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LISTA DE ABREVIATURAS

A30P - mutacéo Ala30Pro da proteina alfa-sinucleina

A53T - mutacdo Ala53Thr da proteina alfa-sinucleina

ATF6 - fator de transcricdo 6

Bcl-2 - do inglés, B-cell CLL/lymphoma 2

BDNF - fator neurotroéfico derivado do cérebro (do inglés, brain-derived neurotrophic factor)
CHOP - proteina homéloga de C/EBP

DAMP - padrdo molecular associado a danos (do inglés, damage-associated molecular patterns)
ERO - espécie reativa de oxigénio

EV - vetor vazio (do inglés, empty vector)

GDNF - fator neurotréfico derivado de células gliais (do inglés, Glial Cell Derived Neurotrophic
Factor)

IL - interleucina

iPS - célula tronco pluripotente induzida (do inglés, induced pluripotent stem cells)

IREla - proteina quinase dependente de inositol 1a

MHC - complexo principal de histocompatibilidade (do inglés, major histocompatibility complex)

NF-kB - fator nuclear kappa B (do inglés, nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells)

NLRPS3 - do inglés, Nucleotide-binding oligomerization domain leucine-rich repeat and pyrin domain-
containing protein 3

PAMP - padrdo molecular associado a patégenos (do inglés, pathogen-associated molecular
patterns)

PERK - proteina quinase residente no reticulo endoplasmético semelhante a PKR
PINK1 - quinase 1 induzida por PTEN (do inglés, PTEN-induced kinase 1)

RE - reticulo endoplasmatico

TLR - receptores do tipo toll (do inglés, toll like receptor)

TNF - fator de necrose tumoral (do inglés, tumor necrosis factor)

UPR - resposta a proteinas mal enoveladas (do inglés, unfolded protein response)
WT - selvagem (do inglés, wild type)

XBP-1 - fator de transcri¢cao proteina de ligagdo ao X-box



RESUMO

ANDREIS, THAIS A F. Andlise do papel de Miro-1 sobre a toxicidade na alfa-
sinucleina em modelo celular da doenca de Parkinson. 2022. no. 1139-21.
Trabalho de Concluséo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2022.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, mitocondria, Miro-1, CRISPR/Cas9, alfa-
sinucleina, inflamacao

Introducdo: A alfa-sinucleina € responsavel pela maturacdo e liberacdo de
vesiculas pré-sinapticas. Mutacdes, como a A30P e a A53T, podem ser bastante
prejudiciais a viabilidade celular. Uma das principais caracteristicas da doenca de
Parkinson é a presenca de agregados proteicos de alfa-sinucleina, conhecidos
como corpos de Lewy. A proteina Miro-1 tem papel essencial no transporte
mitocondrial anterogrado e retrogrado e na mitofagia mediada por PINK1/Parkina.
Experimentos do nosso grupo de pesquisa observaram que a delecdo de Miro-1
parece proteger da morte leveduras que expressam alfa-sinucleina exdégena. Desta
forma, é relevante avaliar a influéncia do silenciamento de Miro-1 na
superexpressdo de alfa-sinucleina, tanto na perspectiva da viabilidade celular e
estresse do reticulo endoplasmatico, quanto na possivel ativacdo da resposta proé-
inflamatéria.

Objetivo: O objetivo do presente estudo € estabelecer a relacdo entre os niveis da
proteina Miro-1 e a toxicidade promovida pela superexpressao da alfa-sinucleina.
Paraisso, avaliou-se os efeitos da diminui¢cdo da expresséo de Miro-1 em neurbnios
gue expressam alfa-sinucleina selvagem (WT) e mutante (A30P e A53T) em relacéo
a morte celular, estresse do reticulo endoplasmatico, mitofagia e resposta
inflamatoéria.

Materiais e métodos: Células SH-SY5Y foram diferenciadas em neurdnios
dopaminérgicos e transfectadas com plasmideos de alfa-sinucleina selvagem e
mutante (A30P e A5L3T), além da utilizacdo da tecnologia CRISPR/Cas9 para
reducdo da expressdo de Miro-1. A fim de se estudar a viabilidade celular, foram
realizados ensaio de MTT e de calceina AM. Por meio do Western Blot, foram
possiveis andlises de proteinas como caspase3, XBP-1, CHOP, Bip e ATF6. As
células THP-1 foram utilizadas para avaliacdo da inflamacéo, juntamente com as
técnicas de quantificacdo de oOxido nitrico e ELISA para TNF-a. Para a analise
estatistica, os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA),
adotando o nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Resultados: E possivel afirmar que a superexpressao de alfa-sinucleina na forma
selvagem e mutante, principalmente A53T, afeta a viabilidade celular. No entanto,
o silenciamento da Miro-1 parece proteger as células do estresse e da consequente
morte celular, como pode-se observar nas marcacdes de Western Blot e no ensaio
de MTT e de calceina AM. O aumento na resposta UPR dos grupos CRISPR +
A30P e CRISPR + A53T pode estar relacionado com o papel essencial que a Miro-



