-diferenciadas ou diferenciadas com
acido retinoico tratadas com 1uM de rotenona ou DMSO (controle), por 4.5 horas, e marcadas com anticorpo
anti-BAG2 e B-actina ou Ponceau para controle de loading, conforme indicado. Os dados sdo representados com
média +S.E.M. de trés experimentos independentes *p<0,05. Student t test.

As ceélulas SH-SY5Y ndo-diferenciadas apresentaram uma diminuicdo significativa nos
niveis de BAG2 enddgena que ndo foram observados nas células-diferenciadas com &cido
retindico (Figura 33), sendo que o grupo das nao-diferenciadas apresentaram uma maior
disfuncdo proteica relacionada a proteina tau (Figura 32). Células de cultura primaria do
hipocampo tratadas com 1nM de rotenona também apresentaram a mesma resposta, com uma
diminuicdo significativa de BAG2 (Figura 25). De forma contundente com 0S Nnossos
resultados, a diminuicdo da expressdo de BAG2 levou ao aumento de pTau em células SH-
SY5Y submetidas a indugdo da hiperfosforilagdo da referida proteina por meio da diminuigdo

da temperatura do ambiente celular (hipotermia) (de Paula et al., 2016). O mesmo estudo
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revelou que a co-chaperona BAG2 responde de formas distintas de acordo com o tipo celular
analisado, o que também foi observado em nossas analises. Os resultados obtidos revelaram,
portanto que a rotenona foi capaz de levar a uma disfuncdo da co-chaperona BAG2 e da

proteina tau nos dois modelos celulares analisados.

Segundo Che et a., (Che et al., 2013), a co-chaperona BAG2 é essencial para a
estabilizacdo da proteina Pink-1, assim como também € capaz de diminuir a sua
ubiqutinizacdo (Qu et al., 2015). Trabalhos ndo publicados no laborat6rio demonstraram que o
tratamento com rotenona levou a disfuncdo mitofagica com 0,5nM de rotenona em cultura de
células da substancia negra. Com base nestes dados, e com o intuito de se avaliar se 0 modelo
de neurodegeneracdo utilizando a linhagem SH-SY5Y também apresentaria 0 mesmo padrao
de resposta, um Western blot para proteinas associadas a mitofagia foi realizado (Figura 34).
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Figura 34: Andlise dos niveis de proteinas associadas com a mitofagia em células SH-SY5Y néo
diferenciadas e diferenciadas com &cido retindico. Quantificacdo de amostras de cultura de SH-SY5Y néo
diferenciadas ou diferenciadas com acido retindico tratadas com 1uM de rotenona ou DMSO (controle), por 4.5
horas, e marcadas com o0s anticorpos para as proteinas Pink-1, Parkina e Tom-20 e B-actina ou Ponceau para
controle de loading, conforme indicado. Os dados sdo representados com média +S.E.M. de trés experimentos
independentes *p<0,05. Student t test.

Os dois grupos analisados mais uma vez responderam de forma diferente ao tratamento
com rotenona. O grupo das SH-SY5Y ndo-diferenciadas apresentou uma diminui¢do nos
niveis das proteinas Pink-1 e Parkina, o que sinaliza para um cenério oposto ao da ativacdo da
degradacdo mitocondrial (Figura 34). No entanto, como a marcacdo da proteina Tom-20 ndo
foi obtida com sucesso para este grupo, ndao é possivel concluir que mitofagia tenha sido

induzida nestas amostras. A auséncia da marcagdo da proteina Tom-20 torna impossivel
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afirmar que o nimero de mitocondrias permaneceu intacto, logo a reducdo das proteinas
associadas a mitofagia pode ser um reflexo direto da diminuicdo do nimero de mitocondrias

devido o tratamento com rotenona.

As SH-SY5Y diferenciadas, por sua vez, apresentaram um aumento significativo nos
niveis proteicos de Parkina [t(4)=4,311; p<0,05] e um leve aumento (ndo significativo) nos
niveis de Pink-1 (Figura 34). Estes dados apontam para a ativacdo da mitofagia para as células
diferenciadas em neur6nios (nimero de mitocondrias, expresso pelos niveis da proteina de
membrana mitocondrial Tom-20, mantiveram-se intactos), o que ilustra a sensibilidade destas
células aos efeitos citotoxicos da rotenona. E importante ressaltar que a parkina apresenta
outros papeéis além da visdo consenso como uma E3 ligase e sua funcdo na mitofagia.
Recentemente tem sido explorada a atuacéo desta proteina como um fator de transcri¢do para
diferentes genes, tendo sido comprovada o seu papel na inibicdo da expressdo do gene TP53
(da Costa, 2009; Duplan, 2013; da Costa, 2019) e a modulacdo da expressdo de outros dois
alvos transcricionais envolvidos na AD: as presinilinas 1 e 2, componentes do complexo da y-
secretase, enzima envolvida na clivagem da proteina APP nos peptideos AB (Duplan, 2013).
Os niveis da proteina LC3 foram acessados para este grupo, mas nenhuma diferenca

significativa foi observada (Figura 35).
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Considerando todos os resultados obtidos nesta sessdo é possivel concluir que, de forma
semelhante ao que acontece na cultura primaria de células das trés areas, o tratamento com
rotenona nas células SH-SY5Y levou a uma disfuncdo da proteina tau, elevando os niveis da
tau hiperfosforilada, e que, a co-chaperona BAG2 responde de forma diferente, de acordo

com os “diferentes tipos celulares” ao tratamento com o pesticida.
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3.2.3.3.  Anélise do papel da co-chaperona BAG2 nos niveis de Tau-total e pTau
em células SH-SY5Y ndo-diferenciadas e diferenciadas com &cido retindico

Em seguida, os dois grupos de células SH-SY5Y foram transfectadas com o plasmideos
eGFPBAG?2 (ou apenas com GFP, para controle) e tratadas com rotenona (Figuras 36 e 37),
com o intuito de analisar o efeito da superexpressao da co-chaperona sobre os niveis de pTau
e tau total nas células analisadas. De forma consistente com os resultados obtidos nesta
pesquisa, a superexpressdo da chaperona BAG2 ndo levou a modificages nos niveis das
proteinas autofagicas Beclina-1 e LC3 para as amostras de SH-SY5Y ndo-diferenciadas
(Figura 36A). A ANOVA de duas vias demonstrou que ndo ha efeito da rotenona sobre os
niveis de proteina pTau, assim como ndo h4 interacdo entre as duas varidveis independentes.
No entanto, a analise detectou uma tendéncia de aumento nos niveis de pTau juntamente com
a expressao de BAG2 [F(1,8)=4.25; p=0.07] (Figura 36C). Ao analisar o grupo de BAG2
dentro dele mesmo, foi possivel notar, por meio do teste t que houve uma diminuicdo
significativa nos niveis de pTau se comparado com o controle [t(4)=6.149;p<0.01) (Figura
36D).
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Figura 36: Anélise dos niveis de proteinas associadas a autofagia e pTau em células SH-SY5Y néo
diferenciadas. Imagens representativas de Western blot de amostras de células SH-SY5Y ndo diferenciadas
transfectadas com o plasmideo eGFPBAG2 (ou com GFP como controle) e tratadas com 1uM de rotenona por
4.5 horas, utilizando os anticorpos indicados (A e B). Quantificacdo das amostras obtidas em (B). Os niveis
proteicos ndo diferem estatisticamente entre si em nenhuma das condi¢des analisadas de acordo com a anélise de
variancia de duas vias (ANOVA) e pos-teste de Bonferroni para a comparagdo entre os grupos analisados (C).
Dados apresentados em (B) para pTau e tau total foram realizados dentro do grupo BAG2, tendo BAG2 DMSO
como controle. Student t test. **p<0,01 (D). Quantificacdo das amostras obtidas em (B) para a proteina Parkina
(E) e p62 (F). Os niveis proteicos ndo diferem estatisticamente entre si em nenhuma das condic6es analisadas de
acordo com a andlise de variancia de duas vias (ANOVA) e pos-teste de Bonferroni para a comparagao entre 0s
grupos analisados. Os dados sdo representados com media +S.E.M. de trés experimentos independentes.

