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RESUMO

Introducdo: Sinucleinopatias sao um conjunto de distarbios neurodegenerativos
caracterizados por acimulo de agregados toxicos da proteina alfa-sinucleina no sistema
nervoso central, sendo a Doenga de Parkinson (DP) a mais prevalente entre elas. Investigar a
fase prodromica da DP ¢ de grande relevancia, tendo em vista que essa fase acontece
anteriormente a classica neurodegeneragdo nigro-estriatal. A ativagdo continua do
inflamassoma, um complexo proteico envolvido na regulacdo da resposta imune inata, esta
associada a disturbios neurodegenerativos e sua desregulagdo pode alterar também a via das
chaperonas, um conjunto de proteinas citoplasmaticas que desempenham um papel central na
manutenc¢ao da proteostase celular. Estudos recentes destacam que a rede de conexdes entre as
proteinas da via da chaperonas estd alterada em estados fisiopatoldgicos. Essas alteracdes
parecem favorecer a progressao de varios tipos de tumores e da Doenga de Alzheimer. Nesse
contexto, torna-se relevante investigar possiveis alteragdes nessas vias em um modelo
prodromico de sinucleinopatia.

Objetivo: Caracterizar modelo de sinucleinopatia induzida por lipopolissacarideo (LPS)
investigando o desenvolvimento de alteragdes comportamentais e clinicas na fase prodromica,
bem como altera¢des nas vias do inflamassoma e das chaperonas.

Métodos: Trata-se de um estudo experimental de sinucleinopatia em modelo murino
aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFMG. Camundongos com idade
entre 10-11 semanas foram divididos em dois grupos: LPS e Controle. O grupo LPS recebeu o
lipopolissacarideo E. coli 0111.4 (Sigma-Aldrich, EUA) sistemicamente, em doses didrias de
250 pg/kg/dia, por 7 dias consecutivos, enquanto o Grupo Controle recebeu solugdo salina
0,9% nas mesmas condi¢des. Foram realizados testes comportamentais padronizados, analises
de expressao em tempo real (RT-PCR) e ensaios imunoenzimaticos (ELISA) em amostras do
hipocampo, substincia negra e estriado em dois momentos. Os dados foram analisados
utilizando o Teste de Shapiro-Wilk, Teste T e Teste T de Welch, com nivel de significancia
de p <0,05.

Resultados: O LPS causou perda de peso durante o periodo de indugdo (2° e 3° dias) e
alteragdes comportamentais motoras até o 4° dia apds a inducdo (dpi). Os animais do grupo
LPS apresentaram alteracdes nos testes Barnes Maze e Labirinto em Y com 23 dpi, indicando
prejuizos cognitivos. Em relagdo aos testes moleculares, observou-se um aumento da
expressao de alfa-sinucleina total no 4° dpi, além de alteragdes das concentragdes de
mediadores inflamatorios e fatores neurotroficos em ambos os momentos avaliados (4° e 23°
dpi1), dependentes da regido cerebral avaliada. Os niveis de mRNA de componentes das vias
do inflamassoma e das chaperonas também foram alterados apds a administragdo do LPS.
Conclusées: O modelo LPS de sinucleinopatia demonstrou ser um modelo potencial para o
estudo de alteragcdes prodromicas, potencialmente mediadas por alteracdes na via das
chaperonas e¢ do inflamassoma. Essas mudancas parecem ser regido cerebral e tempo
dependentes.

Palavras-chave: Sinucleinopatias, Doenca de Parkinson, inflamassoma, chaperonas, modelo
animal, lipopolissacarideo.



ABSTRACT

Introduction: Synucleinopathies are a set of neurodegenerative disorders characterized by
the accumulation of toxic aggregates of the alpha-synuclein protein in the central nervous
system, with Parkinson's Disease (PD) being the most prevalent among them. Investigating
the prodromal phase of PD is of great relevance, considering that this phase occurs prior to
classic nigro-striatal neurodegeneration. The continuous activation of the inflammasome — a
protein complex involved in the regulation of the innate immune response — is associated
with neurodegenerative disorders and its deregulation can also alter the chaperone pathway, a
set of cytoplasmic proteins that play a central role in maintaining cellular proteostasis. Recent
studies highlight that the network of connections between chaperone pathway proteins is
altered in pathophysiological states. These changes appear to favor the progression of various
types of tumors and Alzheimer's disease. In this context, it is relevant to investigate possible
changes in these pathways in a prodromal model of synucleinopathy.

Objective: To characterize a model of lipopolysaccharide (LPS)-induced synucleinopathy by
investigating the development of behavioral and clinical changes in the prodromal phase, as
well as changes in the inflammasome and chaperone pathways.

Methods: This is an experimental study of synucleinopathy in a murine model approved by
the Ethics Committee on the Use of Animals at UFMG. Mice aged 10-11 weeks were divided
into two groups: LPS and Control. The LPS group received the lipopolysaccharide E. coli
0111.4 (Sigma-Aldrich, USA) systemically, in daily doses of 250ug/kg/day, for 7 consecutive
days, while the Control Group received 0.9% saline solution under the same conditions.
Standardized behavioral tests, real-time expression analysis (RT-PCR) and enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA) were performed on samples from the hippocampus,
substantia nigra and striatum at two moments. Data were analyzed using the Shapiro-Wilk
Test, T Test and Welch T Test, with a significance level of p < 0.05.

Results: LPS caused weight loss during the induction period (2nd and 3rd days) and motor
behavioral changes until the 4th day after induction (dpi). Animals in the LPS group showed
changes in the Barnes Maze and Y-maze tests at 23 dpi, indicating cognitive impairments.
Regarding molecular tests, an increase in the expression of total alpha-synuclein was observed
on the 4th dpi, in addition to changes in the concentrations of inflammatory mediators and
neurotrophic factors at both moments evaluated (4th and 23rd dpi), depending on the brain
region evaluated. The mRNA levels of components of the inflammasome and chaperone
pathways were also altered after LPS administration.

Conclusions: The LPS model of synucleinopathy demonstrated to be a potential model for
the study of prodromal changes, potentially mediated by alterations in the chaperone and
inflammasome pathway. These changes appear to be brain region and time dependent.

Keywords: Synucleinopathies, Parkinson' disease, inflammasome, chaperones, animal model,
lipopolysaccharide.
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1 INTRODUCAO

As sinucleinopatias sdo distirbios neurodegenerativos de grande relevancia epidemioldgica,
caracterizados pela presenga de agregados proteicos conhecidos como Corpos de Lewy (CL), seus
marcadores histopatoldgicos (COON; SINGER, 2020). Embora a alfa-sinucleina (a-syn) seja
reconhecida como o componente principal dos CL, eles possuem outros constituintes, incluindo
proteinas de choque térmico do sistema de chaperonas (WAKABAYASHI et al., 2013). A
neuroinflamacao, evidenciada por elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias no soro e liquido
cefalorraquidiano, bem como pela intensa ativagdo microglial no parénquima cerebral dos
pacientes, ¢ outra caracteristica proeminente de doencas neurodegenerativas (LIU; CHEN;
CHANG, 2022).

No contexto da neuroinflamagdo, a ativacao desregulada do inflamassoma, um complexo
proteico envolvido na regulagdo da resposta imune inata, ja foi associada a doengas
neurodegenerativas e, mais recentemente, alteragdes na via das chaperonas também tém sido
associadas a esses disturbios. (JO et al., 2016; RODINA et al., 2016). As chaperonas desempenham
um papel crucial na manuten¢do do equilibrio proteostatico intracelular, mas sob condi¢des de
estresse celular, podem adotar um estado alterado, conhecido como epichaperoma, capaz de
estabilizar proteinas mal dobradas e contribuir para a progressdo de condigdes patologicas
(KISHINEVSKY et al., 2018).

O escopo deste estudo abrange a validacao de um modelo de sinucleinopatia, com énfase na
investigacdo da possivel ativagdo desregulada do inflamassoma e das chaperonas nesse contexto. O
modelo selecionado para esta investigagdo ¢ aquele induzido por lipopolissacarideo (LPS),
escolhido estrategicamente devido a sua capacidade de operar como um primeiro sinal para a via do
inflamassoma e, posteriormente, pela formacdo de alfa-sinucleina téxica, agir como um segundo
sinal, essencial para a montagem e ativacdo do complexo do inflamassoma.

Destaca-se, ainda, que o modelo escolhido apresenta alteragdes cognitivas precoces,
possibilitando a investigacao das vias do inflamassoma e das chaperonas na fase prodromica, o que
¢ crucial, visto que intervengdes nesse estagio inicial podem contribuir para um melhor progndstico

desses disturbios no futuro.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SINUCLEINOPATIAS

As sinucleinopatias sao um conjunto de desordens neurodegenerativas que possuem como
caracteristica central a presenca de agregados malformados da proteina alfa-sinucleina (Coon &
Singer, 2020). A depender da regido neuroanatdmica, do subtipo celular envolvido — neuronal e/ou
glial — e do padrao de deposi¢ao da a-syn haverd um perfil fenotipico diferente, distinguindo cada
uma das desordens que compdem esse grupo de doencas (Alegre-Abarrategui et al., 2019).

Existem dois grupos principais de sinucleinopatias, das Doengas dos Corpos de Lewy, com
agregados proteicos no pericario € em neuritos de neuroénios do sistema nervoso central, e da Atrofia
de Multiplos Sistemas (AMS), cujos agregados estdo principalmente nos oligodendrocitos
(FELLNER et al., 2021; KOGA et al., 2021). Entretanto, o acimulo de a-syn também pode se
iniciar no sistema nervoso autdonomo, nesse caso sendo denominada como Insuficiéncia Autonomica
Pura (IAP). Em alguns pacientes, a IAP pode progredir com alteragdes centrais, normalmente
motoras € cognitivas, nesse caso evoluindo para outro diagnostico, como o de Doenga de Parkinson
(DP), Deméncia com Corpos de Lewy (DCL) ou AMS (NYU LANGONE HEALTH, 2022).

A medida que os estudos sobre as desordens neurodegenerativas avancaram, descobertas
relacionadas a presenca de inclusdes intracelulares foram sendo feitas. Em 1912, Friedrich Heinrich
Lewy, um neurologista alemao, descreveu pela primeira vez a presenca de corpos de inclusdao em
neurdnios do nucleo dorsal do vago, e em outros nucleos, em cérebros de individuos com DP
(ENGELHARDT, 2017a). Essas inclusdes eosindfilas e insoluveis em alcool, cloroférmio e
benzeno indicavam a presenca de um componente proteico, posteriormente identificado como sendo
a alfa-sinucleina (Goedert et al., 2013).