1 tem para a célula e o estresse gerado por seu silenciamento. Este aumento pode
estar associado também a fase inicial dos efeitos da expressao de alfa-sinucleina
mutante em que ha uma regulacdo compensatoria das chaperonas envolvidas no
correto enovelamento e encaminhamento das proteinas. Além disso, foi possivel
observar que a diminui¢do de Miro-1 também sugere uma reducao na resposta pro-
inflamatoria no SNC, protegendo as células da toxicidade gerada pela
neuroinflamacéo crbnica, presente em pacientes da doenca de Parkinson.

Concluséo: Os resultados apontam para a confirmacdo da hipétese de que o
silenciamento da proteina Miro-1, quando ha superexpressao da alfa-sinucleina, €
capaz de proteger a célula do estresse do reticulo endoplasmético, da ativacédo do
sistema UPR, da neuroinflamacéo e, posteriormente, da apoptose.
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1. INTRODUCAO

Doenca de Parkinson e a proteina alfa-sinucleina

Em 1817, o médico britanico James Parkinson descreveu pela primeira vez o
seguinte conjunto de sinais: “movimento involuntario trémulo, com forga muscular
diminuida, propenséo de curvatura do tronco para frente, com sentidos e intelecto
permanecendo ilesos” de seis pacientes. Estes sintomas foram chamados na época
de “paralisia agitante” e atualmente € conhecida como Doencga de Parkinson. Sabe-
Se gque esta é caracterizada pela presenca de agregados da proteina alfa-sinucleina,
também chamados de corpos e neuritos de Lewy, em neurbnios dopaminérgicos da

substancia negra.

A proteina citosélica alfa-sinucleina € responsavel pela maturacéo e liberacdo
de vesiculas pré-sindpticas, compostas por neurotransmissores, e pode
desencadear danos funcionais quando apresenta alteragcbes em sua estrutura
(KOPRICH, 2017; LI, 2021; CARDINALE, 2021). Mutacdes na alfa-sinucleina
podem ser bastante prejudiciais a viabilidade celular, dentre elas a Ala30Pro (A30P)
esta associada a disfuncdo do metabolismo lipidico e a Ala53Thr (A53T) que
apresenta maior toxicidade e rapido aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (MELO, 2022). A alta expresséo da proteina selvagem pode gerar
ma formacao, facilitando o acumulo da alfa-sinucleina em mondémeros, fibrilas e

oligbmeros, componentes dos corpos de Lewy.

Estes agregados prejudicam a funcdo mitocondrial e do reticulo
endoplasmatico (RE). Como consequéncia natural do envelhecimento, ha a
diminuicdo da autofagia e decorrente excesso de cargas a serem degradadas, as
mitocOndrias ndo funcionais se acumulam, causam o aumento da producdo de
EROs e desbalanco da homeostase do célcio juntamente com o RE, ativando a
resposta a proteinas mal enoveladas (do inglés, unfolded protein response - UPR).
Este processo sinaliza para a expressado de chaperonas especificas para o correto

enovelamento das proteinas e, no caso de manutencdo do estresse do RE, ha



desencadeamento da morte celular.

O controle motor é feito por centros encefalicos como os ndcleos da base,
que sdo compostos pelo corpo estriado, globo pélido interno e externo, substancia
negra e subtalamo. A fim de realizar um movimento, o cortex motor sinaliza aos
componentes do nucleo da base, que o retornam com duas respostas contrarias - a
excitatoria da via direta e a inibitoria, da indireta. A dopamina é essencial nesse
processo, possibilitando a execug¢édo do movimento de forma controlada (figura 1).
No entanto, nos contextos do envelhecimento e da doenca de Parkinson, a morte
de neurdnios dopaminérgicos da substancia negra diminui consideravelmente a
quantidade do neurotransmissor, enviando sinais contrarios ao cortex, os quais

geram o tremor involuntario caracteristico da doenca.
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Figura 1. Esquema das vias direta e indireta ha comunicag&o entre cértex motor e os ndcleos

da base para realizacdo do movimento.