A analise dos niveis das proteinas tau total e da sua forma hiperfosforilada nao

apresentaram modificacOes significativas com a superexpressédo de BAG2 para 0 grupo das

64



células diferenciadas com acido retindico (Figura 37A e 37B). A ANOVA de duas vias
demonstrou um efeito das varidveis rotenona [F(1.7)=83.86; p<0.0001] e BAG2
[F(1,8)=71.02; p<0.0001] assim como um efeito significativo na interagdo entre as duas
variaveis [F(1,7)=95.38;p<0.0001] sobre a razdo entre as proteinas pTau e tau total nas
amostras analisadas (Figura 37B). O pos-teste de Bonferroni mostrou que o tratamento com
rotenona em amostras que superexpressdo de BAG2 elevou os niveis de pTau/Tau total de
forma significativa (p<0.0001). Curiosamente, a marcagdo por meio do Western blot revelou
a existéncia da proteina tau hiperfosforilada com um peso molecular de 75kDa. A analise
desse grupo revelou um efeito significativo do tratamento com rotenona nas amostras
analisadas [F(1,8)=5,498; p<0.05] sem um efeito da superexpressdo de BAG2 (Figura 37B).
De forma diferente aos resultados obtidos para o grupo das ndo-diferenciadas, a analise dos
niveis de pTau e tau total dentro do grupo das células transfectadas com o plasmideo
eGFPBAG?2 ndo sofreram modificacdes significativas (Figura 37C), reforcando a hipotese de
que a co-chaperona BAG2 ¢ capaz de gerar diferentes respostas de acordo com o tipo celular
analisado. E importante lembrar que a superexpressio de BAG2 também ndo gerou
modificagdes significativas nos niveis da proteina pTau e tau total em cultura de células do
hipocampo tratadas com 1nM de rotenona (Figura 26). Estes dados sugerem, juntamente com
a literatura, que a BAG2 pode atuar em algum momento especifico da disfuncdo da proteina
tau e nd0 nos momentos anteriores a agregacdo, analisados na presente pesquisa. E importante
ressaltar que a analise das ndo-diferenciadas dentro do grupo das transfectadas com BAG2
(comparadas com BAG2 DMSOQ), revelaram uma diminuicdo significativa de pTau com o
tratamento com rotenona (Figura 36D), de forma contrastante ao efeito da rotenona nas

mesmas células ndo-submetidas ao processo de transfec¢do(Figura 33).

As proteinas Tom-20, Pinkl1 e Parkina foram analisadas com o intuito de se avaliar os
niveis de mitofagia nestas células (Figura 37E). As analises estatisticas ndo revelaram
diferencas na expressdo dos niveis de Parkina-1 nem de Pink-1, o que pode ser explicado pela
grande variacdo obtida entre as amostras. A variavel BAG2 diminuiu os niveis da proteina
Tom-20 de acordo com a analise ANOVA de duas vias [F(1,8)=9.706;p<0.05] (Figura 37E).
Os niveis de LC3Il também foram acessados para as amostras citadas, com o objetivo de se
avaliar a resposta autofagica gerada, no entanto, nenhuma diferenca estatistica foi encontrada,
no entanto, a superexpressao de BAG2 foi capaz de diminuir os niveis da proteina p62 (Figura
37D), sugerindo que a co-chaperona pode apresentar algum papel na modulagéo desta

proteina.
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Figura 37: Anélise dos niveis de proteinas associadas a autofagia e pTau em células SH-SY5Y
diferenciadas com acido retindico e BDNF. Imagens representativas de Western blot de amostras de células
SH-SY5Y diferenciadas com &cido retindico e BDNF transfectadas com o plasmideo eGFPBAG2 (ou com GFP
como controle) e tratadas com 1uM de rotenona por 4.5 horas, utilizando os anticorpos indicados (A).
Quantificacdo das amostras obtidas em (A) para os niveis das proteinas pTau e tau total, assim como a razéo
entre elas (B). Dados apresentados em (A) para pTau e tau total dentro do grupo BAG2, tendo BAG2 DMSO
como controle. (C). Quantificacdo das amostras obtidas em (A) para os niveis das proteinas para LC3Il e p62
(D). Quantificacdo das amostras obtidas em (A) para os niveis das proteinas Tom-20, Parkina e Pink-1 (E). Os
dados sdo representados com média +S.E.M. de trés experimentos independentes. Anélise de variancia ANOVA
de duas vias, com pos-teste de Bonferroni para os grupos GFP e BAG2 ou com o teste t para a anélise dentro do
grupo BAG2. A anélise de variancia de duas vias ANOVA, revelou que a chaperona BAG2 diminuiu 0s niveis
das proteinas p62 e Tom-20 nas amostras analisadas de forma significante (*p<0,05).
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3.2.3.4. A co-chaperona BAG2 ndo gera modificacbes nos niveis proteicos da
proteina a-sinucleina selvagem e mutante

Com base nos dados apresentados até o momento e com os resultados descritos no
proximo capitulo para a proteina DNAJB6, nos perguntamos se a co-chaperona BAG2
poderia exercer algum efeito sobre os niveis proteicos da proteina a-sinucleina (a-Sin), com o
intuito de averiguar se os efeitos observados até o0 momento poderiam ser substrato especifico.
Para testar essa hipotese, células SH-SY5Y foram diferenciadas com acido retindico e BDNF
por 8 dias. Posteriormente as células foram transfectadas com os plasmideos para a a-Sin
selvagem (WT) e com a mutagdo de ponto A53T, presente em casos de origem familiar da
doenca de Parkinson. As células foram mantidas por 48 horas e as proteinas foram extraidas
com tampéo de lise. Os resultados obtidos podem ser visualizados nas figuras 38 e 39.

De forma contundente com os resultados apresentados até 0 momento para as amostras de
SH-SY5Y, a co-chaperona BAG2 apresenta diferentes respostas de acordo com o tipo celular
analisado. Ceélulas SH-SY5Y néo-diferenciadas e diferenciadas ndo apresentaram diferenca
significativa entre as amostras analisadas quando as amostras foram comparadas com o
controle a-sin WT DMSO (Figuras 38 e 39). No entanto, ao analisar os grupos dentro deles
mesmos foi possivel notar que a transfec¢do com BAG2 elevou os niveis da proteina a-Sin
WT nestas células e ndo modificou os niveis da proteina a-sin A53T (Figura 38C e 38D). O
mesmo efeito foi observado para as amostras de a-sin WT nas células diferenciadas (Figura
39C), no entanto, os efeitos para a representante com a mutacdo de ponto foram opostos, no
qual a co-chaperona analisada levou a diminui¢do significativa dos niveis da proteina de a-sin
AS53T nestas células [t(4)=3.094; p<0.05] . Para 0 nosso entendimento, esta € a primeira vez
que os efeitos da co-chaperona BAG2 sdo demonstrados sobre os niveis da proteina de a-sin,

assim como o seu papel diferencial sobre a proteina a-sinucleina mutante.
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Figura 38: Expressdo da proteina a-sinucleina selvagem e com a mutacdo A53T em células SH-SY5Y néo
diferenciadas transfectadas com eGFPBAG2flag. Amostras de cultura de SH-SY5Y ndo-diferenciadas
transfectadas com os plasmideos para a-ainucleina (WT ou A53T) e com eGFPBAG2flag por 48 horas, €
marcadas com as proteinas indicadas (A). Quantificacdo dos dados obtidos em (A) (B). Quantificacdo dos dados
obtidos em (A) comparando o grupo a-sin(WT)-GFP (C) ou com a-sin(A53T)-GFP (D). Dados representados
com média + S.E.M. de trés experimentos independentes, com teste ANOVA de uma via seguido por pds-teste
de Bonferroni para (A) ou Student test para C e D. Os niveis proteicos ndo diferem estatisticamente entre si em

nenhuma das condi¢Bes analisadas.
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Figura 39: Expressdo da proteina a-sinucleina selvagem e com a mutacdo A53T em células SH-SY5Y
diferenciadas com acido retindico e transfectadas com eGFPBAG2flag. Amostras de cultura de SH-SY5Y
diferenciadas transfectadas com os plasmideos para a-ainucleina (WT ou A53T) e com eGFPBAG2flag por 48
horas, e marcadas com as proteinas indicadas (A). Quantificacdo dos dados obtidos em (A) (B). Quantificacdo
dos dados obtidos em (A) comparando o grupo o-sin(WT)-GFP (C) ou com a-sin(A53T)-GFP (D). Dados
representados com média + S.E.M. de trés experimentos independentes, com teste ANOVA de uma via seguido
por pos teste de Bonferroni para (A) ou Student test para C e D. *p<0,05.