No ano seguinte a descoberta de Lewy, o neuropatologista espanhol Gonzalo Rodriguez
Lafora nomeou essas inclusdes como Corpos de Lewy e postulou que a existéncia de varias classes
de corpos amildceos no sistema nervoso estd associada as doengas neurodegenerativas
(ENGELHARDT, 2017b; RODRIGUES E SILVA et al., 2010). Em 1976, o psiquiatra japonés
Kosaka e seus colaboradores descreveram um novo tipo de deméncia, destacando a presenca

expressiva de CL concomitante a outras alteragdes neurodegenerativas (KOSAKA et al., 1976).



20

Esse achado levou o grupo a intensificar as investigacdes e posteriormente cunhar o termo “Doenga
dos Corpos de Lewy”, para designar doengas neurodegenerativas com numerosos CL,
classificando-as em trés subtipos: predominante no Tronco Cerebral [correspondendo a DP], Difusa
[uma extensao da DP no lobo limbico e neocortex], Transicional [lobo limbico] e Cerebral [com
numerosos CL no cortex cerebral e amigdala, mas poucos no tronco cerebral e diencéfalo] (KOGA
et al., 2021).

Posteriormente, descobriu-se que os CL também estdo presentes fora do Sistema Nervoso
Central (SNC) e Periférico (SNP), sendo identificados no plexo mioentérico esofagico de pacientes
com acalasia, um disturbio no qual os movimentos peristalticos do esdfago estdo ausentes ou
comprometidos, bem como em pacientes com DP que apresentam disfagia. Essa observacao sugere
a possibilidade de compartilhamento de mecanismos semelhantes de degeneracdo neuronal na
disfungdo esofagica entre esses subgrupos de pacientes (Qualman et al., 1984). Por fim, em 1997,
apos ser geneticamente relacionada a DP e como fator de risco para AMS, a a-syn comegou a ser
ainda mais extensamente investigada (Bras et al., 2020a; Goedert et al., 2013).

O acompanhamento longitudinal de pacientes com sinucleinopatias tem revelado que sinais
e sintomas nao classicos antecedem o inicio da sintomatologia classica dessas desordens por
décadas antes do diagndstico clinico, sendo esse estagio denominado como fase prodrdmica.
Cientistas t€ém se aprofundado na investigacdo dessa fase com o objetivo de aprimorar a
compreensdo da progressao desses distirbios e dos fatores predisponentes associados. A busca por
novos marcadores visa a melhorar a acuracia diagnoéstica e desenvolver tratamentos modificadores
do curso dessas doengas (BERG et al., 2021; HILKER et al., 2005; KIRCHHOF et al., 2003; LEE
et al., 2022; STIASNY-KOLSTER et al., 2005). Algumas alteracdes prodromicas ja foram
identificadas, tais como disfuncdo olfatéria (hiposmia), constipa¢do intestinal, distarbios de
ansiedade e depressao, alteragao do sono REM, hipotensao ortostatica, entre outras (CLAASSEN et
al., 2010; GOTO et al., 2000; PONSEN et al., 2004; XIA; POSTUMA, 2020). A investigacdo da
fase prodromica desempenha um papel crucial na identificacdo precoce das sinucleinopatias,
contribuindo para intervencdes terapéuticas mais eficazes e abrindo caminho para estratégias de
manejo preventivo.

Epidemiologicamente, a DP destaca-se como a sinucleinopatia mais prevalente, atraindo a
maior parte dos estudos, seguida pela DCL, Deméncia da Doenga de Parkinson (DDP) e Deméncia
com Corpos de Lewy Incidental (DCL1i), referindo-se a individuos com CL assintomaticos (Savica
et al.,, 2018). A DP ¢ a segunda desordem neurodegenerativa mais comum no mundo e sua

prevaléncia aumenta com o envelhecimento populacional, estimando-se em 0,3% na populagdo
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geral, ~1% na populagdo acima de 60 anos e ~3% na populacdo acima de 80 anos (ERKKINEN;
KIM; GESCHWIND, 2018a).

A DCL ¢ o segundo subtipo de deméncia mais prevalente, com uma taxa de ~0,36% na
populagdo com mais de 65 anos (ERKKINEN; KIM; GESCHWIND, 2018b). A prevaléncia de
DDP entre os pacientes ¢ de 30% e estd diretamente relacionada ao tempo diagnostico, podendo
atingir uma prevaléncia de 83% em pessoas diagnosticadas hd 20 anos (ERKKINEN; KIM;
GESCHWIND, 2018a).

Apesar de apresentar uma prevaléncia consideravelmente menor quando comparada as
outras sinucleinopatias (3,4 - 4,9 por 100.000 pessoas/ano), a AMS ¢ uma condi¢do mais grave, com
uma sobrevida média de 6 a 10 anos apds o diagnostico (LEE et al., 2019). Além disso, a AMS
exibe uma maior variagdo etaria, podendo acometer individuos a partir dos 31 anos de idade

(COON et al., 2015; ERKKINEN; KIM; GESCHWIND, 2018a).

2.1.1 Etiologia das Sinucleinopatias

O padrio e a progressio da neurodegeneragdo nas sinucleinopatias ocorrem
concomitantemente a patologia da a-syn, cujos oligdbmeros induzem neurotoxicidade e se
disseminam de célula a célula, caracteristicas essas que os colocam como componente central na
etiologia desses distirbios (CASCELLA et al., 2022).

A a-syn, transcrita do gene SNCA, estd presente em organelas, no nticleo e nas membranas
celulares de células cerebrais, além de ocorrer em outros 6rgdos, como intestino € coragao, € no
tecido sanguineo (Poewe et al., 2017). Essa proteina ¢ expressa preferencialmente nas membranas
pré-sinapticas de neurdnios, sendo uma das mais abundantes no cérebro. Embora sua fungdo
fisioldgica ainda ndo esteja completamente elucidada, sabe-se que desempenha um papel relevante
no trafego de vesiculas sindpticas, na manutencdo da homeostase sinaptica, na montagem do
complexo SNARE (complexo proteico envolvido na liberagdo de neurotransmissores) € na
neuroplasticidade (KOGA et al., 2021; MEHRA; SAHAY; MAIJI, 2019; SULZER; EDWARDS,
2019).

Em condigdes fisiologicas, a a-syn coexiste em um equilibrio dinamico em variadas
conformacgdes moleculares (Figura 1), incluindo estruturas monoméricas, oligoméricas e fibrilares,
que se interconvertem conforme as mudangas no ambiente celular (ALEGRE-ABARRATEGUI et
al., 2019; LONGHENA et al.,, 2017). Em certas condi¢cdes celulares ha uma propensido a
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oligomerizacdo da a-syn em inclusdes fibrilares maiores, como os CL, o que pode culminar em

citotoxicidade (Bernal-Conde et al., 2019).

On-pathway
. oligomers Protofibrillar Fibrils
aBy oligomers

MOROmer

I
(® &)
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Figura 1 - Estados conformacionais da o-syn. Fonte: adaptada de (Oliveri, 2019). As formas
monoméricas de a-syn interagem entre si e podem se apresentar em diversos estados
conformacionais, sendo que alguns estados oligoméricos e fibrilares toxicos contribuem para a
neurodegeneragao.

Estudos in vitro e in vivo sugerem que o dobramento incorreto e a agregacdo da a-syn sao
eventos centrais nas sinucleinopatias, resultando inicialmente na formagao de espécies pré-fibrilares
malformadas [oligdmeros], que eventualmente constituem os agregados fibrilares insoluveis
associados a essas patologias (MEHRA; SAHAY; MAIJI, 2019). Apesar dos esfor¢cos em descrever
como diferentes conformagdes oligoméricas podem perturbar a homeostase e suas respectivas
toxicidades, ainda ndo estd bem estabelecido quando e em que grau cada espécie de oligbmero se
torna patogénica, embora alguns efeitos deletérios ja estejam bem descritos (VILLAR-PIQUE;
LOPES DA FONSECA; OUTEIRO, 2016). Ha evidéncias sugerindo que, enquanto os oligdmeros
malformados, que s3o moléculas instaveis e heterogéneas, sdo altamente neurotodxicos, as fibrilas
parecem ter um potencial para propagar e disseminar a patologia pelo tecido (MEHRA; SAHAY;
MAIJI, 2019).

Apesar dos CL serem compostos por mais de 90 moléculas, evidéncias destacam a
relevancia da a-syn entre esses componentes. Mutagdes pontuais no gene da a-syn conduzem a
uma forma autossomica dominante de DP e duplicacdes e triplicagdes do gene selvagem causam

uma forma grave de DP, sugerindo que o simples aumento da sua expressdo ¢ suficiente para
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desencadear a patologia idiopatica (SULZER; EDWARDS, 2019; WAKABAYASHI et al., 2013).
Algumas mutagdes associadas a superexpressdo, ao mal dobramento e a alteragdes nas vias de
depuracao levam a formagado e deposi¢do de oligbmeros de a-syn. Entretanto, ainda ndo esta claro
quais eventos, pré ou pods-traducionais, desencadeiam a patologia e porque ela ndo ocorre de
maneira generalizada no sistema nervoso, mas parece restrita a alguns subconjuntos de células
(POEWE et al., 2017).

A observacao de que as sinucleinopatias afetam o parénquima cerebral de modo heterogéneo
instiga investigacdes sobre as particularidades desses sitios, de suas vias metabdlicas e
especificidades em seus estados de homeostasia. Outra perspectiva ¢ explorar o que torna as regides
adjacentes protegidas. Nesse contexto, hipoOteses relacionadas a ativacdo da patologia t€m sido
levantadas. In vitro, parametros como alteragdes de pH e concentragdo de sal determinam padroes
distintos de agregados de a-syn, conduzindo a efeitos biolégicos diversos (BRAS; OUTEIRO,
2021). In vivo, a microbiota tem sido objeto de investigacdes devido a sua capacidade de migrar
para novos sitios e liberar metabdlitos que, em algumas circunstancias, podem alcangar o SNC e
induzir neuroinflamacao (SAMPSON et al., 2016). Fatores exdgenos e ambientais, como exposicao
a neurotoxinas (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), Paraquat e Rotenona), alguns
metais pesados, traumatismo cranioencefélico e disturbios do sono também estdo entre as hipdteses
investigadas (ALEGRE-ABARRATEGUI et al., 2019; BERNAL-CONDE et al., 2019; BRAS et al.,
2020b; KOGA et al., 2021).