Alfa-sinucleina e Estresse do Reticulo Endoplasmaético

Para as proteinas serem consideradas funcionais, elas precisam interagir
com as chaperonas e adquirir certa conformacéao tridimensional, etapa conhecida
como enovelamento, o qual ocorre no reticulo endoplasmatico. Apés este processo,
a proteina recém-formada passa por um controle de qualidade, no qual trés

sensores estdo envolvidos: proteina quinase dependente de inositol 1a (IREla),



proteina quinase residente no reticulo endoplasmatico semelhante a PKR (PERK) e
fator de transcricdo 6 (ATF6). Elas s@o responsaveis por monitorar 0 ambiente e
detectar proteinas mal enoveladas, sinalizando-as para a degradacédo. Caso a
producado destas malformacdes seja alta, o RE fica sobrecarregado, o sistema UPR
é ativado e as trés proteinas sensores sinalizam a célula para aumentar a sintese
de RE. Se o nivel permanecer alto, proteinas mal enoveladas comecam a ser
liberadas e ha sinalizacdo para sistemas de degradacédo intracelular, como a
autofagia (PINTO, 2012).

A proteina Bip interage com os trés sensores citados acima, o que 0s mantém
em estado inativo. Com a ativagdo do sistema UPR, a ligacdo das proteinas
reguladoras com a Bip é rompida, por esta ter maior afinidade por proteinas mal
enoveladas (WALTER, 2011). A cascata da Ire-1 leva a atividade de duas proteinas
principais: a XBP-1, a qual participa da transcricdo de chaperonas e genes ligados
a degradacdo de proteinas, e a TRAF-2, responsavel por ativar a caspase-12, sinal
indutor de morte especifico para o estresse do RE (NAKAGAWA, 2000). Ja a ATF6
se transloca para o complexo de Golgi e é clivada, na qual o seu fragmento N-
terminal (ATF6f) migra para o nucleo, onde € responsavel indiretamente pela
expressdo de genes para chaperonas residentes, como a Bip, e também participa
da transcricdo de XBP-1. Por fim, a via PERK esta bastante ligada com a proteina
CHOP, relacionada com a morte celular pela expressao reduzida do fator
antiapoptotico Bcl-2, a superexpressdo de Bim (fator pro-apoptético da familia Bcl-
2) (DANIAL, 2004) e da inducdo na expressao do receptor de morte 5 (DR5)
(CHAUDHARY, 1997). De maneira oposta, células que nao expressam a PERK séo
mais suscetiveis a morte celular durante a ativacdo do sistema UPR (HARDING,
2000), o que comprova os papéis de sinalizacdo pro-apoptética, mas também de
sobrevivéncia, da via PERK. A figura 2 exemplifica a acdo das proteinas

relacionadas a UPR.

Na doencga de Parkinson, os corpos e neuritos de Lewy, se presentes em
grande quantidade, podem levar a ativacdo da resposta UPR e iniciar a morte de

neurénios da substancia negra. Estudos indicam que o estresse do reticulo



endoplasmatico estd presente desde o inicio da neurodegeneracdo (MERCADO,
2013; ROUSSEL, 2013). A reducdo na expressdao de CHOP diminuiu a
susceptibilidade de neurbnios dopaminérgicos a neurotoxinas que induzem a
doenca de Parkinson (SILVA, 2005), enquanto a deficiéncia de ATF6a apresentou
resultado contrario (EGAWA, 2011; HASHIDA, 2012).
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Figura 2. Adaptada de Hetz, 2022, Nature Reviews Drug Discovery. Figura representativa das trés
proteinas sensores da resposta UPR. a. IRE1la processa o mRNA do fator de transcricao proteina
de ligagéo ao X-box (XBP-1). Ao ser ativado, superexpressa um subgrupo de genes relacionados ao
enovelamento de proteinas, degradacéo de proteinas associado ao RE, controle de qualidade de
proteinas e biogénese de organelas. Também ativa sinais para apoptose, como o fator 2 associado
ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF2). b. A ativacdo da via da PERK aumenta a sintese
de proteinas em geral e também pode promover apoptose, através da proteina homéloga de C/EBP
(CHOP). c. A ATF6, em situacbes de estresse do RE, se transfere para o complexo de Golgi, onde
libera seu dominio citosélico (ATF6f) que controla a superexpressdo de genes especificos do

sistema UPR voltados a degradacgédo de proteinas.