Nosso modelo com as células da linhagem SH-SY5Y revelaram uma diminuicdo
significativa dos niveis de p62, somente para as células diferenciadas com superexpressao de
BAG2 (Figura 37D), sendo que a resposta gerada nas células ndo-diferenciadas foi similar a
resposta da regido hipocampal, apesar desta resposta ndo ter sido significativa (Figura 36F).
Sabe-se que 0 a p62 € capaz de induzir a autofagia e que a sua falha leva a agregacdo de
proteinas mal enoveladas (Liu et al., 2017), e que também é capas de inibir a autofagia na
presenca de altos niveis de aminoacidos pois promove a ubiqutinacdo do mTOR (Sanchez-
Martin and Komatsu, 2018) logo, a andlise dessa proteina, dentro de um contexto doenca
especifica, é fundamental para o entendimento das consequéncias celulares decorrentes na

modificacdo dos seus niveis proteicos.

O acumulo da a-sin, na PD, induz a agregacdo da p62 que é necessaria para a degradacao
da propria a-sin (Wu et al., 2015). No nosso modelo, a superexpressdo de BAG2 foi capaz de
levar a diminuigdo nos niveis da proteina o-sin A53T somente em células diferenciadas com

acido retindico (Figura 39D). Camundongos deficientes em Parkina acumularam p62 em
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neurdnios dopaminérgicos (Song et al., 2016) e a parkina ubiquitina a proteina p62. A
inibicdo anormal de p62 pode ser inibida pela chaperona DJ-1 que € expressa em resposta ao
estresse oxidativo e que a mutacdo em seu gene esta associada a uma forma familiar de PD
(Maita et al., 2013). Curiosamente, um estudo realizado em 2015 demonstrou que os efeitos
protetores da co-chaperona BAG2 em células SH-SY5Y tratadas com 50mM de MPP+ por 48
horas eram dependentes da DJ-1 (Song et al., 2015).

Em contrapartida, a diminuicdo dos niveis de p62 funcional foi detectado em pacientes
com Alzheimer, com uma diminuicdo da autofagia e um acimulo de proteina tau e peptideos
AP (Tanji et al., 2014), e que a diminuicdo dos niveis de p62 levaram a diminuicdo da
degradacdo da pTau ubiquitinada ((Jung et al., 2013). Logo, 0o aumento da p62 pode ser
efetivo no contexto especifico da AD (Liu et al., 2017). Também de forma contrastante com a
PD, o aumento da mitofagia na AD pode levar a deterioracdo sindptica e degeneracdo axonal
com acumulo da proteina tau nos neurénios que também afeta a deplecdo de parkina (Liu et
al., 2017). Uma interacdo com a p62 poderia permitir a marcacao especifica de substratos pela

BAG?2 para a degradacéo via autofagia.

Em suma, os resultados obtidos nesta se¢do corroboram a hipdtese proposta pelo grupo do
nosso colaborador de que a co-chaperona BAG2 apresenta papéis e fungdes especificos para o
tipo celular, substrato proteico e regido cerebral em que estd sendo expressa. Mais estudos
devem ser realizados para se avaliar quais 0s mecanismos que permitem este efeito da co-

chaperona BAG2 neste contexto célula e substrato especifico.
4. CONCLUSAO

Em suma, este trabalho possibilitou a melhor caracterizacgdo do modelo de
neurodegeneracdo esporadica proposto pelo laboratério, assim como permitiu evidenciar que
a co-chaperona BAG2 apresenta papéis e funcdes especificos para o tipo celular, substrato
proteico e regido cerebral em que esta sendo expressa. De forma mais especifica, o presente
trabalho demonstrou que:

1. A disfuncdo autofagica precede a formacdo de agregados proteicos em células do

hipocampo.

2. O tratamento com rotenona em células da linhagem SH-SY5Y mimetizam a disfuncéo

da proteina tau, tanto em células ndo-diferenciadas como diferenciadas em neur6nios.
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O tratamento com 1nM de rotenona levou a disfungdo da proteina tau, aumento nos
niveis de Parkina e diminuicdo nos niveis proteicos de BAG2 enddgena de forma
semelhante aos resultados obtidos para a SH-SY5Y n&o-diferencadas.

A co-chaperona BAG2 elevou os niveis proteicos de p62 em cultura de células do
hipocampo, locus coeruleus e SH-SY5Y n&o-diferenciadas (ndo significativo), o que
sugere a marcacdo especifica de substratos pela co-chaperona analisada.

A superexpressdo de BAG2 elevou os niveis proteicos de p62 e diminuiu a razéo
LC3II/LC3I em células do hipocampo, 0 que sugere uma ativacdo autofagica nesta
regido.

A co-chaperona BAG2 gerou um efeito inverso nas células SH-SY5Y diferenciadas,
assim como nas células de substancia negra, com diminui¢do nos niveis da proteina
p62.

A superexpressao de BAG2 levou a diminuicdo dos niveis da proteina asinucleina

A53T somente em células SH-SY5Y diferenciadas.
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5. FIGURA SUPLEMENTAR

Figura S1: Revelagdo do teste de reatividade da proteina PINK-1. Filme contendo amostras de hipocampo,
substancia negra e locus coeruleos de ratos neonatos e idosos além do controle positivo para a referida proteina
(amostra de musculo) utilizado no processo de padronizagdo. A marcagdo de PINK-1 destas amostras estdo
marcando acima do peso esperado (66kDa). Experimento realizado pela aluna Karla Pacheco de Melo.
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CAPITULO 111 — EFEITO DAS PROTEINAS DNAJs, EM ESPECIAL A DNAJBS,

SOBRE A PROTEINA a-SINUCLEINA SELVAGEM E MUTANTE EM CELULAS
HEK?293T E SH-SY5Y

1. INTRODUCAO

A regulacdo do controle de qualidade proteico é mediada por chaperonas que atuam
facilitando a conformagdo proteica, o0 transporte proteico através de membranas, o
redobramento proteico, assim como o seu refolding e degradagdo (Kampinga and Craig,
2010).

As heat shock proteins (HSPs) sdo o maior grupo de chaperonas, sendo que muitas atuam
prevenindo a agregacdo proteica. A classe das heat shock 70kDA (Hsp70s) formam um dos
grupos mais importantes da maquinaria das chaperonas, atuando em inimeras reacdes, sendo
estudadas em grandes detalhes dentro do conceito da supressao da agregacéo proteica (Gao et
al., 2015; Suh et al., 1998). A maquinaria da Hsp70 requer, aléem da prépria Hsp70, membros
da familia das DNAJ/Hsp40 e dos fatores de troca de nucleotideos (nucleotide exchange
factors - NEF/Hsp110), como ja citado na introducdo geral desta pesquisa.