2.1.2 Fisiopatologia das Sinucleinopatias

O mecanismo fisiopatoldgico subjacente as sinucleinopatias ainda ndo foi completamente
elucidado. Trés isoformas de sinucleinas sdo descritas no corpo humano, denominadas a, B e y. As
isoformas o e P sdo encontradas nas membranas pré-sinapticas de neurdnios, enquanto a
conformacdo y ¢ encontrada em células gliais e em alguns grupos neuronais especificos, incluindo
os neurdnios dopaminérgicos (BENDOR; LOGAN; EDWARDS, 2013). Contudo, apenas a
isoforma o € encontrada nos CL e foi associada a patogénese da DP (BRIDI; HIRTH, 2018).

Composta por 140 aminoacidos, a a-syn possui um baixo peso molecular (~15 kDa) e ¢
dividida em trés regides (N-terminal, NAC e C-terminal) (Figura 2), conferindo-lhe propriedades
bioquimicas diversas, capacidade de adquirir variadas conformagdes e de se associar a outras

moléculas, como lipidios e proteinas (ALEGRE-ABARRATEGUI et al., 2019). O dominio N-
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terminal permite a a-syn interagir com membranas lipidicas e adquirir uma estrutura em a-hélice, e
¢ nessa regido que se encontram varias das mutagdes correlacionadas a DP (A30P, E46K, H50Q,
G51D, A53E, A53T) (BRIDI; HIRTH, 2018; BURRE; SHARMA; SUDHOF, 2014). O dominio
NAC constitui a regido central da proteina, rica em residuos hidrofobicos, tornando-a propensa a
agregacdo e sendo chave na transformagdo da forma monomérica em oligdmeros, protofibrilas e
agregados fibrilares maiores (BRIDI; HIRTH, 2018; XIA et al., 2001). A regido acida C-terminal
favorece a conformacdo desdobrada fisioldgica, permitindo a interacdo com outras moléculas e,

quando sofre mutagdes, também se torna altamente propensa a agregacdo (CROWTHER et al.,

1998).
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Figura 2 - Tlustracdo-esquema do mondmero de a-syn. Adaptada de (Milde et al.,
2021). (A) Dominio N-terminal, Dominio NAC e Dominio C-terminal. Todos com as
principais mutagdes associadas a DP (B) Estrutura terciaria do mondmero de a-syn.

Fisiologicamente, hd um equilibrio entre as formas monoméricas citosolicas e insoliveis de
membrana da o-syn, mantido pelos sistemas ubiquitina-proteassoma e de autofagia lisossomal
mediada por chaperonas, ambos sistemas responsaveis pela depuragdo celular (BRAS et al., 2020b;
POEWE et al., 2017). Processos patologicos relacionados a oligomerizagdo da a-syn ja estdo bem
descritos, incluindo o acimulo no terminal pré-sindptico causando sinaptopatia, prejudicando a
conduc¢do do impulso nervoso e podendo levar a neurodegeneracdo de circuitos neuronais (BRIDI;
HIRTH, 2018). Além disso, existem alteragdes no funcionamento de organelas citoplasmaticas,

como o estresse cronico de reticulo endoplasmatico, disfuncao mitocondrial, mudangas no transito
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de vesiculas associadas a modificagdes no complexo de Golgi e alteragdes na depuragdo celular
devido a modificagdes lisossomais (COLLA et al., 2012; VILLAR-PIQUE; LOPES DA
FONSECA; OUTEIRO, 2016). No nucleo, a a-syn ¢ capaz de regular sua propria expressao,
podendo favorecer também processos de oligomerizacio (BRAS et al., 2020b). Os processos
patologicos associados a oligomerizagao serdo abordados brevemente neste trabalho, ja que uma de
nossas perspectivas sera a co-localizacdo por imunofluorescéncia da o-syn patogénica (fosforilada

na serina 129) com regides/estruturas cerebrais.

2.1.2.1 Sinaptopatia associada a patologia da a-syn

Uma das teorias mais aceitas sobre a funcao fisiologica da a-syn a retrata como um agente
regulador da transmissdo sinaptica no terminal pré-sinaptico (RAMIREZ et al., 2021; VILLAR-
PIQUE; LOPES DA FONSECA; OUTEIRO, 2016). Nesse sentido, estudos demonstraram que a
liberacdo de a-syn na fenda sindptica esta diretamente relacionada a ativacdo de vias neurais, de
modo que sua concentracdo no meio extracelular aumenta a medida que ha um aumento do niimero
de potenciais de agdo disparados (JANG et al., 2010; LUNDBLAD et al., 2012; WU et al., 2010;
YAMADA; IWATSUBO, 2018). Ao ser liberada na fenda sinaptica, a a-syn ¢ recaptada por
neurdnios e células gliais circundantes. No entanto, alteracdes na recaptagdo podem favorecer o
aumento de sua concentragdo na fenda sinédptica, levando a formagao de oligdmeros extracelulares e
culminando em sinaptopatia associada a a-syn. Oligomeros presentes na fenda sinaptica foram
relacionados a alteragdes de potenciacdo de longa duragdo (associadas a alteragdes de memoria),
perturbagdes na transmissdo sindptica glutamatérgica, inducao da ativagdo inflamatoria microglial e
favorecimento da disseminacdo transcelular de espécies malformadas de a-syn (ALEGRE-
ABARRATEGUI et al., 2019; YAMADA & IWATSUBO, 2018).

O comprometimento precoce da funcdo sinaptica ¢ frequentemente encontrado nos
distirbios neurodegenerativos e geralmente acontece junto aos sintomas cognitivos nos estagios
iniciais das doenc¢as (BRIDI & HIRTH, 2018). Conforme a sinaptopatia associada a a-syn progride,
observa-se uma evolucdo da patologia em dire¢do ao pericario neuronal. Danos nas regides
sindpticas foram pioneiramente identificados por Braak e, posteriormente, também relatados por
Kramer e Schulz-Schaeffer em 2007, observando uma maior abundancia da proteina na regido
singptica em comparacdo com outras regides celulares. Isso demonstrou que 50-92% dos

microagregados de a-syn estavam no terminal pré-sindptico (BRAAK et al., 1999; KRAMER;
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SCHULZ-SCHAEFFER, 2007). Esses achados sdo condizentes com dados clinicas tomograficos
em pacientes com DP, que indicam extenso dano axonal e perda de conectividade nas vias
nigroestriatais ja nos estagios iniciais da doenga (BRIDI; HIRTH, 2018; DIJKSTRA et al., 2015)
(Figura 3).

4 Monomer ' Oligomer “ Amyloid fibril

Synaptopathy progression
Figura 3 - Acamulo de a-syn nos terminais pré-sinapticos e sinaptopatia. Adaptada de (Bridi &
Hirth, 2018b). (A) Mondmeros de a-syn nos terminais sindpticos em condi¢do fisioldgica. (B)
Oligomeros e fibrilas desempenhando um papel fundamental na patogénese da DP. (C) Resultado
do acumulo téxico de a-syn em regides sinapticas, levando a perda de conexdes neuronais e
subsequente morte do pericario neuronal.
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2.1.2.2 Disfun¢ao mitocondrial associada a patologia da a-syn

A mitocondria ¢ uma organela envolvida na oxidagdo de metabolitos, geracdo de ATP,
sinalizagdo de Ca** e apoptose (BERNAL-CONDE et al., 2019). O acumulo de a-syn em
mitocondrias foi identificado em achados patoldgicos de regides como a substancia negra e o
estriado de pacientes com DP (Devi et al., 2008). Em situagdes de estresse oxidativo, como nas
sinucleinopatias, a atividade mitocondrial ¢ prejudicada, pois a proteina ¢ capaz de alterar o
metabolismo mitocondrial, resultando em uma diminui¢do da sintese de ATP e um aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (NOS). Além disso, em meios ricos em a-syn, sua
internalizacdo pela mitocondria parece se tornar um processo irreversivel (MARTINEZ et al.,
2018). Analise de tecidos cerebrais post mortem de pacientes com variadas sinucleinopatias
demonstraram que agregados de a-syn patogénica tém maior afinidade pela mitocondria do que a
forma monomérica, indicando a disfungdo mitocondrial como um mecanismo final (downstream)
nesses distirbios (WANG et al., 2019). Formas recessivas e dominantes da DP familiar possuem
produtos génicos alterados diretamente envolvidos com a atividade mitocondrial (SURMEIER,
2018). A disfun¢ao mitocondrial tem sido investigada e proposta como um possivel marcador
bioldgico nas sinucleinopatias devido ao seu papel central nesses disturbios e a sua interagdo com a
o-syn patogénica (NAKAMURA, 2013; VILLAR-PIQUE; LOPES DA FONSECA; OUTEIRO,
2016).

A vulnerabilidade seletiva dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra pars
compacta (SNpc) na DP tem sido amplamente investigada e a disfungdo mitocondrial parece
desempenhar um papel relevante nesse processo (BOLAM; PISSADAKI, 2012). Esses neuronios
possuem uma arvore axonal altamente densa e ndo mielinizada, com uma ordem de grandeza de
ramificagdo muito maior do que outros subtipos neuronais (BRAAK et al., 2004; PISSADAKI;
BOLAM, 2013). Os neuronios dopaminérgicos do estriado possuem uma arvore axonal pelo menos
10 vezes maior que outras classes de neuronios dopaminérgicos, colocando-os sob alta pressdo por
demanda energética e tornando-os mais susceptiveis a disfungdes que interfiram na producao de
energia (MATSUDA et al., 2009; PISSADAKI; BOLAM, 2013). Além disso, essa ampla arvore
axonal esta diretamente relacionada a uma maior quantidade de fendas sinépticas e,
consequentemente, a um maior potencial de expressao de a-syn (ZHARIKOV et al., 2015). Outros
fatores que podem contribuir para a morte seletiva dos neurénios dopaminérgicos sdo mutacdes

genéticas e toxinas ambientais associadas a DP (como a rotenona), pois essas alteram fungdes
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mitocondriais e, consequentemente, diminuem o aporte energético para essas células (SURMEIER,

2018).

2.1.2.3 Estresse Cronico de Reticulo Endoplasmatico associado a patologia da a-syn toxica

O reticulo endoplasmatico (RE) desempenha um papel crucial na biossintese de lipideos e
esteroides, armazenamento de Ca®" intracelular e processamento proteico, incluindo modificagdes
pos-traducionais, montagem ¢ dobramento (BERNAL-CONDE et al.,, 2019; HETZ; ZHANG;
KAUFMAN, 2020). Cerca de um ter¢o das proteinas celulares sdo processadas no RE antes de
serem secretadas ou expressas na membrana celular (WALTER; RON, 2011). O estresse no RE
pode ocorrer quando héa desequilibrio proteico, levando ao acimulo de proteinas mal dobradas ou
desdobradas em seu limen, sendo essa situagdo denominada estresse de RE (Grootjans et al., 2016).
A homeostase proteica [proteostase], essencial para o funcionamento celular, também ¢ mantida
pela Resposta a Proteina Desdobrada (RPD), uma via de transdu¢do de sinal capaz de responder a
diversos tipos de estimulos, incluindo estresse no RE (HETZ; ZHANG; KAUFMAN, 2020).
Durante o estresse de RE, a RPD ativa varias vias de sinalizagdo e mecanismos regulatorios para
corrigir o desequilibrio proteico, incluindo a ativacao de proteinas chaperonas, a redugao de sintese
proteica e o aumento da degradacdo proteica (HETZ; SAXENA, 2017). Em casos mais graves,
quando ha agregados ou proteinas mal dobradas no RE, a RPD pode ativar vias que levam a
autofagia da prépria organela (RON; WALTER, 2007).