Doenca de Parkinson e o Sistema Imune

A resposta inflamatéria no sistema nervoso central (SNC) tem grande
participacdo das microglias, as quais representam a maior populagdo de células
imunes residentes, responsaveis por monitorar o ambiente e pelo processo de
fagocitose. No momento em que padrbes moleculares associados a patdégenos
(PAMPSs) ou padrdées moleculares associados a danos (DAMPSs) ativam a microglia,
ela assume formas ameboides e com largas extensdes, sendo entdo conhecida
como ML1. Este fendtipo possui alto nimero de moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade 1 e 2 (MHC-I e MHC-II), produz citocinas pré-inflamatérias (IL1,
IL6 e TNF) e afetam a barreira hematoencefalica, permitindo a infiltracdo de células
imunes periféricas (mondcitos e células T). As microglias também podem ser
ativadas e assumir o fenétipo M2, caracterizado por produzir resolvinas e citocinas

anti-inflamatérias, como a IL4 e IL10.

Segundo Mayne (2020), o sistema imune no SNC pode atuar como amigo ou
inimigo, dependendo das condi¢cdes em que se encontra. Em um individuo saudavel,
as células T reguladoras e as Th2 liberam IL-4 e IL-10, os quais aumentam a sintese
do fator neurotréfico derivado de células gliais (GDNF), conhecido por ser
neuroprotetor, e reducdo da ativacdo da microglia, o que diminui a producdo de
EROs e ativacdo de NF-kB. Em contraste, com o envelhecimento e em doencas
neurodegenerativas, ha alteracdes na barreira hematoencefalica, que ocasionam
maior permeabilidade, e a ativacdo de microglias aumenta o recrutamento de
células T para o SNC. Células iPS de mesencéfalo e células T ativadas de pacientes
mostraram aumento na morte neuronal, associada ao aumento na producao de IL-
17 e de receptores de IL-17. De maneira complementar, o efeito degenerativo foi
suprimido com o tratamento prévio dos neurénios com anticorpos neutralizantes de
IL-17 ou do receptor de IL-17, sugerindo o papel das células Th17 na morte neuronal

da doenca de Parkinson (Sommer, 2019).

A exposicéo de células neurais a fibrilas de alfa-sinucleina pré-formadas gera

a liberacdo de fatores proé-inflamatérios pela microglia, aumentando a atividade



fagocitica e propagacéo de alfa-sinucleina de maneira similar aos prions (proteinas
enoveladas corretamente passam a apresentar alteracdes estruturais quando
interagem com as formas mal enoveladas) (CHESSELET, 2012; KIM, 2013). De
modo resumido, a alfa-sinucleina extracelular pode atuar como DAMP e ativar a
microglia por meio do receptor do tipo toll 2 (TLR2) (LI, 2021; CARDINALE, 2021),
ao mesmo tempo em que as fibrilas da proteina ativam NF-kB. Estes dois processos
ativam a microglia e o inflamassoma NLRP3 que, a partir da atividade proteolitica
da caspase 1, leva a producédo das citocinas pro-inflamatorias IL-1 e IL-18 (LI, 2021;
CARDINALE, 2021). H4 também a sintese de alfa-sinucleina truncada, que tende a
produzir maior quantidade de agregados proteicos, levando a um aumento da
citotoxicidade pelo excesso de resposta inflamatoéria (LI, 2021; CARDINALE, 2021),

conforme ilustrado na figura 3.
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Miro-1

A proteina Miro-1 esta localizada na membrana externa da mitocondria e

atualmente pode ser considerada como uma das assinaturas moleculares da



doenca de Parkinson (GROSSMAN, 2020). Tem papel essencial no transporte
mitocondrial anterogrado (do corpo celular para a periferia do axénio) e retrogrado
(da periferia do axbnio para o corpo celular), na comunicacdo entre reticulo
endoplasmatico e mitocondria (KORNMANN, 2011) e na mitofagia mediada por
PINK1 e Parkina. O silenciamento de Miro-1 em cultura priméria de neurénios de
camundongos gerou distribuicdo mitocondrial irregular e a decorrente diminuicéo na
complexidade dendritca (LOPEZ-DOMENECH, 2016). No entanto, a
superexpressao da proteina levou a degeneracao de neurdnios dopaminérgicos em
moscas, provavelmente associado ao atraso na reciclagem de mitocondrias nao

funcionais pela mitofagia provocada pelo excesso de Miro-1 (LIU, 2012).

Para preservar os longos axonios e a liberagdo e reciclagem de
neurotransmissores (YELLEN, 2018), os neurbnios dependem constantemente da
atividade mitocondrial, visto sua importancia para geracdo de energia celular,
regulacdo da homeostase e mediacdo dos niveis de calcio intracelular (FRANCO-
IBORRA, 2016). A formacdo dos agregados proteicos de alfa-sinucleina e o
aumento de mitocondrias ndo funcionais também séo responsaveis por levar os
neurénios dopaminérgicos a morte, além de todos 0s mecanismos citados

anteriormente.