As DNAJs se ligam a Hsp70 por meio de um dominio conservado de histidina-prolina-
aspartato, localizado no dominio J, e estimulam a atividade de ATPase da Hsp70. Tem-se
sugerido que as DNAJs sdo as primeiras a se ligarem ao substrato com o posterior
recrutamente da Hsp70 (Suh et al., 1998). Nesse sentido, DNAJs determinam a especificidade
da maquinaria da Hsp70. Demonstrou-se recentemente que a DNAJB6, um dos 41 membros
da familia das DNAJ, atua suprimindo a agregagdo da a-sin de forma dependente da Hsp70
(Aprile et al., 2017). Dados anteriores também demonstraram a importancia da regido rica em
serina/treonina (S/T) para os efeitos anti-agregadores da DNAJB6 em modelos de agregacéo
com poly-Q (Hageman et al., 2011; Kakkar et al., 2016). Adicionalmente, a DNAJB6 também
esta presente no centro dos corpos de Lewy na regido da substancia negra e do cdrtex no
cérebro post-mortem de pacientes com PD (Durrenberger et al., 2009), e esta superexpressa
em astrdcitos presentes na regido da substancia negra (Ward, 2002). O mesmo estudo também
mostrou que outro membro da familia J, a DNAJB2, estad superexpressa em astrocitos, e atua
direcionando cargas ubiquitinadas para degradacdo, além de apresentar propriedades anti-
agregacao (Ward, 2002). Sugere-se que ambas — DNAJB6 e DNAJB2 — atuem via degradacéo

proteassomal.
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Em suma, essas descobertas sugerem que certas combinagcfes de DNAJs podem direcionar
a maquinaria da Hsp70 para clientes especificos, dentre eles a-sin. Neste trabalho, foram
realizadas conexdes especificas entre diferentes DNAJBs (com foco principal na DNAJB6) e
seus efeitos sobre a a-sin selvagem e com a mutagdo AS53T, presente em casos da PD de

origem familiar.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.  Culturacelular

As células das linhagens HEK293T e SH-SY5Y foram mantidas em meio DMEM
((Sigma-Aldrich) suplementadas com 10% de soro fetal bovino (FCS, Sigma-Aldrich) e 1%
de penicilina e estreptomicina (P/S). Quando atingida a confluéncia de 70 a 80%, as células
foram transferidas para outra placa/garrafa usando tripsina/EDTA (Lonza) com base no
protocolo de cultura de células padrdo. Proporcoes de divisdo de 1/20 a 1/40 foram utilizadas

para garantir densidades similares entre as linhagens.

2.2.  Plasmideos utilizados

As células HEK293T e SH-SY5Y foram co-transfectadas com plasmideos contendo as
sequéncias da proteina a-sin WT ou a A53T com adi¢do da cauda GFP (ANEXO X) e diferentes
plasmideos para as DNAJs contendo uma tag V5. Para testar a hipotese da modulacdo da o-sin
mediada pela DNAJB6 dependente da via da N-end rule plasmideos contendo a sequéncia da a-
sin com um residuo de arginina na porcdo N-terminal, ao invés da metionina, foi utilizado
(Figura 7B). Por fim, para salientar a importancia da interacdo entre a DNAJB6 e a proteina a-
sin foram utilizados plasmideos da DNAJB6 contendo mutagdes na regido S/T (Kakkar et al.,

2016), fundamental para o reconhecimento do substrato.

2.3. Diferenciacdo neuronal das células SH-SY5Y
Para diferenciar a linhagem de células de neuroblastoma SH-SY5Y em células neuron-

like, as células foram plaqueadas a uma densidade de 2x10* cells/cm? em placas pré-tratadas
com poli-D-lisina (PDL). No dia seguinte, as células foram expostas a 10uM de &cido
retindico (Sigma) com DMEM suplementado com 10% de FCS por 5 dias, ap0s este periodo,
0 meio foi trocado por DMEM contendo 10ng/ml de BDNF (Peprotech) para promover o

crescimento das extensdes neurais.
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2.4.  Determinacdo da agregacdo da a-sin em células HEK293T e SH-SY5Y
Como a proteina a-sin geralmente ndo agrega espontaneamente em células ndo-neuronais,

foram utilizadas algumas abordagens com o intuito de acionar sua agregacdo, incluindo a
inibicdo do proteassomo e da autofagia, ou diminuicdo da expressdao da DNAJB6 (que foi
demonstrando que aumentava a propensdo da a-sin para formar agregados - (Aprile et al.,
2017)).

Em diferentes momentos apds a co-expressao da a-sin/chaperonas, a agregacao da a-
sin foi analizada com métodos bioquimicos de fracionamento proteico, seguido por western
blot para a deteccdo da a-sin e das respectivas chaperonas utilizadas no experimento.
Adicionalmente, foi empregado o filter trap assay — amplamente utilizado no laboratério do
prof.Kampinga para a detec¢do de proteinas com repeticbes poli-Q (Eenjes et al., 2016;
Mansson et al., 2014)- para a determinacdo da agregacdo da o-sin nos modelos analisados.
Em paralelo, as células foram analisadas em microscopia confocal para inclusdes de a-sin.
Para tanto, as células foram fixadas com paraformaldeido 2% por 20 minutos em temperatura
ambiente (TA), seguida por trés lavagens com PBS. As amostras foram permeabilizadas e
blogueadas com PBS contendo 0.1% Triton X-100, 1% BSA e 5% soro normal de cabra por
60 minutos em T.A. Posteriormente, as células fora incubadas com o anticorpo anti-MAP2
(para SH-SY5Y diferenciadas, 1:1000; Abcam) e anti- a-sin (1:500; Invitrogen), por 1 hora
em T.A, seguida pela incubacdo dos anticorpos secundarios fluorescentes (1:400) e DAPI

para marcacao nuclear. As imagens foram adquiridas utilizando microscépio confocal.

2.4.1. Protocolo de fracionamento proteico
Protocolos de fracionamento utilizando NP40 ou SDS foram utilizados nesta pesquisa.

Fracionamento com NP-40
Vinte e quatro horas ap0ds a transfeccdo, as células foram removidas com tampéo de

lise contendo 50mM Tris-HCI pH8.0, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1%NP-40 (Igepal-Ca 630,
Sigma) e coquetel inibidor de protease (Roche). O lisado celular foi sonicado com input de
50% por 5 segundos. Em seguida a concentracdo proteica foi obtida por meio do ensaio
proteico DC (Bio-Rad), e uma parte foi mantida como a fracdo total (T — input). O volume
remanescente foi centrifugado a 20.000g por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado
como a fragdo soltvel (S). O pellet foi lavado uma vez com o tampéo de lise sem 0 NP-40 e,
apos outra centrifugacdo a 20.000g por 30 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet
foi ressuspendido com 1/3 do volume inicial do tamdo de lise, seguido por sonicagéo,
repesentando a fragdo do pellet (P). Para todas as fragdes foi adiciona sample buffer Laemmli
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4x (8% SDS, 40% glicerol, 20% p-mercaptoetanol, 0,001% azul bromofenol) e as amostras

foram fervidas por 5 minutos e mantidas por -20°C até o uso.

Fracionamento com SDS

Todos os passos foram realizados como no protocolo da NP-40, com a adi¢do de uma
solubilizacdo extra com SDS. Uma parte dos lisados de cada amostra foram mantidas como a
fracdo total (T, input). O volume restante foi centrifugado a 20.000 g por 30 minutos a 4°C e
0 sobrenandante foi retirado e mantido como a fracdo solivel 1%NP-40. O pellet foi lavado
uma vez com o tampéo de lise sem o detergente, seguido pela adi¢do do tampdo contendo 2%
SDS. Apo6s outra centrigugacdo de 20.000g por 30 minutos em T.A. e o sobrenandante foi
retirado e mantido como a fragéo soltvel 2% SDS. O pellet final foi ressuspendido em 1/3 do
volume inicial do tamp&o de lise sem detergente e, posteriormente foi sonicada e mantida
como a fragdo pellet (P). Os passos restantes foram realizados de acordo com o protocolo de
fracionamento NP-40.

2.4.2. Ensaio Filter trap

Vinte e quatro ou 48 horas apds a transfeccdo as células foram lavadas com PBS e
extraidas com tampéo de lise (PBS 0.05% Triton X-100 e coquetel inibidor de protease) ou
tampao de lise especifico para filter trap (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 2% SDS),
e transferidas para uma membrana de acetato (tamanho do poro 0.2 um, GE Healthcare,
Uppsala, Sweden) em um dispositivo Dot-Blot de vacuo. O material agregado foi capturado
na membrana e lavada duas vezes com tampéo do filter trap contendo 0.1% SDS. Ap0s este
procedimento, as membranas foram bloqueadas com PBS e leite 5% e incubadas com 0s

anticorpos apropriados.