Estudos com marcadores de estresse de RE em cérebros de pacientes com sinucleinopatias
evidenciam o actmulo de oligdmeros de a-syn nessa organela (COLLA et al.,, 2012; HETZ;
SAXENA, 2017; VILLAR-PIQUE; LOPES DA FONSECA; OUTEIRO, 2016). O estresse de RE
cronico tem sido associado ao bloqueio na produgdo de proteinas sinapticas, implicando em
alteragdes de memoria e cogni¢dao, além da apoptose neuronal (HETZ; ZHANG; KAUFMAN,
2020). Alteragdes precoces na RPD ocorrem nas sinucleinopatias e aumentam progressivamente
com a evolucdo do quadro clinico (COLLA et al., 2012). Mudancas no dobramento de proteinas
podem atuar como gatilhos moleculares para o estresse de RE. Além disso, os agregados proteicos
intra-RE podem levar a reducgdo dos niveis de Ca®* e ao mal funcionamento das chaperonas de RE
dependentes de calcio, a inibigdo do trafego RE-Aparelho de Golgi e a inativagdo de receptores da
via RPD (HETZ; SAXENA, 2017). Estudo sobre a chaperona de RE GRP78 (BiP), homologa da

HSP70 citoplasmatica, demonstrou efeito neuroprotetor em um modelo genético para DP,
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promovendo a sobrevivéncia de neurdnios dopaminérgicos da SN pela modulagdo da RPD
(GORBATYUK et al., 2012).

A neuroinflamagdo também desempenha um papel relevante no estresse cronico de RE. A
ativagdo prolongada do sistema imunologico e produgdo aumentada de citocinas pro-inflamatoérias
podem levar ao estresse de RE, causando alteragdes na regulacdo do dobramento de proteinas e no

transporte associado a essa organela (CLAYTON; POPKO, 2016; WAY; POPKO, 2016).

2.1.2.4 Estresse do Aparelho de Golgi associado a patologia da a-syn

O Aparelho de Golgi (AG) ¢ constituido por um conjunto de estruturas de membrana
cisternais achatadas e desempenha duas fung¢des principais: realizar modifica¢des pos-traducionais
de proteinas e organizar (triagem, empacotamento, encaminhamento e reciclagem) moléculas para
seus destinos celulares (LIU et al., 2021; RIOS; BORNENS, 2003). Uma caracteristica comum nas
doengas neurodegenerativas € a fragmentacao da fita do AG, resultando em altera¢des no trafego e
na producado de proteinas (LIU et al., 2021; RENDON et al., 2013; WEI et al., 2023). Embora o0 AG
permaneca funcionante quando fragmentado, sua morfologia em fita ndo fragmentada ¢ crucial para
o estabelecimento e a manuten¢do da polaridade celular (organizacao e distribuigao de componentes
celulares dentro da célula), resposta ao estresse, regulacdo inibitéria da autofagia e outras fungdes
(MARTINEZ-MENARGUEZ et al., 2019).

Alteracdes no AG s3o observadas precocemente na cascata patologica dos distirbios
neurodegenerativos, podendo modificar a fisiologia neuronal e induzir falhas na transmissao
sinaptica (MARTINEZ-MENARGUEZ et al., 2019). Além disso, sensores de estresse especificos
do AG sido capazes de conduzir a célula a vias de morte celular (RIOS; BORNENS, 2003). No
contexto das sinucleinopatias, o dano ao AG pode desencadear agregacao da a-syn, que, por sua
vez, inibe o transporte associado ao AG e leva ao acumulo de substancias toxicas, causando estresse
oxidativo e apoptose celular (WEI et al., 2023). Mutacdes nos genes LRRK2 e PARKS, as causas
mais comuns de DP familiar, estdo associadas a alteragdes na integridade do AG, no trafego de
vesiculas e nas fungdes lisossomais (ERB; MOORE, 2020; LIU et al.,, 2021). Outras genes
associados a DP, como os SNCA, Parkin ¢ VPS35, também afetam o AG (ERB; MOORE, 2020).
Um conjunto de evidéncias tem apontado que a interrup¢do do transporte RE-AG ¢ um passo

fundamental na fisiopatologia da DP (PRANKE et al., 2011). O estresse do AG causa modificagdes
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no RE, como o aumento da concentragdo da Chaperona HSP47 no RE, uma forma de prevenir
apoptose induzida por estresse do AG (SASAKI; YOSHIDA, 2015).

Em resumo, nas sinucleinopatias, o acimulo de a-syn parece interferir nas fungdes de
transporte e processamento do AG, levando a disfungdes no enderecamento de componentes
celulares, no funcionamento de outras organelas e, consequentemente, na sobrevivéncia neuronal,
interferindo na progressdo da doenca. Como as alteracdes do AG parecem acontecer precocemente
nos disturbios neurodegenerativos, compreender seus mecanismos pode fornecer insights para o

desenvolvimento de novas terapias € marcadores.

2.1.2.5 Alteragdes de depuragdo celular associadas a patologia da a-syn

A eliminacdo da a-syn depende, em grande parte, das vias celulares de depuragdo
endossoma-lisossoma [via de autofagia-endolisossomal] e do sistema ubiquitina-proteassoma
(WANG; HAY, 2015).

A via de autofagia-endolisossomal (VAL) ¢ responsavel pela remocao de proteinas, soluveis
e agregadas, e organelas danificadas que sdo conduzidas para autofagossomos que, posteriormente,
se fundem a lisossomos onde terdo seus conteudos degradados por enzimas cataliticas
(MORTIMORE et al., 1996). Os lisossomos sdo organelas vitais e o principal componente de
degradacdo celular (SMITH; MELLICK; SYKES, 2023). Defeitos na funcdo lisossomal podem
culminar em alteracdes que levam ao aciimulo e armazenamento de proteinas, caracteristicas de
doengas neurodegenerativas cronicas como a DP (FERREIRA; GAHL, 2017). A VAL ¢ um
processo celular central na vitalidade celular e seu comprometimento conduz a neurodegeneracao
(TANIK et al., 2013). Em algumas sinucleinopatias, como na DP e na DCL, observa-se que o
acumulo predominante de fibrilas de a-syn axonal [Neuritos de Lewy] prejudica o transporte de
endossomos e autofagossomos, interferindo na sinalizagdo e na funcdo dessa via de degradagao
(VOLPICELLI-DALEY et al., 2014).

A ubiquitinagdo ¢ um sinal de direcionamento proteolitico para ambos sistemas de
depuragao (WATANABE; TAGUCHI; TANAKA, 2020). No sistema proteossomal, os substratos a
serem degradados possuem um limite de tamanho e sdo dependentes da ubiquitinagao. Ao ser
marcado pela ubiquitina, o substrato ¢ reconhecido pelo sistema proteossomal, para entdo ser
desubiquitinado, desdobrado, internalizado e degradado pelo proteassoma (POHL; DIKIC, 2019).

Proteinas mal dobradas e que ndo puderam ser corrigidas por chaperonas sdo ubiquitinadas e
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degradadas para prevenir o ganho de fungao toxica, levando a morte celular (GALVES et al., 2019).
O sistema proteossomal tem um papel central na manutengdo da proteostase neuronal, pois ¢ capaz
de manter o funcionamento fisioldgico das sinapses, renovar proteinas sinapticas e favorecer a
plasticidade e formacao de memorias de longo prazo, sendo a perda de sua fungdo associada a uma
variedade de doencas neurodegenerativas cronicas (CIECHANOVER; BRUNDIN, 2003;
RUBINSZTEIN, 2006, THIBAUDEAU; ANDERSON; SMITH, 2018). Alguns estudos ja
evidenciaram que vdarios agregados proteicos nos disturbios neurodegenerativos interagem e
prejudicam o sistema proteossomal (CECARINI et al., 2008; DIAZ-HERNANDEZ et al., 2006;
EMMANOUILIDOU; STEFANIS; VEKRELLIS, 2010; LINDERSSON et al., 2004; TSENG et al.,
2008). Logo, compreender os mecanismos associados aos danos as vias de depuracdo pode
contribuir para o desenvolvimento de novas drogas que restaurem suas atividades e a proteostase

cerebral (Figura 4).
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Figura 4 - Diferencgas entre os sistemas de depuracao Proteossomal e de Autofagia. Adaptado de
(Pohl & Dikic, 2019). No sistema proteossomal, a esquerda, os substratos a serem degradados
possuem um limite de tamanho e s3o dependentes da ubiquitinizagdo. Ao ser marcado pela
ubiquitina esse substrato, normalmente uma proteina, ¢ reconhecido pelo sistema proteossomal e
entdo ¢: desubequitinado, desdobrado, internalizado e degradado pelo proteassoma. A via de
autofagia-endolisossomal, a direita, ¢ responsavel pela remog¢do de proteinas, soliveis e agregadas,
e organelas danificadas que sdo conduzidas para autofagossomos que, posteriormente, se fundem a
lisossomos onde terdo seus contetidos degradados por enzimas cataliticas.
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2.2 DOENCA DE PARKINSON

A Doenca de Parkinson ¢é caracterizada fisiopatologicamente pela perda de neurdnios
dopaminérgicos na SNpc e pela presenca de CL, mas devido a sua etiologia complexa, ainda ndo se
sabe quais mecanismos levam a morte desse neurdnios (SAVICA; BOEVE; MIELKE, 2018;
ZHANG; GAOQO, 2022). Por muito tempo foi considerada um distiirbio do movimento caracterizado
pela tétrade de déficits motores: bradicinesia, tremor de repouso, instabilidade postural e rigidez
(TANSEY et al, 2022). Atualmente, a DP ¢ descrita como uma doenca neurodegenerativa
multissistémica que acomete concomitantemente o SNC, o sistema nervoso entérico (SNE), o
sistema nervoso auténomo (SNA) e o sistema imune, apresentando pronunciada neuroinflamagao,
disfuncdo imunologica central e sistémica e, clinicamente, caracterizada pela presenga de sintomas
motores (SM) e ndo motores (SNM) (COSTA et al., 2023; JOHNSON et al., 2019; TANSEY et al.,
2022; YE et al., 2023).