Experimentos do nosso grupo de pesquisa observaram que a delecdo da
Miro-1, embora toxica para células saudaveis, parece proteger da morte leveduras
que expressam alfa-sinucleina exdgena - mutacées A30P e A53T (Figura 4) (MELO,
2022). Desta forma, é relevante avaliar a influéncia do silenciamento de Miro-1 no
contexto da superexpressao de alfa-sinucleina selvagem e exdégena, tanto na
perspectiva da viabilidade celular e estresse do reticulo endoplasmatico, quanto nos

possiveis efeitos da ativacao da resposta pro-inflamatoria.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo € estabelecer a relacdo entre os niveis da
proteina Miro-1 e a toxicidade promovida pela superexpressao da alfa-sinucleina.
Para isso, avaliou-se os efeitos da diminuicdo da expressao de Miro-1 em neurdnios,
derivados de neuroblastoma, que expressam alfa-sinucleina selvagem (WT) e
mutante (A30P e A53T) em relacdo aos seguintes aspectos:

1) morte celular;

2) estresse do reticulo endoplasmatico;

3) mitofagia,

4) resposta inflamatoria.



3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo utiliza um modelo celular de neurodegeneracgéo a fim de
entender o papel de Miro-1 nos processos que desencadeiam a morte neuronal.

Esse desafio sera alcancado utilizando as ferramentas detalhadas a seguir.

3.1. Modelo celular de neurodegeneracdo genética e inibicdo do gene
Miro-1

Células SH-SY5Y (94030304, Sigma) foram cultivadas em meio de cultura
DMEM-F12 (Sigma D8437) suplementado com 20% v/v soro fetal bovino (F7524
Sigma), 100 unidades/litro de penicilina e 100 mg/litro de estreptomicina (P4333
Sigma). As células permaneceram incubadas a 37°C, com 5% de COs..

O gene Miro-1 foi silenciado nessas células pelo método de edi¢cdo génica
CRISPR/Cas9, como protocolo especifico descrito previamente (Kanfer et al., 2015).
O laboratério recebeu a doacao do vetor pX330-U6-Chimeric_BB-CBh- hSpCas9 de
Benoit Kornmann, autor do artigo "Mitotic redistribution of the mitochondrial network
by Miro and Cenp-F” (KORNMANN, 2015). Desta forma, os plasmideos ja contém
as sequéncias do Cas9, Miro exon 7 e Miro exon 8. A certificacdo da inibicdo
completa do gene Miro-1 em diferentes clones foi aferida por Western Blot.

A fim de criar um modelo para estudar os mecanismos de toxicidade da alfa-
sinucleina, as SH-SY5Y controles e as células com reducao nos niveis da Miro-1
foram transfectadas com plasmideos contendo um vetor vazio (Empty Vector - EV),
um inserto de alfa-sinucleina constitutiva (selvagem ou Wild Type - WT) ou as
mutacBes Ala30Pro (A30P) e Ala53Thr (A53T). Os niveis de expressao da alfa-
sinucleina e da Miro-1 foram quantificados por Western Blot.

As células foram diferenciadas em neurbnios adicionando 10uM de acido
retindico ao meio, o qual foi trocado a cada 2 dias por 5 dias, e entdo as células
foram mantidas em DMEM suplementado com 10uM de &cido retinéico e 10 ng/ml
de fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF, do inglés brain-derived
neurotrophic factor), para promover o crescimento das extensdes neurais, por até

mais 6 dias, ou enquanto forem viaveis (estudos anteriores do laboratério



demonstraram que células SH-SY5Y que expressam Miro-1 comeg¢am a morrer 8
dias apos o inicio da expresséao da alfa-sinucleina).

Os neurdnios foram caracterizados por imunocitoquimica empregando-se
anticorpo anti-MAP2. Foi realizado ensaio de MTT, bem como Western Blot para
caspase 3, a fim de quantificar a viabilidade celular na presenca e auséncia de

expressdo de Miro-1 e com expressao das diferentes formas da alfa-sinucleina.

3.2. Caracterizacdo dos neurdnios
As células foram fixadas com uma solucdo gelada de paraformaldeido 4%
seguida de metanol por 1 minuto a cada fixacdo, e permeabilizadas com Triton X100
a 0,2% para posterior incubacdo com o anticorpo primario especifico para a MAP-2
com a intencdo de caracterizar a diferenciacao dessas células. Secundariamente,
as células foram incubadas com anticorpos fluorescentes especificos para o

anticorpo primério possibilitando a visualizacdo dessas proteinas.

3.3. Ensaio de MTT

A reacgéo de reducédo do MTT foi monitorada pela absorbancia a 570 nm, o
que se correlaciona diretamente com o nimero de células viaveis permitindo entdo
a analise quantitativa desse parametro (MOSMANN, 1983).