2.4.3. Inibicdo do proteassomo e autofagia
Para testar se as chaperonas aceleravam a degradacdo da a-sin (WT e A53T), foram

usados inibidores do proteassomo (MG132 ou Bortezomida) ou uma combinacdo de
inibidores da autofagia (bafilomicina Al, E64d e pepstatina A). o bloqueio proteassomal foi
validado por western blot com o anticorpo contra proteinas ubiquitinadas (FK-2, 1:1000;
Sigma). A inibicdo do fluxo autofagico foi validada com o anticorpo anti-LC3 (para LC3I e

LC3I1) por western blot.
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2.5.  Analise estatistica
Os resultados foram avaliados por anélise de variancia (ANOVA) de uma via usando o

programa GraphPadPrism para Windows (versdo 5.0, GraphPadSoftware, San Diego,
Califérnia, USA), foi adotado o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeitos da DNAJB6 sobre a expressdo da proteina a-sinucleina

A proteina DNAJB6 esta presente em todos os metazoarios, mas suas funcbes
fisiopatoldgicas ainda ndo foram desvendadas. Estudos recentes demonstraram um papel
protetor desta chaperona contra a formacéo de placas amiloides (Bason et al., 2019; Gillis et
al., 2013; Kakkar et al., 2016; Mansson et al., 2014; Sarparanta et al., 2012) e, em humanos,
mutacdes no gene da DNAJB6 causa um tipo de distrofia muscular com a formagdo de
estruturas amiloides em células musculares. Apesar dos estudos recentes terem focado no
papel da DNAJB6 na supressdo da agregacdo de proteinas poliQ em diferentes modelos
(Kakkar et al., 2016) , é possivel que esta chaperona apresente um papel na agregacdo de
outras proteinas associadas com doengas, como a AD e a PD. Com base nestas evidéncias,
foi-se avaliado os efeitos da superexpressdao da HSP40 DNAJB6b sobre a agregacgéo proteica
da proteina a-sin. O protocolo de fracionamento com diferentes detergentes (1%NP-40 e
2%SDS) foi utilizado para a obtencdo dos lisados provenientes de células da linhagem
HEK293T transfectadas com os plasmideos para a-sin-GFP (WT ou com a mutacdo A53T)
com ou sem a co-transfec¢do com o constructo V5-DNAJBG6b por 48 horas. Parte da a-sin foi
encontrada na fracdo insoltivel 2% SDS, o que sugere a agregacdo proteica (Figure 40, pellet).
A co-expressdo com a DNAJB6b ndo modificou o padrdo de insolubilidade da a-sin
(WT/A53T)-GFP (Figura 40).
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Figura 40: Protocolo de fracionamento proteico com diferentes detergentes. Imagens representativas de
Western blot para as fracdes total, 1% NP-40, 2% SDS e pellet obtidas de células HEK293T co-transfectadas
com GFP ou a-sin-GFP (WT ou A53T) com ou sem a co-transfeccdo com o plasmideo VV5-DNAJB6b por 48
horas, utilizando os anticorpos indicados. Os graficos referem-se a quantificagdo dos niveis proteicos de a-sin
(obtidos pela marcacdo com o anticorpo anti-a-sin) para o-sin(WT)-GFP e a-sin(A53T)-GFP nas fracdes
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indicadas. Dados mostrados como média + S.E.M. de cinco (para as fragdes total e 1%NP-40) ou trés (para as
fracOes 2% SDS e pellet) experimentos independentes. Os niveis proteicos ndo diferem estatisticamente entre si
em nenhuma das condicdes analisadas de acordo com a analise de varidncia de uma via (ANOVA) e 0 pos-teste
de Dunnet’s para a comparagdo entre 0s grupos.

3.2.  Inibicdo da autofagia em diferentes modelos celulares
Inimeros trabalhos tem demonstrado a importancia da autofagia para a agregacéao e

degradacdo da a-sin (Cuervo, 2004; Wang et al., 2015). Para testar estes efeitos no nosso
modelo, a autofagia foi inibida quimicamente em células HEK293T superexpressando a
proteina a-sin com ou sem a co-expressdo da chaperona DNAJB6b por 24 horas (Figura
41A). Nenhuma diferenca foi encontrada entre as fragdes soltvel e insollvel com o detergente
NP-40 apds 6 horas de inibicdo autofagica em amostras de células expressando somente a
proteina a-sin-(A53T)-GFP (que apresenta maior poder de agregacdo) ou em combinagéo
com V5-DNAJB6b (Figura Suplementar 2). A analise da marcacdo da proteina LC3, no
entanto, ndo demonstrou acumulo da fracdo LC3Il quando comparada com as amostras
controle tradadas com DMSO, o que sugere que a inibicdo da autofagia provocada nao foi

suficiente para promover uma diminuicdo significativa para esta via de degradacao.

Trabalhos anteriores do laboratério demonstraram um acumulo expressivo da proteina
LC3Il em células HEK293T tratadas com o coquetel inibidor de autofagia por 24 horas
(Figura Suplementar 3). O protocolo foi testado e um aumento singelo dos niveis de LC3II foi
observado (Figura 41A). E possivel notar que o tratamento com as substancias bafilomicina
A, E64d e pepstatina A ndo gerou modificagdes significativas nos niveis da proteina a-
sin(WT). No entanto, € possivel notar um aumento nos niveis da proteina mutante A53T. Em
ambos 0s casos, a co-expressdo com a DNAJB6b levou a diminuicdo dos niveis proteicos de
a-sin independente do tratamento para inibir a autofagia. Essas descobertas sugerem que a
modulacdo dos niveis da o-sin pela DNAJB6 pode ser independente da via de degradacédo

autofagica.

Com base nos dados obtidos referentes a diminuicdo dos niveis de o-sin com a co-
transfeccdo da DNAJB6b, foi analisado o mesmo protocolo na linhagem de neuroblastoma
SH-SY5Y, que é comumente utilizada como modelo para a PD. Inicialmente, células ndo-
diferenciadas foram utilizadas para analisar o potencial modulatério da DNAJB6b sobre os
niveis totais da a-sin (Figura 41B e 41C). Em ambos os casos (WT e A53T), a superexpresséo
da DNAJB6b em combinagdo com a inibicdo da autofagia levou a redugdo dos niveis totais da
a-sin, e tal efeito foi mais forte para a versdo mutante A53T. Curiosamente, a superexpressao

da DNAJBS, por si sd, levou ao aumento dos niveis de a-sin(WT).
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O préximo passo foi avaliar se a mesma resposta seria observada em células SH-SY5Y
diferenciadas com &cido retindico e BDNF. Apds 10 dias de diferenciacdo, as células
transfectadas transientemente (com os plasmideos GFP ou WT e A53T a-sin-GFP)
mostraram-se positivas para o marcador neuronal MAP2 (dado ndo mostrado). O Western blot
das amostras, no entanto, ndo detectou a presenca da proteina a-sin-GFP, somente a fracdo
endogena da a-sin (Figura Suplementar 4B), o que salienta a necessidade da utilizacdo de
linhagens estaveis expressando a proteina a-sin.
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Figura 41: DNAJB6b selvagem reduz os niveis proteicos de a-sin-GFP apos 48 horas em células HEK293T
e SH-SY5Y ndo-diferenciadas. Design experimental da inibicdo da autofagia por 48 horas (A). Imagens
representativas de Western blot de amostras de células transfectadas com GFP ou a-sin-GFP (WT e A53T) com
ou sem a co-expressdo da chaperona V5-DNAJB6b por 48 horas em células HEK293T (B) ou SH-SY5Y (C)
tratadas com inibidores de autofagia (bafilomicina A, pesptatina A e E64d) por 24 horas ou com DMSO como
controle, utilizando os anticorpos indicados. Quantificagdo dos dados obtidos em B com a a-sin(WT)-GFP
DMSO como controle (D). Dados apresentados como média + S.E.M. de dois experimentos independentes.
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3.3. Efeitos da chaperona DNAJB6b sobre a a-sinucleina com a presencga de
uma arginina na porg¢éo N-terminal

Aprile et al., (2017) observou que a chaperona DNAJB6 poderia suprimir a agregagédo
da a-sin em um modelo celular, o que levantou a hip6tese de que a chaperona em questdo
poderia modular os niveis proteicos totais e/ou a solubilidade da a-sin. O mesmo estudo
demonstrou que células knockout para DNAJB6 (DNAJB6 KO) formavam mais punctas de a-
sin do que células expressando DNAJB6 endogena. Um experimento muito similar foi
realizado nesta pesquisa, também com células DNAJB6 KO, mas nenhuma puncta foi
observada (Figura S5C). No entanto, Aprile et al., (2017) utilizou uma linhagem estavel de
células expressando a-Sin-DsRed2, enquanto que as nossas células superexpressavam o-sin-
GFP de forma transiente. Eles também demonstraram em experimentos in vitro com proteinas
purificadas, que a adicdo da HSP70 em conjunto com a DNAJB6 promoveram a inibicdo mais
eficiente da formacdo de fibrilas de a-sin, quando comparadas somente com Hsp70,
proporcionando alguns insights sobre como os diferentes componentes da maquinaria da

Hsp70 atuam de forma sinérgica para suprimir a agregacéo da a-sin.