No dia 11 de abril, se celebra o Dia Mundial da Conscientizagdo da Doenca de Parkinson.
Nessa data, em 1817, o médico inglés James Parkinson publicou um estudo pioneiro caracterizando
pacientes com a doenca, intitulada por ele como “Paralisia Agitante” (OBESO et al., 2017). Em 11
de abril de 2022, dois séculos apos sua caracteriza¢do, o objetivo principal dessa efeméride foi a
conscientizacdo sobre a doencga, incentivando agdes em prol de impactar o futuro da enfermidade,
por meio da pesquisa, do cuidado e do planejamento de vida (ALVES, [s.d.])

Logo ap6s sua caracterizagdao, a DP foi considerada uma doencga rara; no entanto, em um
curto espaco de tempo, tornou-se comum e, atualmente, tem demandando um amplo planejamento
dos governos por meio de novas abordagens devido ao franco aumento do niimero de casos, seu
grande impacto na vida dos pacientes e familiares, elevado potencial incapacitante e altos custos
associados (DORSEY et al.,, 2018b). Além disso, o sexo biologico ¢ um fator relevante no
desenvolvimento da DP, com o sexo masculino apresentando um risco duas vezes maior de
desenvolver a doenga, enquanto o sexo feminino apresenta quadros de progressdao mais rapida e
maior taxa de mortalidade (CERRI; MUS; BLANDINI, 2019). Estudos vém demonstrando que, a
medida que a doenga de Parkinson progride, os custos associados também aumentam
consideravelmente. O acompanhamento longitudinal de um grupo de pacientes com DP mostrou um
aumento de 92,5% dos custos associados ao tratamento entre o primeiro e o quarto anos do estudo
(MARTINEZ-MARTIN et al.,, 2015; SILVA et al., 2021). Outro trabalho, realizado em paises
europeus, apontou um gasto econdomico associado a doenca de €2.620 a €9.820 por paciente em um

periodo de 6 meses, sendo a internagao, cuidados prolongados e medicamentos as principais fontes
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desses gastos (VON CAMPENHAUSEN et al., 2011). No Brasil, hd uma caréncia de estudos
demonstrando os custos associados a DP, com predominancia de analises focadas nos aspectos
clinicos da doenca (BOVOLENTA et al., 2017; VARGAS et al., 2008).

Atualmente, as desordens neurologicas sao a principal causa de incapacidades no mundo, ¢ a
DP ¢ a que mais cresceu entre elas, apresentando um aumento de casos de 118% entre 1990 e 2015,
segundo o Estudo Global de Carga de Doengas, Lesoes e Fatores de Risco (DORSEY et al., 2018a).
Impulsionada pelo envelhecimento populacional, aumento da longevidade, industrializacao e
diminui¢do do tabagismo, o nimero de pessoas com DP pode chegar a mais de 12 milhdes em 2040
(FEIGIN et al., 2017). Atualmente, ¢ a segunda doenc¢a neurodegenerativa mais comum no mundo
[sendo a primeira a Doenga de Alzheimer]|, apresentando taxa de incidéncia, em paises
desenvolvidos, de 14 a cada 100.000 pessoas, na populagdo geral, de 160 a cada 100.000 pessoas,
na populag¢do acima de 65 anos, e taxas de prevaléncia que aumentaram em quase 22% em todo o
mundo, podendo ser o disturbio neurologico de crescimento mais rdpido no mundo atualmente
(ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016, BLOEM; OKUN; KLEIN, 2021; DORSEY et al.,
2018b; HIRTZ et al., 2007). No Brasil, a notificacdo da DP ndo ¢ compulsoria, tornando os dados
estimados (ALVES, [s.d.]). Em 2016, estimou-se uma prevaléncia de DP na populagao brasileira de
220 mil casos (BOVOLENTA; FELICIO, 2016). Aplicando a mesma taxa de prevaléncia de 3,3%,
encontrada em um estudo realizado no municipio de Bambui (MG) na populagdo acima de 60 anos
brasileira, segundo dados do IBGE, teriamos aproximadamente 1 milhdo de pessoas com DP no

Brasil em 2021 (BARBOSA et al., 2006; IBGE, 2022).

2.2.1 Etiologia

Descobrir a etiologia da DP tem sido um desafio, mas ha um consenso entre os estudiosos da
area de que a maioria dos casos de DP se deve a um continuum de interacdo entre a predisposi¢ao
genética, fatores ambientais favoraveis e o envelhecimento [DP esporadica], enquanto as formas
associadas a mutagdes genéticas em um unico gene [DP monogénica] representam apenas de 3-5%
dos casos (BLOEM et al., 2021; COSTA et al., 2023; NANDIPATI & LITVAN, 2016). Apesar de
raras, as formas monogénicas sdo fundamentais no estudo e na compreensao da fisiopatologia da
doenga, revelando, por exemplo, que alteracdes na expressdo de a-syn (SNCA), bem como nos
processos de autofagia (PARKI), na codificacio de enzimas lisossomais e em alteragdes

mitocondriais (LRRK2, DJI1, PINKI e Parkin) podem desencadear a doenga (Ye et al., 2023).
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Uma correlagdo positiva entre o PIB (produto interno bruto) e a prevaléncia de Parkinson
também foi identificada indicando que atividades relacionadas a industrializagdo podem estar
favorecendo um aumento da prevaléncia da doenga (DORSEY et al., 2018a). Umas das possiveis
explicacdes para essa correlagao aponta para a presenga de subprodutos da industrializacao (agentes
agressores), como pesticidas, solventes e metais pesados no ambiente (FEIGIN et al., 2017;
GOLDMAN, 2014).

A compreensao dos mecanismos fisiopatologicos relacionados as mutagdes monogeénicas € o
avango das técnicas de decodificagdo do genoma humano evoluiram bastante nos ultimos anos.
Apesar disso, o entendimento dos fatores ambientais (tantos os predisponentes quanto os protetores)
e como eles modulam os organismos epigeneticamente e afetam a saude dos individuos ainda ¢ um

grande desafio a ser desvendado (BLOEM; OKUN; KLEIN, 2021).

2.2.2 Fisiopatologia

A fisiopatologia da DP resulta de uma complexa interagao entre as formas aberrantes de a-
syn, disfuncdo mitocondrial, lisossomal, sinaptopatia, estresse de algumas organelas e
neuroinflamacdo, levando ao acimulo de o-syn em Corpos de Lewy e Neuritos de Lewy,
marcadores patologicos da doenca (BLOEM; OKUN; KLEIN, 2021). Os neurénios dopaminérgicos
da SNpc demonstram ser particularmente sensiveis a patologia de Lewy, o que se traduz na
deplecdo de dopamina estriatal e culmina em bradicinesia e rigidez corporal. No entanto, a morte
neuronal ocorre também em vdarias outras regides cerebrais levando a mais alteragdes clinicas
(KALIA; LANG, 2015). Com excecdo de alguns casos genéticos especificos, o diagnostico
definitivo s6 pode ser estabelecido apo6s analise histopatologica post mortem com a identificacao
dos marcadores histopatologicos (BLOEM; OKUN; KLEIN, 2021). No entanto, na pratica clinica, o
diagnostico ¢ realizado por meio de anamnese e exame neuroldgico, sendo esse diagnostico

suportado por uma boa resposta ao tratamento [levodopa] (POSTUMA et al., 2015).
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2.2.2.1 Quadro Clinico

A DP ndo se comporta como uma alteragdo unica para todos os individuos, existindo um
amplo espectro de progressdo entre os pacientes, o que torna o entendimento por completo da sua
fisiopatologia um desafio (ARMSTRONG; OKUN, 2020). Além disso, diferentes causas podem
levar a uma sindrome clinica semelhante [Parkinsonismo], mas o contrario também ¢ observado, em
que um mesmo fator, como a exposicdo ao MPTP ou uma mesma mutacdo génica, podem causar
padrdes de progressdao da doenga altamente variaveis entre individuos (BLOEM; OKUN; KLEIN,
2021).

Devido aos variados fenotipos clinicos, o reconhecimento do estdgio inicial da doenca se
torna um desafio para profissionais e pacientes. Apesar dos sintomas motores serem mais facilmente
reconhecidos, os sintomas nao motores sao altamente prevalentes e estdo associados a outros
sistemas de neurotransmissdo além do dopaminérgico, como o noradrenérgico, serotoninérgico e
colinérgico (ARMSTRONG; OKUN, 2020; BLOEM; OKUN; KLEIN, 2021; GAENSLEN et al.,
2011).

Alteracdes gastrointestinais como sialorreia, disfagia e constipacdo acometem cerca de 90%
dos pacientes (FASANO et al., 2017). Disfun¢des cardiovasculares como hipotensdo ortostatica e
hipertensdo 1abil acometem de 30-40% dos individuos com DP (VELSEBOER et al., 2011). Ja o
sintoma de hiposmia e anosmia [perda do olfato] acomete 90% dos casos e alteragdes sensoriais
associadas a visdo e a dor também apresentam uma frequéncia bastante elevada (BOHNEN et al.,
2010).

Distarbios comportamentais como alteragdes do sono REM, insdnia, acatisia e sindrome das
pernas inquietas podem afetar até 70% dos individuos (MENZA et al., 2010). A presenca de
distirbios neuropsiquiatricos como ansiedade, acometem 60% dos casos e tém predomindncia no
sexo feminino (LIN et al., 2015). Disfun¢des cognitivas afetam 83% dos casos, sendo que
individuos com DP apresentam um risco seis vezes maior de deméncia quando comparados a
populacao geral (AARSLAND et al., 2021; HELY et al., 2008).

Diante da ampla variedade de apresentacdes e sintomatologias, o estabelecimento de
subtipos de DP tem ajudado a determinar o local de inicio da patologia [se intestinal ou cerebral], o

prognodstico [uma forma mais difusa e com pior prognéstico foi identificada em 2019] e o
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desenvolvimento de tratamentos mais personalizados para o futuro (DE PABLO-FERNANDEZ et
al., 2019).