O ensaio foi conduzido utilizando células plaqueadas em placas de 96 pocos,
as quais foram incubadas com 20uL de MTT (5mg/ml, Sigma) por pogo durante 1
hora em incubadora de CO2. Apés incubacédo, o meio de cultura contendo MTT foi
descartado, as células solubilizadas com 200ul de DMSO por poco e submetidas a
analise dos niveis de absorbéancia (570 nm) utilizando-se de leitor de placas (Epoch,
Biotek).

3.4. Ensaio de Viabilidade Celular - Calceina AM
Células plaqueadas em placas de 96 pocos foram incubadas com 20uL de
Calcein AM (Invitrogen C1430) por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos a
incubacdo, o meio de cultura contendo Calcein AM foi descartado, foram
adicionados 200uL de PBS por poco e a placa foi submetida a analise dos niveis de
absorbancia (485 nm) utilizando-se espectrofotdmetro (Polar Star 2).



3.5. Western Blot

As células em cultura foram lisadas e homogeneizadas utilizando-se 200uL
de tampéao de lise constituido de NP40, deoxicolato de sddio, SDS, EDTA, EGTA e
coquetel inibidor de proteases (Sigma). A quantidade de proteina foi analisada pelo
método de Bradford (BRADFORD, 1976). A curva de calibragéo foi feita utilizando-
se albumina em quantidade de 0 a 16 pg de proteina por poco.

As amostras (30ug) das culturas de células foram aplicadas as canaletas do
gel de poliacrilamida a 12% para fracionamento. Em seguida, as proteinas foram
transferidas para membrana de nitrocelulose, bloqueada e incubada com os
seguintes anticorpos primarios: anti-caspase3 ativada (para avaliacdo da morte
celular), anti-Miro-1 (para certificacdo da auséncia da proteina nos grupos
submetidos a edicdo do DNA), anti-alfa-sinucleina (para avaliacdo de seus niveis
enddgenos bem como para certificacdo da eficiéncia da expresséo exdgena), anti-
CHOP e anti-ATF6 (para avaliacdo do estresse do reticulo endoplasmatico), anti-
pinkl e anti-parkina (para avaliagdo da mitofagia).

Os anticorpos secundarios foram conjugados a uma peroxidase (HRP), a
incubacdo das membranas com estes anticorpos foi feita a temperatura ambiente
durante 45 minutos. As membranas foram entdo lavadas e a marcacao foi revelada
através de incubacdo com reagente quimioluminescente (Western Enhancing
Chemiluminescence Reagent Plus, ECL kit, Perkinelmer, EUA) durante 1 minuto e
exposicao a filme apropriado (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences).

O controle de loading foi feito pela coloracdo da membrana com Ponceau
apos a corrida e transferéncia do gel para a membrana. Os filmes e a membrana
corada com Ponceau foram quantificados por densitometria éptica usando o
programa ImageJ (NIH).

3.6. Células THP-1
A linhagem celular monocitica THP-1 (American Type Culture Collection,
Manassas, VA, EUA) foi mantida a 37°C e 5% CO2 em meio RPMI 1640
suplementado com 2 mM L-glutamina, 10% de soro fetal bovino,
penicilina/gentamicina e 0,05 mM de B-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich, MO, EUA).
A diferenciacéo para macrofagos foi realizada plagueando a uma densidade de 5 x



10° células/mL em meio RPMI 1640 suplementado com 50 nM de Phorbol-12-
miristato-13-acetato (PMA) por 72 horas (HAMON, 2018).

3.7. Deteccdao dos niveis de citocina
Apos a diferenciacéo das células THP-1, o meio condicionado (transfeccao
de alfa-sinucleina + CRISPR Miro-1) foi adicionado as células por 48 horas para
estimulo. Os niveis de citocina foram quantificados pelo ensaio de ELISA sanduiche
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de acordo com as especificacbes do
fabricante (B&D).

3.8. Producéo de Oxido Nitrico
A producdo de Oxido nitrico nos sobrenadantes das culturas foi medida
usando o método de Griess, conforme descrito por Ding e colaboradores (1998).
Resumidamente, 50 pl de sobrenadante foi incubado com 50 pL de reagente de
Griess (preparado com reagentes da Sigma, St Louis, MO, USP) por 5 minutos em
temperatura ambiente. A concentracdo foi determinada medindo a densidade otica

(OD) a 550 nm em referéncia a uma solucao padrdo de nitrato de sédio (NaNOy).