Curiosamente, resultados anteriores do grupo do prof. Kampinga, sugeriram que a
DNAJB6b apresenta um papel na via de degradacéo da N-end-rule que opera via proteassomo
(Figura Sumplementar 5A). A via da N-end-rule compreende um set de sistemas proteoliticos
que reconhecem proteinas contendo a presenca de sinais para degradacdo na regido N-
terminal (chamados de N-degrons), levando para a degradacdo via proteassomo dessas
proteinas (Oh et al., 2017). Estes resultados permitiram levantar a hipotese de que a
DNAJB6b poderia modular os niveis de o-sin especificamente por esta via de degradacao.
Visando obter evidéncias para corroborar esta hipétese, os constructos de a-sin marcadas com
GFP fora utilizados, mas o primeiro residuo de metionina foi substituido por residuo de
arginina (apresentados a partir deste momento como a-sin(WT)-arginina-GFP e a-sin(A53T)-
arginina-GFP), em células HEK293T, atuando portanto, como um sinal degron para esta via.
Enquanto que a DNAJB6b ndo modulou os niveis totais dos constructos de a-sin sem o
residuo da arginina na porcdo N-terminal, ela foi capaz de diminuir de forma eficiente os
niveis dos substratos marcados para a via da N-end-rule (ambos, a-sin(WT)-arginina-GFP e
a-sin(A53T)-arginina-GFP; Figura 42A). As células foram fixadas com paraformaldeido 2% e
analisadas em microscopia de fluorescéncia (Figura 42B e 42C). E possivel notar a presenca
de algumas punctas, especialmente nas amostras expressando a a-sin mutante A53T, 0 que se

assemelha ao padrdo de pequenos agregados. O mesmo experimento foi realizado com células
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HEK293T knockout para DNAJB6 (DNAJB6 KO), no entanto, nenhuma puncta GFP-positiva
foi encontrada (dados ndo mostrados). Os niveis proteicos das variantes da a-sin-arginina nas
células HEK293T selvagem e DNAB6 KO foram acessadas por Western blot (Figura 43A).
Os resultados obtidos corroboraram as imunofluorescéncias, sugerindo que a co-expressao
com a DNAJB6b resultou numa diminui¢cdo nos niveis de GFP nas células transfectadas com

0s constructos a-sin-arginina-GFP (Figura 43B).

Para testar se este modelo celular era capaz de induzir a agregacdo de a-sin-arginina-GFP
e se a co-transfeccdo com DNAJB6b era capaz de resgatar este fen6tipo, um ensaio de filter
trap foi realizado, no entanto, nenhuma banda foi detectada, 0 que pode sugerir que a proteina
a-sin(WT)-arginina-GFP é soltvel e ndo forma agregados neste modelo, ou que o protocolo
para este ensaio requer outras otimizacdes para detectar a agregacdo de a-sin (dados nédo

mostrados).
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Figura 42: Efeito da DNAJB6 sobre o0s niveis proteicos de a-sin-arginina-GFP. Imagens representativas de
Western blot de células transfectadas com o vetor vazio (Frt-to), GFP, a-sin(WT)-GFP, a-sin(A53T)-GFP, a-
sin(WT)-arginina-GFP ou a-sin(A53T)-arginina-GFP e co-transfectadas ou ndo com V5-DNAJB6b, e marcadas
com os anticorpos indicados (A). Imagens de imunofluorescéncia de células vivas transfectadas com GFP, a-
sin(WT)-arginina-GFP ou a-sin(A53T)-arginina-GFP com ou sem a co-expressao de V5-DNAJB6b por 24 horas
em células HEK293T (20 e 63X). Flechas amarelas apontam para estruturas em forma de puncta (B).
Quantificacdo do dado obtido em B (C).
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Figura 43: Diminuicdo nos niveis de a-sin(WT)-arginina-GFP e a-sin(A53T)-arginina-GFP em células
superexpressando DNAJBG6b. Os niveis de GFP foram acessados por Western blot em amostras extraidas com
buffer RIPA 0.1% SDS (A). Quantificacdo dos dados obtidos em A para a intensidade de GFP (B). Os grupos
co-transfectados com DNAJB6 foram comparados com os grupos transfectados somente com a-sin(WT)-
arginina-GFP ou a-sin(A53T)-arginina-GFP extraidos com RIPA 0.1% SDS. Resultados obtidos como
porcentagem do controle (WT e A53T) + SD de dois experimentos.

3.4. A regido rica em S/T da DNAJB6 ¢ necessaria para a degradacdo da a-
sinucleina-arginina-GFP

Dados anteriores do grupo do professor Kampinga revelaram a importancia de uma
regido conservada rica em serina/treonina (S/T) no dominio C-terminal da chaperona
DNAJB6 para a supressdo da agregacdo de proteinas poliQ e para a inibicdo da sua nucleagédo
primaria (Hageman et al., 2011; Kakkar et al., 2016), sugerindo que a regido em questao € o
dominio de ligacdo ao substrato da chaperona DNAJB6. Recentemente demonstrou-se
também o papel desta regido na inibicdo da formacdo de fibrilas do peptideo Ap com 42
aminoacidos (Mansson et al., 2018). Kakkar et al (2016) gerou mutantes da proteina
DNAJB6b em que 6, 13 ou 18 residuos S/T foram substituidos por residuos de alanina —
denominados de mutantes M1, M2 e M3, respectivamente (Figura 44A). Os resultados
obtidos até o momento, demonstraram que a DNAJB6b selvagem mostrou-se eficiente em
promover a degradacdo do substrato a-sin-arginina-GFP (para ambas as variantes, WT e
A53T). Logo, decidimos testar se a regido rica em S/T também apresenta algum papel na

degradacgéo do substrato a-sin-arginina-GFP. Os resultados obtidos com Western blot para a
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DNAJB6 WT mostrou uma redugdo significativa nos niveis de o-sin(WT/A53T)-arginina-
GFP (salientando a reprodutibilidade dos resultados obtidos até 0 momento), mas que 0s trés
mutantes analisados, M1-M3, foram incapazes de reproduzir o mesmo fenétipo (Figuras 44B-
D). Nenhuma diferenga foi encontrada entre a DNAJB6b WT e seus mutantes em relacéo aos
niveis da variante mutada A53T (Figura 44D).
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Figura 44: Mutantes da proteina DNAJB6b sdo incapazes de reduzir os niveis proteicos de a-Sin(WT)-
arginina-GFP em células HEK293T. Sequéncia de aminoacidos da proteina DNAJB6b selvagem com o0s
residuos S/T sublinhados (WT), e as suas respectivas variantes mutantes (M1-M3), com 6, 13 e 18 residuos S/T
substituidos por alanina (A) sublinhados (modificado de Kakkar et al., 2016) (A). Western blot dos extratos
celulares transfectados com a-sin-arginina-GFP (WT ou A53T) e V5-DNAJB6 (WT ou mutantes M1-M3),
marcadas com os anticorpos indicados (B). Quantificacdo dos dados em (B) (C). ***p<0.001, ****p<0.0001,
comparado com o controle (E.V. a-SinWT-arginina-GFP); #p<0.05 comparado com WT DNAJB6b. Anélise de
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variancia de duas vias ANOVA com pos-teste de Tukey (média £ SD de trés experimentos independentes).
Quantificacdo dos dados obtidos em (B) comparando o grupo a-sin(WT)-arginina-GFP (D) ou com a-sin(A53T)-
arginina-GFP (E). Dados apresentados como média + S.E.M. de trés experimentos. Analise de variancia de uma
via (One-way ANOVA) com pos-teste de Tukey. *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001 e ****p<0.0001 comparado
com o controle (E.V.); #p<0.05, ##p<0.01 comparado com WT DNAJB6b.