Em 2003, o casal de neuroanatomistas Heiko Braak e Eva Braak publicou um estudo
hipotetizando, pela primeira vez, que a DP esporddica se desenvolve de maneira sequenciada,
afetando de maneira predeterminada e crescente as regides encefalicas envolvidas e, a medida que a
doenca progride, essas lesdes vao se agravando, sendo possivel fazer um estadiamento
neuropatoldgico baseado na disseminagdao dos marcadores [NL e CL] na topografia dessas regides
[conforme exemplificado na Figura 5] (BRAAK et al., 2003). Para investigar essa hipotese, os
pesquisadores avaliaram 3 grandes grupos de cérebros obtidos em autdpsias. O primeiro grupo foi
de individuos com diagndstico clinico de DP, o segundo grupo continha pacientes que apresentavam
NL e CL em regides extranigrais associadas a DP e o terceiro grupo foi composto por individuos
com faixa etaria entre 75,9+8,2 anos e género pareados aos outros dois grupos € que nao
apresentavam NL e CL nos nucleos motores dorsal do nervo vago e do nervo glossofaringeo. A
gravidade da DP foi correlacionada ao grau de estadiamento da doenga, bem como a quantidade de
inclusdes citoplasmaticas [CL e NL] e a neurodegeneracdo encontrada (BRAAK et al., 2003).
Alguns estudos corroborando com a hipotese dos Braak conseguiram demonstrar, em pesquisas com
animais, que a a-syn patogénica pode se formar nos terminais nervosos entéricos e se espalhar, via
conexdes autondmicas, para o niicleo motor dorsal do nervo vago (KIM et al., 2019; STOKHOLM
et al., 2016; VAN DEN BERGE et al., 2019). Além disso, evidéncias epidemiologicas indicam que
pessoas vagotomizadas possuem risco diminuido de desenvolver DP (B et al., 2017; SVENSSON et
al., 2015). No entanto, existem casos de DP que ndo apresentam inclusdes de Lewy no nucleo
dorsal do nervo vago e outros casos com um grande numero de inclusdes no sistema limbico, porém
poucas inclusdes no tronco cerebral, refor¢ando a ideia de subtipos da doenca (PARKKINEN;
PIRTTILA; ALAFUZOFF, 2008; RAUNIO et al., 2019). Com base nessas observagdes, alguns
estudiosos propuseram uma subclassificacdo para a doenca: ascendente (se iniciando no SNE ou SN
periférico e subindo para o SNC) e o subtipo descendente (iniciando-se no cérebro ou bulbo
olfatorio e descendo pelo SN periférico e SNE), como pode ser observado na figura a seguir (Figura

6) (HORSAGER et al., 2020).



37



Progression of PD-related intraneuronal pathology

Figura 5 - Estadiamento, proposto por Braak, da Doenca de
Parkinson. Adaptado de (Braak et al., 2003). As lesdes ocorrem
inicialmente no nucleo motor dorsal dos nervos glossofaringeo e
vago dorsal (a) e frequentemente também no nucleo olfatorio
anterior (d). A partir dai, estruturas cerebrais menos suscetiveis
tornam-se gradativamente envolvidas (setas brancas). A patologia
no nucleo olfatdrio anterior se expande menos prontamente do que
a que evolui do tronco encefalico. Diagrama simplificado (1)
mostrando a expansdo topografica das lesdes (de dm para fc) e,
simultaneamente, a gravidade crescente por parte da patologia
geral (estagios 1-6). Abreviaturas (i): dm, niicleo motor dorsal dos
nervos glossofaringeo e vago; co, complexo coeruleus-
subcoeruleus; sn, substincia negra; mc, mesocortex temporal
anteromedial; hc, areas de associagdao sensorial de alta ordem e
campos pré-frontais; fc, areas de associacdo sensorial de primeira
ordem, areas pré-motoras, bem como campos motores € sensoriais
primarios; gi, cortex insular granular; gr, nicleo granular da
amigdala.
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BRAIN-FIRST PD

limbic / amygdala

Substantia nigra
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Parkinsonism
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Figura 6 - Subtipos de Doenga de Parkinson: uma hipdtese. Adaptado de (Horsager et al., 2020a).
(A) Subtipo Corpo primeiro: a disseminagdo da a-syn patoldgica iniciando no sistema nervoso
autonomo entérico ou periférico ascendendo até o SNC. (B) Subtipo Cérebro primeiro: a
disseminagdo da a-syn patoldgica se inicia no SNC e vai progredindo até acometer o sistema

nervoso autdbnomo entérico ou periférico.

2.2.2.2 Alteragdes de Memoria Hipocampal

Como pode ser observado no topico anterior, as disfungdes associadas ao Parkinson

impactam significativamente a qualidade de vida, repercutindo em fungdes ocupacionais, sociais e

nas atividades de vida diaria dos pacientes e de seus cuidadores (KAY; UC, 2022). As disfuncdes

cognitivas sdo altamente prevalentes e s3o subdivididas em quatro dominios cognitivos que
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apresentam grande variagdo interindividual, sendo eles: habilidade executiva, atencional,
visuoespacial e de memoria (DAS; HWANG; POSTON, 2019). As disfungdes de memoria
acontecem em diversos disturbios neurologicos que afetam a funcdo cerebral, como no estado
epiléptico, no acidente vascular cerebral e nos disturbios neurodegenerativos (MATTHEWS, 2015).
Em individuos com DP, a alteracdo de memoria ¢ o dominio mais frequentemente afetado em
pessoas recém-diagnosticadas (AARSLAND et al., 2021; MUSLIMOVIC et al., 2005).

A memoria pode ser tipificada em quatro sistemas: memoria semantica, de trabalho,
processual e episodica (MATTHEWS, 2015). A memoria semantica esta relacionada aos
aprendizados do individuo com relagdo as coisas do mundo, desde seus conceitos até suas
funcionalidades (ROGERS et al., 2004). Neuroanatomicamente, estd associada as regides anterior e
inferolateral do lobo temporal (GORNO-TEMPINI et al., 2011). J4 a memoria de trabalho,
associada a capacidade do individuo de processar ativamente e rapidamente informagdes verbais e
ndo-verbais para completar tarefas e objetivos focados, estd neuroanatomicamente mais associada
ao cortex pré-frontal (MATTHEWS, 2015). A memdria processual se refere a capacidade do
individuo em adquirir de maneira pratica (ndo declarativa) habilidades cognitivas e
comportamentais que, posteriormente, se automatizam, como, por exemplo, andar de bicicleta, e
envolve principalmente os ganglios da base, o cerebelo e a 4rea motora suplementar do cortex
(BUDSON; PRICE, 2005; MATTHEWS, 2015). Por fim, a memoria episodica estd associada a
capacidade que um individuo possui de se recordar conscientemente de episddios e experiéncias
que passou ¢ estd ligada ao senso de individualidade e tempo (TULVING, 2001).
Neuroanatomicamente, seu funcionamento envolve fortemente a via trissinaptica (DG-CA3-CAl)
hipocampal (MATTHEWS, 2015).

Apesar dos sistemas de memoria serem dissociaveis, eles sdo altamente inter-relacionados e,
frequentemente, estdo alterados conjuntamente nos distirbios neurodegenerativos, como na doenca
de Alzheimer e na DP (MATTHEWS, 2015). Também ¢ comum que esses pacientes passem por um
espectro de alteragdes cognitivas que vao evoluindo com o tempo de diagndstico, saindo de um
estado normal para um declinio subjetivo (dificilmente diagnosticado), depois para um
comprometimento cognitivo leve e, por vezes, alcangando um diagndstico de deméncia, que
também pode ser leve, moderada ou grave (AARSLAND et al., 2021). Um estudo de caso-controle,
realizado em 2012, mostrou que, por analises de imagens obtidas por ressonancia magnética (RM),
o comprometimento da memoria declarativa [de longa durag¢do] de 62 pacientes com DP pdde ser
previsto por alteragdes microestruturais hipocampais (CARLESIMO et al., 2012). Essas alterag¢des

microestruturais hipocampais medidas por RM também foram encontradas em outro estudo que
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demonstrou que a espessura do subcampo CAl hipocampal pode ser uma medida sensivel na
identificacdo de alteracdes de memoria episddica nesses individuos (LA et al., 2019).

O padrao e o momento em que ocorre o declinio cognitivo variam amplamente entre os
individuos. Identificar marcadores biologicos para o declinio cognitivo permitira prever quais
pacientes possuem um risco aumentado de declinio cognitivo precoce e de evolucao rapida, sendo
um importante marcador prognostico e possibilitando intervencdes mais  precoces
(SVENNINGSSON et al., 2012). E importante ressaltar que as alteragdes cognitivas na DP refletem
mudangas neuroquimicas em diversos sistemas (dopaminérgicos, colinérgicos, noradrenérgicos e
serotoninérgicos), bem como mudancas patoldgicas devido a presenca de CL, disfungdo e perda
sinaptica, coexisténcia com a Doenca de Alzheimer, neuroinflamagdo entre outros mecanismos

(GOLDMAN; SIEG, 2020).

2.3 NEUROINFLAMACAO

A neuroinflamag¢@o ¢ uma caracteristica marcante nos pacientes com DP e possui um papel
central na patogénese da neurodegeneragdo (LIU; CHEN; CHANG, 2022). Foi demonstrado que o
soro ¢ o liquido cefalorraquidiano de pacientes com DP apresentam altos niveis de citocinas pro-
inflamatérias, como IL-6, TNF, IL-1[3 e IFNy, e que o parénquima cerebral, principalmente a base
do mesencéfalo, apresenta intensa ativagdo microglial e aumento da expressio do Complexo
Principal de Histocompatibilidade (MHC), 16cus génico responsavel pela codificacdo de proteinas
de superficie que reconhecem e apresentam antigenos proprios ou externos ao sistema imune (LIU;
CHEN; CHANG, 2022, 2022; SLITER et al., 2018; ZHU et al., 2022). Aproximadamente 40% dos
individuos com DP exibem resposta imune a epitopos de a-syn e mutacdes monogénicas como
PINKI e PARKIN, relacionadas a DP de inicio precoce, estdo associadas a neuroinflamagdo e a
neurodegeneracdo na doenca (SLITER et al., 2018; SULZER et al., 2017). Receptores imunes
inatos do tipo Toll (TLRs) no SNC estdo localizados principalmente na micrdglia e sdo pecas
fundamentais no desencadeamento de respostas inflamatorias (HEIDARI; YAZDANPANAH;
REZAEI, 2022). As areas de degeneragdo da DP sdao marcadas pelo perfil mais responsivo de
microglias e astrdcitos, células glias envolvidas também na depuracdo de detritos (Kalia & Lang,
2015). A microglia é capaz de liberar fatores troficos como BDNF e o GDNF, que protegem os
neurdénios dopaminérgicos, mas também espécies reativas de oxigénio (NOS) e citocinas pro-

inflamatorias, capazes de lesad-los (NAPOLI; NEUMANN, 2009; PHANI; LOIKE;
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PRZEDBORSKI, 2012). As causas, consequéncias € os momentos especificos de liberacdo dessas
substancias pela micrdglia continuam a ser um constante objeto de estudo. Ja estd demonstrado que
a o-syn patogénica atua como um gatilho para a ativagao de microglia e astrocitos, favorecendo

respostas pro-inflamatorias e neurodegeneracao (KAM et al., 2020).