3.9. Analise estatistica
Os resultados foram avaliados por anélise de variancia (ANOVA) usando o
programa GraphPad Prism para Windows (versédo 5.0, GraphPad Software, San
Diego, Califérnia, USA), adotando o nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os
experimentos foram feitos em triplicata (réplicas técnicas) e repetidos pelo menos 3

vezes (réplicas bioldgicas).

4. RESULTADOS

Andlise dos niveis de Miro-1 e alfa-sinucleina

Os niveis de Miro-1 foram reduzidos conforme pode-se notar na figura 5,

ilustrando a efetividade da acédo da transfeccado dos plasmideos especificos de



CRISPR/Cas. Assim como os niveis de alfa-sinucleina insoluvel aumentaram apoés

a transfeccéo (Figura 5).
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Figura 5. Western blot para quantificagdo dos niveis de miro-1 e alfa-sinucleina. Os lisados celulares
foram preparados a partir de células SH-SY5Y diferenciadas e transfectadas com alfa-sinucleina e
CRISPR Miro-1 e analisadas por Western Blot marcando as proteinas Miro-1 (72 kDa) e alfa-
sinucleina (14 kDa). Analisado utilizando o Graphpad, 2 way ANOVA, # p<0.05 comparado com as

amostras sem CRISPR, * p<0.05 comparado com o EV, Bonferroni post test, n=3.

Andlise do estresse do reticulo endoplasmatico

Para a avaliacdo do estresse do reticulo endoplasmético, foram realizadas
marcacdes por Western Blot (figuras 6 e 7) para as proteinas: Bip, ATF6, CHOP,
XBP-1 e caspase 3 (ativada indiretamente pela CHOP e sinaliza célula para
apoptose).

As proteinas Bip e XBP-1 ndo apresentaram diferencas significativas (Figura
6). Como esperado, os grupos CRISPR + WT, CRISPR + A30P e CRISPR + A53T,

em relacdo a CRISPR + EV, mostraram diminuicdo nos niveis de caspase-3,



enquanto a ATF6 aumentou nos ultimos dois grupos e a CHOP teve reducgéo

consideravel no grupo CRISPR + A53T (Figura 7).
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Figura 6. Western blot com células SH-SY5Y diferenciadas. Os lisados celulares foram preparados
a partir de células SH-SY5Y diferenciadas e transfectadas com alfa-sinucleina e CRISPR Miro-1 e
analisadas por Western Blot marcando as proteinas a. ATF-6 total (90 kDa), ATF-6 clivada (50 kDa)
e b. XBP1 (52-54 kDa). 30 ug de cada amostra de proteina foi aplicada a cada poco. A quantidade
de proteina total foi marcada utilizando Ponceau e foi utilizada como controle de loading. Analisado
utilizando o Graphpad, 2 way ANOVA, Bonferroni post tests, n=2.
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Figura 7. Western blot com células SH-SY5Y diferenciadas. Os lisados celulares foram preparados
a partir de células SH-SY5Y diferenciadas e transfectadas com alfa-sinucleina e CRISPR Miro-1 e
analisadas por Western Blot marcando as proteinas a. ATF-6 total (90 kDa), ATF-6 clivada (50 kDa)
e b. XBP1 (52-54 kDa). 30 pug de cada amostra de proteina foi aplicada a cada poco. A quantidade
de proteina total foi marcada utilizando Ponceau e foi utilizada como controle de loading. Analisado
utilizando o Graphpad, 2 way ANOVA, Bonferroni post tests, n=2.

Estes resultados mostram que a reducao na expressao de Miro-1, quando a
alfa-sinucleina esta superexpressa, ativa significativamente a resposta UPR, mas é

capaz de diminuir o processo de apoptose.

Viabilidade celular

Melo e colaboradores (2022) observaram que a auséncia de Gem1 (ortélogo
da Miro-1) promove a diminuicdo do efeito da alfa-sinucleina em leveduras. Para
investigar se 0 mesmo ocorre em células humanas, realizou-se o ensaio de MTT, o
qual é utilizado para quantificar a atividade mitocondrial, visto que a alfa-sinucleina
interage com a mitocdndria e pode torna-la disfuncional. Foi realizado também
ensaio de viabilidade celular pelo ensaio da calceina AM que identifica as células
capazes de metabolizar o reagente (viaveis) tornando-as fluorescentes (JENNER,
2021). Em ambos os experimentos, 0 grupo com superexpressao de alfa-sinucleina
A53T mostrou viabilidade celular bastante reduzida, o que retornou a niveis
similares ao controle com o silenciamento de Miro-1 (figura 8).
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Figura 8. Analise dos niveis de viabilidade celular, através dos experimentos de MTT e calceina AM,
em células SH-SY5Y diferenciadas em neurénios dopaminérgicos e transfectadas com plasmideos
de alfa-sinucleina e CRISPR/Cas9 para o silenciamento da proteina Miro-1.