Com o intuito de se analisar de forma mais completa o efeito dos mutantes da DNAJB6b
sobre a supressao da agregacdo do nosso substrato contendo o residuo de argina, um ensaio de
filter trap foi realizado, no entanto, os resultados utilizando o protocolo vigente ndo foi
informativo, sugerindo que a proteina a-sin-arginina-GFP ndo forma verdadeiros agregados

proteicos, ou que o ensaio necessita de melhor otimizacéo.

3.5. Efeito de outros membros do grupo DNAJs/HSP40 nos niveis proteicos de
a-sinucleina-arginina-GFP
Para investigar se outras chaperonas da familia DNAJ/HSP40 também podiam levar a
uma diminuigdo nos niveis da proteina a-sin-arginina-GFP, células HEK293T foram co-
transfectadas com diferentes DNAJs (marcadas com a tag V5) e com a a-sin(A53T)-arginina-
GFP. Entre todas as DNAJs testadas, a DNAB6b WT foi a que demonstrou maior eficiéncia
na reducdo dos niveis da proteina analisada, seguida pela DNAJB1 e DNAJB2a (Figura 45).
Como demonstrado anteriormente nesta pesquisa, as mutantes para DNAJB6b ndo foram
efetivas em reduzir os niveis proteicos da a-sin(A53T)-arginina-GFP, quando comparadas
com a amostra co-transfectada com o vetor vazio (E.V.- amostras controle). E importante
ressaltar que a co-expressdo de algumas DNAJs (DNAJB4 e DNAJAL) provocaram o efeito
oposto ao da proteina DNAJB6b, levando ao aumento dos niveis proteicos de a-sin(A53T)-
arginina-GFP. Analisados de forma conjunta, os dados obtidos sugerem que, apesar de nédo
exclusivo, a diminuicdo do niveis do substrato a-sin(A53T)-arginina-GFP foi realizado de
forma mais eficiente pela agdo da chaperona DNAJB6b WT (p<0,05), do que se comparado

com as outras representantes da familia das DNAJs.
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Figura 45: DNAJB6b WT é a DNAJ mais eficiente em reduzir os niveis da proteina a-sin(A53T)-arginina-
GFP em células HEK293T. Western blot de células transfectadas com a-sin(A53T)-arginina-GFP e diferentes
plasmideos VV5-DNAJ marcadas com os anticorpos indicados (A). Quantificacdo dos dados obtidos em (A) (B).
*p<0.05; teste Kruskal-Wallis com pds-teste Dunn’s (média + S.E.M. de trés experimentos independentes).

3.6.  Inibicdo do proteassomo com bortezomida e MG132 em células HEK293T

para inducdo da agregacao de a-sinucleina-arginina-GFP
Para tentar induzir a agregacao do substrato a-sin-arginina-GFP por meio da perturbagdo
da homeostase proteica, foi-se inserido diferentes inibidores do proteassomo em células
HEK293T. As células foram tratadas com as substancias bortezomida ou MG132 (Figura 46)
por 6 e 15 horas, respectivamente. Nenhuma diferenca foi encontrada no que diz respeito a
formacdo de puncta com os tratamentos de 0.1uM de bortezomida ou 5uM de MG132,

quando comparado com as amostras sem tratamento. Os niveis proteicos foram acessados por
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Western blot para ambos os tratamentos (Figura 46A e 46B). Com o objetivo de investigar se
0 tratamento com a bortezomida levava a insolubilizagdo da o-sin-arginina-GFP, um
protocolo de fracionammento proteico foi realizado utilizando diferentes detergentes (Figura
suplementar S6), mas apenas um arraste nas amostras expressando somente GFP (amostras
controle) foi observado, o que sugere que a tag de GFP poderia formar agregados de forma
espontanea (i.e., sem a necessidade da proteina a-sin) e que talvez possa afetar o padrdo de
insolubilidade da proteina a-sin, indicando que a inibicdo do proteassomo ndo gerou qualquer
efeito no modelo proposto. O tratamento com MG132, por sua vez, diminui os niveis de a-
sin-arginina-GFP (WT e A53T), o que pode indicar um aumento na via de degradacao
autofagica em decorréncia do tratamento, causando a degradacdo acelerada da proteina a-
sin(A53T)-arginina-GFP (Figura 46B). A inibicdo proteassomal com MG132 resulta na
diminuicdo da proliferacdo celular e no estimulo autofagico por meio da regulacdo das
proteinas Beclina-1 e LC3 (Kocaturk and Gozuacik, 2018)

A inibicdo proteassomal gerada pelo tratamento com a bortezomida elevou o0s niveis
proteicos da a-sin(A53T)-arginina-GFP. O efeito da superexpressdao da DNAJB6b também foi
notado, levando a diminuicdo dos dois substratos a-sin-arginina-GFP, evidencia pela
marcacdo com 0s anticorpos anti-GFP ou anti- a-sin (Figura 46A). Deve ser salientado, no
entanto, que a inibicdo proteassomal com bortezomida foi menos agressiva do que aquela
induzida por MG132, com base nas marcagdes obtidas para o0s niveis totais de proteinas

ubiquitinadas.
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Figura 46: Inibi¢cdo do proteassomo com bortezomida ou MG132 em células HEK293T transfectadas com
0s constructos a-sin-arginina-GFP. Imagens representativas de Western blot de células transfectadas com a-
sin(WT)-arginina-GFP ou a-sin(A53T)-arginina-GFP, e com V5-DNAJB6b, tratadas com 0.1uM de
bortezomida ou 0,1% de DMSO por 6 horas e marcadas com os anticorpos indicados (A). Imagens
representativas de Western blot de células transfectadas com GFP ou a-sin(WT)-arginina-GFP ou a-sin(A53T)-
arginina-GFP e tratadas com o inibidor de proteassomo MG132 por 12 horas, ou com DMSO como controle, e
marcadas com os anticorpos indicados (B).
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As amostras celulares foram fixadas com paraformaldeido 2% e posteriormente foram
submetidas a imunomarcacdo com o anticorpo anti- a-sin. Curiosamente, a inibicdo do
proteassomo pela acdo da bortezomida levou a um padrdo mais difuso na marcagdo da
proteina a-sin se comparado com a formacdo das punctas bem visiveis e delimitadas nas
amostras controle (Figura 47). A co-expressio com a chaperona DNAJB6b levou a
diminui¢do nos niveis de GFP e na imunorreatividade da o-sin em células expressando a-
sin(WT)-arginina-GFP (Figura 47A). Em contraste, as células transfectadas com a-
sin(A53T)-arginina-GFP tiveram punctas bem definidas independentemente da co-expressao
com DNAJB6b (Figura 47B). Sobre a acdo da inibicdo proteica conjuntamente com a co-
expressdo com DNAJB6b, todas as punctas a-sin positivas estavam localizadas em regifes
especificas proximas ao nucleo celular, semelhante a estruturas denominadas de

agregossomos (Figura 47B).

Uma observacao fundamental é que os construtos utilizados para a superexpressédo da
a-sin apresentavam uma tag GFP, o que por si s6 poderia perturbar o padrdo de agregacéo da
a-sin, como demonstrado por diferentes autores (McLean et al., 2001; Opazo et al., 2008), e
também demonstrado nesta pesquisa com inclusGes positivas para a-sin sem apresentar um
sinal GFP (Figura 47). McLean et al., (McLean et al., 2001) demonstrou que a tag GFP era
clivada nos constructos a-sin-GFP, levando a formacao de proteinas parcialmente truncadas
de 27kDa. O mesmo trabalho também demonstrou que tais inclusbes ndo fluorescentes
levavam a formacdo espontanea de inclusdes de a-sin em neurdnios de camundongos e em
cultura de células de neuroglioma em uma quantidade superior do que as células transfectadas
com o constructo intacto de a-sin-GFP. Uma importante evidéncia deste estudo foi de que a
a-sin sem a presenca de uma tag ndo apresentava a capacidade de formar agregados, o que
aponta a utilizacdo de diferentes proteinas reporteres em futuros experimentos para acionar a

agregacao da proteina a-sin.