2.4 INFLAMASSOMA

O inflamassoma ¢ um complexo proteico citosélico que responde a presenca de Padrdes
Moleculares associados a Patogenos e a Danos (PAMPs e DAMPs), levando a producao de
citocinas pro-inflamatérias [ IL-1p e IL-18] e podendo desencadear morte celular por piroptose
(SWANSON; DENG; TING, 2019). Constituido por 3 componentes: um receptor de
reconhecimento de padrdes moleculares (NLRP), uma proteina adaptadora contendo um dominio
para recrutamento de caspases (ASC) e uma molécula efetora, a Caspase-1, uma protease envolvida
na cascata de apoptose e inflamacdo (LI et al., 2021). Expresso no citosol em um estado auto-
inibido, no SNC o inflamassoma estd predominantemente localizado nas microglias e sua
hiperativacdo estd associada a varias condi¢des autoimunes, doencas inflamatorias cronicas,
metabolicas e neurodegenerativas (HENEKA; MCMANUS; LATZ, 2018; JO et al., 2016).

A familia dos inflamassomas foi extensivamente investigada no contexto da ativacao
microglial e da neurodegeneragdo progressiva de neurdénios dopaminérgicos na DP, com niveis
elevados de IL-18, IL-1p e Caspase-1 observados no soro e no estriado de cérebros post mortem de
pacientes com DP (AHMED et al., 2021). O receptor do inflamassoma NLRP3 ¢ o mais estudado
no SNC, atuando como um sensor do sistema imunoldgico inato, detectando tanto PAMPs, como
lipopolissacarideos, quanto DAMPs, como a a-syn patoldgica na DP (FU; WU, 2023). A via
canodnica de ativacdo do NRLP3 ¢ regulada por mecanismos transcricionais ¢ pos-traducionais,
requerendo dois estimulos para sua completa ativacdo (JO et al., 2016). O primeiro estimulo ¢
desencadeado pela ativagdo de receptores do tipo Toll (TLR) ou receptores de citocinas, culminando
com a ativagdo do fator de transcricdo NF-kB, resultando na transcri¢ao de pro-IL1p, pro-IL18, do
receptor NLRP3 e de outros mediadores inflamatérios (HENEKA; MCMANUS; LATZ, 2018;
SWANSON; DENG; TING, 2019). O segundo estimulo leva a montagem do inflamassoma, no qual
a presenga da Caspase-1 acarretard na clivagem das formas imaturas pro-IL1B e pro-IL18 em
formas maduras, além de outras alteragdes intracelulares, como influxos e efluxos idnicos, como o

do ion K", podendo levar a piroptose (JO et al., 2016; NENNIG; SCHANK, 2017; NGUYEN et al.,
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2022; SHARMA; KANNEGANTI, 2021). Um estado mais reativo da microglia, como observado
na hiperativagdio do NRLP3, tem sido associado a reducdo do processo de autofagia celular,
contribuindo para a agregag¢do de a-syn e progressdo de doencas neurodegenerativas (LI et al.,
2021).

Na doenca de Parkinson, a a-syn mal dobrada pode funcionar como gatilho para ambas as
etapas dessa via (HAQUE et al., 2020). Foi descrita uma correlacdo linear entre os niveis de a-syn
fosforilada e aumento nos niveis de IL-1f3 e NLRP3 no liquor de pacientes com DP (CHATTERJEE
et al., 2020). Além disso, estudos demonstraram que a administracao de inibidores de inflamassoma
em modelos murinos de DP reduz significativamente os déficits motores, a neurodegeneragao
dopaminérgica nigral, a deple¢do de dopamina estriatal e o acumulo de a-syn (GORDON et al.,
2018; OU et al., 2021). No entanto, inibidores de inflamassoma podem causar a ativacdo de outros
sistemas, resultando em efeitos colaterais, maior toxicidade e a necessidade de doses elevadas para
alcangar os efeitos desejados em modelos da doenga, como o MCC950, que foi utilizado em estudo
clinico com pacientes com artrite reumatdide, mas precisou ser descontinuado por seus efeitos
colaterias hepatotoxicos (BAKHSHI; SHAMSI, 2022; LI et al., 2021; NGUYEN et al., 2022; OU et
al., 2021). Ainda assim, a investigacdo dos mecanismos associados a ativagdo do NLRP3 microglial
na DP ¢ relevante, pois esta via pode estar envolvida na manuten¢do da neuroinflamacdo na doenga

e representar um alvo terapéutico promissor.

2.5 VIA DAS CHAPERONAS

Dentre as variadas func¢des que ainda estdo sendo descobertas, hd um consenso de que
chaperonas e co-chaperonas s3o um conjunto de proteinas citoplasmaticas que desempenham um
papel central na manutengdo da proteostase celular. Elas participam da regulacdo de complexos
macromoleculares, em interagdes proteina-proteina, no dobramento e na maturacdo de proteinas
clientes, fazem a identificacao de estados conformacionais alterados, auxiliando no reenovelamento
e, em casos de defeitos conformacionais mais graves, direcionam tais proteinas para vias de
degradagdo (LACKIE et al.,, 2017). As chaperonas, muitas delas também conhecidas como
Proteinas de Choque Térmico (HSP), desempenham um importante papel na linha de defesa contra
o ganho de funcdo patoldgica associada ao mau enovelamento de proteinas, integrando um sistema

de controle de qualidade celular (BARTKOWIAK; PANTEL, 2016).
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A HSP90 corresponde a aproximadamente 1% de todas as proteinas celulares em
organismos eucariotos (BORKOVICH et al., 1989). Normalmente, proteinas clientes sdo captadas
por chaperonas como a HSP40 e a HSP70 antes de serem transferidas para a HSP90, via co-
chaperonas, como a STI1 (LACKIE et al., 2017). Estudos tém sugerido um papel relevante da
HSP90 na neurodegeneracgao e inibidores farmacologicos dessa molécula tém sido utilizados para
investigar esse papel. A inibi¢do da HSP90 regula positivamente chaperonas como a HSP70 e
HSP40, melhorando o quadro sintomatoldgico de distirbios neurodegenerativos em modelos
animais, como doenca de Alzheimer, DP, Doenga de Huntington e atrofia muscular espinhal e
bulbar (PRATT et al., 2015; RUTLEDGE; CHOY; DUENNWALD, 2022). Além disso, parece que
a HSP90 e a HSP70 se comportam de maneira oposta sobre as proteinas clientes. Enquanto a
HSPI0 estabiliza e inibe a ubiquitinacdo de proteinas (revelando uma atuagdo estabilizadora), a
HSP70 promove a ubiquitinagdo e degradacao proteossomal, tendo um papel mais protetor (PRATT
et al., 2015; RUTLEDGE; CHOY; DUENNWALD, 2022).

Além do estudo molecular individual e dos complexos macromoleculares, outro aspecto das
chaperonas tem ganhado destaque: o interactoma, que diz respeito a como as moléculas dessa via
estdo interconectadas e interagem entre si em situagdes fisiologicas [chaperoma] e patoldgicas
[epichaperoma]. Em 2016, Rodina e colegas, estudando o interactoma das chaperonas no cancer,
identificaram que essa rede apresentava-se alterada em relagdo a sua funcao e morfologia em mais
de mais de 50% dos tecidos tumorais humanos investigados, € a nomearam como epichaperoma.
Segundo eles, o epichaperoma dos tecidos tumorais foi capaz de aumentar a sobrevivéncia das
células tumorais, independente do tipo de tumor e do contexto genético do hospedeiro (RODINA et
al., 2016). Nos tecidos tumorais, a HSP90, a chaperona mais abundante nas células humanas,
apresentava mais de um ponto isoelétrico, indicando a presenca de mais de uma isoforma ativa da
proteina. Além disso, ela, juntamente com a HSP70, também interagiam com vdrias outras
chaperonas e co-chaperonas, tendo um papel central nesse complexo multimérico de chaperonas
(RODINA et al., 2016). A partir desse estudo, insights sobre um estado alterado das conexdes entre
essas proteinas nas patologias comecaram a surgir, indicando que tais alteragdes podem estar
favorecendo o estabelecimento de hetero-oligdmeros e o surgimento de novos complexos de alto
peso molecular, que podem estar favorecendo o estabelecimento de patologias e contribuindo para
suas progressoes (RODINA et al., 2016).

Além das pesquisas na area do cancer, o complexo do epichaperoma vem sendo investigado
no contexto de outras patologias, incluindo as neurodegenerativas (KISHINEVSKY et al., 2018).
Na DP, uma hipotese levantada sugere que a HSP90 pode estar com sua fung¢do alterada e com isso,

favorecer a progressdo da patologia ao estabilizar oligdmeros mal-formados e dificultar sua
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degradacdo. Essa hipotese ¢ fortalecida pela presenca de diversas chaperonas e co-chaperonas nos
CL (KISHINEVSKY et al., 2018; URYU et al., 2006). Com isso, pesquisadores investigaram as
consequéncias da inibi¢do especifica de HSP90 nas proteinas clientes e observaram que as mesmas
sofriam répida degradagdao pelo sistema ubiquitina-proteassoma ¢ diminuiam o estresse sob
neurénios dopaminérgicos da SN pars compacta resgatando a viabilidade desses neurdnios
(ISAACS; XU; NECKERS, 2003; KISHINEVSKY et al., 2018). Outro estudo também identificou
que, durante a senescéncia, as propor¢des proteicas de chaperonas estdo alteradas, podendo
favorecer o surgimento e a progressao de patologias associadas a desordens proteicas (BREHME et
al., 2014).

O estudo do interactoma tem surgido como uma abordagem contemporanea para se
investigar doengas humanas de etiologias desconhecidas (LACKIE et al., 2022). Muitas doengas
atualmente intrataveis possuem natureza multifatorial, com estressores de natureza genética,
epigenética e ambiental, e a forma como esses componentes conduzem aos fenotipos de doengas
permanece desconhecida em varios aspectos. Logo, a abordagem de redes interactomicas em
modelos de doencas pode esclarecer a organizagdo de sistemas bioldgicos e ajudar na compreensao

de distarbios fisiopatologicos (GINSBERG et al., 2022).

2.6 CROSSTALK INFLAMASSOMA-CHAPERONAS

O estado neuroinflamatério cronico, que pode ocorrer devido a uma diversidade de
estimulos, tais como lesdes, infeccdes, estresse oxidativo e acimulo de proteinas anormais — sendo
este ultimo marcadamente presente nos disturbios neurodegenerativos —, estd associado a
hiperativacdo do complexo inflamassoma no SNC, em especial do inflamassoma NLRP3 (LI et al.,
2021).