Resposta do sistema imune as transfeccdes e CRISPR Miro-1

A fim de se avaliar a possivel ativacdo dos macréfagos, os meios
condicionados das células SH-SY5Y diferenciadas, transfectadas e apds processo
de CRISPR foram adicionados as células THP-1. Na figura 9 é possivel observar
gue o estimulo por 24 horas nao foi suficiente para ativar as células THP-1. Como
0 controle positivo estd acima, pode-se concluir que o ELISA em si foi bem-
sucedido, mas que as células ndo liberaram quantidade suficiente de TNF-a para
ser detectada pelo método. Uma das hipoteses levantadas é que ndo haviam muitas
células nas placas de cultura de SH-SY5Y (confluéncia menor de 70%), o que pode
ter liberado pouco estimulo para que a THP-1 se ativasse e produzisse niveis mais
altos de TNF-a. Outra hipétese é que as células THP-1 possam ser menos sensiveis
aos estimulos gerados pelas células neuronais derivadas das SH-SY5Y. No

entanto, as células estimuladas por 48 horas apresentaram respostas acima do



controle negativo, o que pode indicar que a presenca dos plasmideos pode ter
desencadeado uma resposta basal das células THP-1, ja que até o grupo EV

promoveu aumento na expressao de TNF-a.
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Figura 9. Analise do experimento ELISA do meio de cultura de células THP-1 ap6s 24 e 48 horas de
estimulo com o meio condicionado de células SH-SY5Y apds transfeccdo e CRISPR. Analisado

utilizando o Graphpad, 2 way ANOVA, Bonferroni post tests, n=2.

Também foi realizada quantificagdo de oxido nitrico apds estimulo por 24
horas com os meios condicionados das células SH-SY5Y diferenciadas e
transfectadas. Ainda que ndo apresente diferenca estatistica, € possivel ver
diminuicdo da sintese de 6xido nitrico com a expresséo reduzida de Miro-1 (figura
10).
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Figura 10. Andlise da quantificac@o da sintese de 6éxido nitrico, ap6s 24 horas de estimulo com o
meio condicionado de células SH-SY5Y apés transfeccdo e CRISPR. Analisado utilizando o

Graphpad, 2 way ANOVA, Bonferroni post tests, n=2.

5. DISCUSSAO

E possivel afirmar que a superexpressdo de alfa-sinucleina na forma
selvagem e nas mutacdes, principalmente A53T, afeta a viabilidade celular. No
entanto, o silenciamento da Miro-1 parece proteger as células do estresse e da
consequente morte celular, como pode-se observar nas marcacoes de Western Blot
(figura 7a e 7b) e no ensaio de MTT e de calceina AM (figura 8). Essa afirmacao
também corrobora com antigas observacgées e artigos do laboratério (MELO, 2022)
qgue levaram a criacao deste projeto.

O aumento na resposta UPR dos grupos CRISPR + A30P e CRISPR + A53T
(figura 7c) pode estar relacionado com o papel essencial da Miro-1 para a célula e
0 estresse gerado por sua reducgdo. Este aumento pode estar associado também a
fase inicial dos efeitos da expressao de alfa-sinucleina mutante, em que ha uma
regulacdo compensatoéria das chaperonas envolvidas no correto enovelamento e
encaminhamento das proteinas. Ressalta-se também que a diminuicdo da

bY

expressdo de Miro-1 leva a diminuicdo de depdsitos intracelulares de alfa-



sinucleina, o que pode estar relacionado a diminuicdo dos efeitos toxicos desta
proteina.

Além disso, ainda que seja apenas um primeiro resultado, € possivel
observar que a diminuicdo de Miro-1 também sugere reducdo da resposta pro-
inflamatéria no SNC, protegendo as células da toxicidade gerada pela
neuroinflamacéo crénica, presente em pacientes da doenca de Parkinson. Sugere-
se arealizacéo de experimentos adicionais utilizando outros modelos celulares para

0 estudo da neuroinflamacéo.

6. CONCLUSOES

Primeiro, gostaria de destacar que o0s resultados apresentados neste
trabalho sédo o conjunto de observacfes pessoais e de colegas do laboratorio.

Por fim, os resultados apontam para a confirmacdo da hipétese de que o
silenciamento da proteina Miro-1, quando h& superexpressdo da alfa-sinucleina,
pode proteger a célula do estresse do reticulo endoplasmatico, da ativacdo do

sistema UPR, da neuroinflamacéo e, posteriormente, da apoptose.
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