E importante ressaltar que o objetivo do capitulo 3 desta pesquisa foi acessar o efeito
de diferentes chaperonas, membros da familia DNAJ/HSP40, especialmente a DNAJB6, sobre
a superexpressdo da a-sin, tanto selvagem quanto a versdo A53T mutante responsavel por
uma forma familiar da PD. Como a DNAJB6 é um poderoso supressor da agregacao de poliQ,
hipotetizamos se 0 mesmo cenario poderia ser verdadeiro para a agregagdo da proteina a-sin.
No entanto, a maior limitacdo desta parte do trabalho foi estabelecer um modelo em que a a-
sin estivesse de fato formando agregados. Como descrito aqui, 0s ensaios de filter trap ndo

foram capazes de detectar agregados de a-sin (dados ndo mostrados), que, por sua vez,
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detectaram de forma satisfatéria agregados de poliQ (Hageman et al., 2011; Kakkar et al.,
2016). Esses dados sugerem que o protocolo de filter trap deve ser otimizado para a detecgéo
de agregados contendo a-sin, ou ainda, que as punctas de o-sSin detectadas por
imunofluorescéncia ndo eram verdadeiros agregados SDS-insolUveis (Figura 47). Apesar de a
literatura apontar a importancia dos agregados de a-sin na PD, é importante delimitar se de
fato a agregacdo da referida proteina é fundamental para o seu efeito neurotdxico. A mutacgéo
H50Q eleva a capacidade de agregacéo da a-sin, no entanto, outra mutacdo familiar de origem
pecoce da PD, a mutagdo G51D apresenta um efeito oposto com diminuicéo dessa capacidade
de formacgéo de inclusdes (Emanuele and Chieregatti, 2015).
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Figura 47 (pagina anterior): Efeito da inibicdo do proteassomo pela acdo da bortezomida em células HEK293T
superexpressando somente a a-sin-arginina-GFP ou em combinagdo com V5-DNAJB6b. Imagens digitais ilustrativas
revelando a imunoreatividade contra a proteina a-sin (vermelho) e GFP (verde) para células transfectadas com a-sin(WT)-
arginina-GFP (A) ou com a-sin(A53T)-arginina-GFP (B) tratadas com bortezomida ou DMSO como controle. Setas amarelas
evidenciam a formagdo de punctas.

4. CONCLUSAO

De acordo com o0s experimentos realizados e os dados apresentados acima, podemos

concluir que:

1. A chaperona DNAJB6 ndao modificou o padrdo de insolubilidade da a-sin(WT/A53T)-
GFP.

2. A tag GFP pode perturbar o padrido de agregagdo da a-sinucleina.

3. A chaperona DNAJB6 foi eficiente em reduzir os niveis proteicos dos 0s constructos
da a-sin-arginina-GFP, o que apontam para um possivel papel na via de degradacgéo da
N-end-rule.

4. A regido rica em S/T da DNAJB6 é fundamental para o reconhecimento e redugéo do
substrato a-sin-arginina-GFP.

5. A chaperona DNAJB6 foi a mais eficiente entre as proteinas J analisadas, na reducgéo

dos niveis proteicos de a-sin-arginina-GFP.

Outros experimentos precisam ser realizados com para que os efeitos da chaperona

DNAJB6 nas vias de degradacdo analisadas sejam delimitadas de forma mais contundente e

apropriada.
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5. FIGURAS SUPLEMENTARES
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Figura S2: Protocolo de fracionamento proteico com inibicdo da autofagia. Imagens representativas de
Western blot do fracionamento proteico NP-40 em células HEK293T co-transfectadas com plasmideos Frt-to
contendo GFP ou com a-sin-A53T-GFP com ou sem a co-expressdo da V5-DNAJB6b, tratada com inibidores da

autofagia (bafilomicina, pepstatina A e E64d- Al) ou DMSO por 6 horas, usando os anticorpos indicados.
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Figura S3: Inibicdo da autofagia por 12 e 24 horas. Resultados anteriores do laboratério do professor
Kampinga demonstrando o aumento nos niveis da LC3Il apds a inibicdo autofagica por 24 horas em células
HEK293T selvagens (WT) e DNAJB6 knockout (KO).
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Figura S4: Protocolo de diferenciacdo de células SH-SY5Y expressando, de forma transiente, constructos
de a-sin. Imagens representativas de Western Blot obtida dos extratos celulares de células SH-SY5Y
diferenciadas e transfectadas com GFP ou a-sin(WT)-GFP ou a-sin(A53T)-GFP com ou sem a co-expressdo da
V5-DNAJB6b por 48 horas e tratadas com inibidores da autofagia (bafilomicina, pepstatina A e E64d) por 24
horas ou com DMSO como controle, com os anticorpos indicados.
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Figura S5: Niveis de a-sin-arginina-GFP em células HEK293T selvagem (WT) ou knouckot (KO) para
DNAJBSG6. Resultados anteriores do laboratério do professor Kampinga com células HEK293T WT e KO para
DNAJBS transfectadas com Ub-R-GFP (um plasmideo repoérter para a via N-end-rule) e tratada com MG132, um
inibidor proteassomal, indicando um prejuizo da via da N-end rule na auséncia de DNAJB6 (A). Sequencia de
aminodcidos dos constructos de a-sin-arginina-GFP, que codifica para um residuo de argina na porcdo N-
terminal da proteina (B). Imagens de imunofluorescéncia mostrando células HEK293T transfectadas com a-

sin(WT)-arginina-GFP com ou sem a co-transfeccdo com V5-DNAJB6b por 48 horas. Os niveis de GFP foram
acessados por microscopia de fluorescéncia (10X) (C).
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Figura S6: Padrdes de solubilizagdo de células HEK293T superexpressando a-sin-arginina-GFP sobre
inibicdo do proteassomo. Western blot representativo das fracdes do extrato celular total (T), NP-40, SDS e
uréia transfectadas com GFP, o-sin(WT)-arginina-GFP ou a-sin(A53T)-arginina-GFP sobre inibicdo
proteassomal com Bortezomida. As membranas foram marcadas com anticorpo anti-GFP.
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CAPITULO IV: CONCLUSOES FINAIS

O tratamento com rotenona foi capaz de induzir a uma disfuncdo autofagica em
células de cultura priméaria do hipocampo na concentragdo de 0,3nM de rotenona, por 48
horas, em um cenério de disfuncéo proteica anterior a formagdo de agregados.

Os niveis enddgenos da co-chaperona BAG2 diminuiram de forma significativa em
células de cultura primaria de hipocampo expostas a 1nM de rotenona por 48 horas, o que

também ocasionou 0 aumento dos niveis de proteina pTau.

O tratamento com 1uM de rotenona em células SH-SY5Y ndo-diferenciadas e
diferenciadas com &cido retindico, por 4,5 horas levou a disfuncdo mitofagica e aumento dos
niveis da proteina pTau.

A superexpressdo da co-chaperona BAG2 induziu ao aumento dos niveis da proteina
p62/SQSTM1 em células de cultura primaria do hipocampo e do locus coeruleus e levou a
diminuicdo dos niveis desta mesma proteina em células SH-SY5Y diferenciadas com &cido
retindico, o que reforca a hipdtese de que a co-chaperona analisada apresenta um papel regido

e célula especifica.

A co-chapeorna BAG2 foi capaz de levar a reducdo dos niveis da proteina a-
sinucelina A53T somente em células SH-SY5Y diferenciadas, o que salienta a hipOtese de

que a referida co-chaperona possa apresentar uma acao substrato especifica.

A chaperona DNAJB6 levou a diminui¢do dos niveis da proteina a-sinucleina em
células SH-SY5Y nao-diferenciadas quando submetidas a inibicdo autofagica, sugerindo que

0 seu papel da degradacdo do referido substrato é dependente da autofagia .

A diminuicdo dos niveis proteicos do substrato de a-sin-arginina-GFP com a co-
expressdo de DNAJB6 WT apontam para um papel da chaperona na via de degradacéo da N-
end-rule, cujo papel é dependente do reconhecimento do substrato por meio da regido rica em
SIT.

A co-expressdo da chaperona DNAJB6 foi capaz de induzir a formacdo de estruturas
semelhantes a agregossomos em células HEK293T que superexpressavam a-Sin(A53T)-

arginina-GFP .
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A chaperona DNAJB6 foi a mais eficiente na reducdo dos niveis do constructo a-Sin-

arginina-GFP se comparada com outros membros da familia das HSP40s.
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