A ativacdo cronica do inflamassoma pode provocar uma série de alteragdes no SNC,
mantendo um estado neuroinflamatorio que prejudica diversas funcdes, tais como: fungdes
sinapticas, associadas a desequilibrio na liberagdo de neurotransmissores e danos de memoria;
estresse oxidativo, associado ao aumento da concentracdo de espécies reativas de oxigénio;
neurodegeneracao, associada a ativagao de mecanismo de morte celular; e alteragdes na integridade
da barreira hematoencefalica, associadas a infiltrados de células do sistema imune periférico no

SNC, contribuindo ainda mais para a resposta inflamatdria (JO et al., 2016). Todas essas alteragdes
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contribuem para o desenvolvimento e a progressdo dos distirbios neurodegenerativos e podem
acontecer simultaneamente (JO et al., 2016).

As alteragdes provocadas por um sistema cronicamente inflamado levam ao desequilibrio de
variadas fungdes, vias e proteinas. Sendo assim, a via das chaperonas se torna um potencial alvo de
investigacdo nesses disturbios, uma vez que suas fungdes centrais estdo relacionadas a manutencao
da proteostase celular, ao dobramento e a corre¢ao de proteinas (LACKIE et al., 2017). Além disso,
¢ possivel que o estado alterado dessa via, epichaperoma, contribua para a manutengdo de proteinas
malformadas no sistema, mantendo o gatilho de ativagdo do complexo do inflamassoma
(GINSBERG et al., 2022; RODINA et al., 2016). Este, por sua vez, mantém a neuroinflamacao,

criando um ciclo vicioso que favorece a progressao da doenca e culmina com a neurodegeneracgao.

2.7 MODELOS ANIMAIS PARA DOENCA DE PARKINSON

Nenhum modelo de DP recapitula precisamente todos os aspectos da doenga. Ter uma maior
variedade de modelos para estudar essa doenga permite a investigacao de seus diferentes aspectos,
ajudando a preencher as lacunas fisiopatologicas existentes e identificagdo de novos tratamentos
(DOVONOU et al., 2023). Sendo assim, o modelo de escolha deve considerar a pergunta de
pesquisa a que se pretende responder. Existindo modelos genéticos e modelos induzidos por agentes
agroquimicos, neurotdxicos, entre outras drogas.

O modelo de parkinsonismo induzido pela reserpina e pelo haloperidol consegue reproduzir
bem as caracteristicas motoras da doenca em animais, mas falha na replicagdo das neuropatologias
associadas (LOPEZ—SENDON; MENA; DE YEBENES, 2013). A exposicdo a alguns pesticidas,
como a Rotenona, Paraquat e Maneb ¢ associada ao desenvolvimento da DP, e esses agrotoxicos sao
utilizados como modelos da doenga em animais (ASCHERIO; SCHWARZSCHILD, 2016;
PETROVITCH et al., 2002). Apesar da Rotenona reproduzir a sintomatologia motora e inclusdes de
a-syn, ¢ um modelo com alta variabilidade interindividual e que ndo cruza a barreira
hematoencefalica (BHE), dificultando sua aplicabilidade. O Paraquat associado ao Maneb causa
ativacao microglial e perda de neurdénios dopaminérgicos, sendo util na investigacdo de farmacos
neuroprotetores e possiveis interagdes génicas em modelos de Drosophila e C. Elegans (COOPER;
VAN RAAMSDONK, 2018; SOARES et al., 2017).

A DP familiar representa 3-5% do total de casos, e os modelos genéticos apresentam uma

ampla variabilidade fenotipica entre espécies, o que pode dificultar sua aplicabilidade em pesquisas
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translacionais (DOVONOU et al., 2023). O modelo de PRKN, que representa 50% dos casos
genéticos de inicio precoce, € o PINK, representando 8% das formas familiares de inicio precoce,
causam alteragdes motoras, mitocondriais ¢ perda de neurdonios dopaminérgicos em C. Elegans €
Drosophila. No entanto, em camundongos, esses modelos nao causam patologia da o-syn,
alteragdes comportamentais ou neurodegeneracdo dopaminérgica antes dos 2 anos (COOPER; VAN
RAAMSDONK, 2018; DAWSON; KO; DAWSON, 2010; GREENE et al., 2003). O modelo PINK
tem sido investigado em primatas ndo-humanos e, apesar de promissor, ainda precisa de melhor
validacdo (YANG; LI; LI, 2019). O modelo A53T em camundongos apresenta aumento da
concentragdo e agregacdo de o-syn fosforilada humana em neurdnios, resultando em déficits
motores ¢ ndo motores. Embora suas inclusdes patologicas ndo sejam precisamente nas mesmas
localizagdes das lesdes humanas, elas compartilham muitas alteragdes fisiopatologicas tornando
esse modelo valioso para investigacdo de potenciais alvos terapéuticos na formacdo ou
dissemina¢do da a-syn (DOVONOU et al., 2023; MOUGENOT et al., 2011; SORRENTINO et al.,
2018).

Uma variedade de toxinas que causam a morte de neurdonios dopaminérgicos foi e continua
sendo investigada. Isso se baseia na premissa de que a morte dos neurénios dopaminérgicos ¢
estereotipada e estuda-la pode trazer boas perspectivas para a fisiopatologia da doenga (JACKSON-
LEWIS; PRZEDBORSKI, 2007). Apesar de gerarem conhecimento sobre a neurodegeneragdo dos
neuronios dopaminérgicos, nenhum desses modelos ¢ homodlogo a doenca. As trés toxinas mais
comumente utilizadas em modelos neurotoxicos de Parkinson sdo a 6-Hidroxodopamina (6-
OHDA), o MPTP e o Lipopolissacarideo (LPS). A 6-OHDA, anilogo da dopamina altamente
oxidavel, causa lesdo de neuronios DA da via nigroestriatal e altera¢cdes motoras € ndo motoras, mas
ndo replica a patologia de Lewy (DOVONOU et al, 2023; HERNANDEZ-BALTAZAR;
ZAVALA-FLORES; VILLANUEVA-OLIVO, 2017). Além disso, a 6-OHDA precisa ser
administrada estereotaxicamente por ndo atravessar a BHE (BRANCHI et al., 2008). O MPTP,
analogo da meperidina [heroina sintética], reproduz caracteristicas clinicas e fisiopatoldgicas da DP,
mas camundongos sdo menos sensiveis, requerendo doses multiplas para neurodegeneracao
dopaminérgica (LANGSTON et al., 1983). O modelo do MPTP também apresenta alta taxa de
letalidade nas primeiras 24 horas apds a administragdo, exigindo cautela na interpretacdo dos
resultados experimentais (JACKSON-LEWIS; PRZEDBORSKI, 2007). Por atravessar a BHE pode
ser administrado por via sistémica, sendo rapidamente metabolizado por astrécitos, microglia e
neurdnios DA, causando alteragdes neuroanatdémicas € neuroquimicas da doenga (PRZEDBORSKI;

VILA, 2003; SCHMIDT; FERGER, 2001).
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2.7.1 Modelo LPS de sinucleinopatia

Inicialmente destinado a modelos de inflamagdo sistémica e investigagdo de terapias anti-
inflamatoérias, o LPS passou a ser utilizado como modelo neurotoxico para a DP apo6s relato de caso
clinico e estudos demonstrando sua capacidade de causar morte seletiva de neurdnios
dopaminérgicos (HERRERA et al., 2000; NIEHAUS; LANGE, 2003; SEEMANN; ZOHLES;
LUPP, 2017). Dois cientistas, Nichaus e Lange, reportaram em 2003 o caso clinico de um jovem de
22 anos que, ao se contaminar com LPS, desenvolveu sintomas cardinais da DP [sendo as lesdes da
SN pars compacta e Cortex confirmadas posteriormente por tomografia computadorizada]. Além
disso, outros estudos demonstram a capacidade do LPS de causar morte seletiva de neurdnios
dopaminérgicos e, com isso, 0 mesmo passou a ser empregado como modelo de DP (HERRERA et
al., 2000; NIEHAUS; LANGE, 2003).

Pacientes com DP possuem um aumento da permeabilidade intestinal, permitindo a entrada
de produtos toxicos relacionados a microbiota intestinal na corrente sanguinea. Além disso, a
diminui¢do da proteina sérica Lipopolysacharide-Binging Protein (LBP) em pacientes com DP esta
relacionada a exposicdo cronica ao LPS (ADAMS et al.,, 2019; FORSYTH et al.,, 2011;
HASEGAWA et al., 2015). Outro estudo demonstrou que a inoculagdo, por gavagem oral, de uma
bactéria gram-negativa patogénica intestinal de camundongos induziu diminui¢cdo de neuronios
dopaminérgicos no estriado e causou comprometimento motor nos animais (MATHEOUD et al.,
2019). Estudos epidemiolédgicos indicam a relevancia do eixo cérebro-intestino na DP, com
portadores de doencas auto-imunes gastrointestinais [Doenca Inflamatdria Intestinal, Doenca de
Crohn e Colite Ulcerativa] tendo risco aumentado de desenvolver DP (LI et al., 2023). Além da
morte de neurdénios dopaminérgicos, foi demonstrado que o modelo LPS também causa o aumento
da expressdo de o-syn no cérebro e a sua oligomerizagdo em CL, o principal marcador
histopatologico da doenga, bem como um aumento na expressao de citocinas e alteragdo no perfil da
micréglia (CHOI; ZHANG; BING, 2010; ZHANG; XU, 2018). Estudos mecanisticos revelaram
que a morte desses neurdnios nao se deve ao efeito direto do LPS, mas sim aos desdobramentos
neurotoxicos causados por este, como a entrada de TNFa no cérebro, acarretando resposta
microglial (LIU et al., 2008).

O modelo murino tem sido amplamente difundido por seu baixo custo. O camundongo
C57BL/6 ¢ frequentemente escolhido por ser uma excelente plataforma para o estudo de mutagdes
genéticas associadas a doencgas, permitindo investigacdes de double-hit [associando um modelo

genético ao modelo LPS, por exemplo] (PIIRSALU et al., 2020; ROCHA-FERREIRA et al., 2015).
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A escolha da cepa bacteriana de LPS ¢ relevante no modelo, estando relacionada ao grau de
patogenicidade e a ativagdo da resposta imunoldgica. Infelizmente, muitos estudos ainda nao
especificam o LPS utilizado, dificultando a reprodutibilidade, e ainda hd uma caréncia de literatura
que caracterize e diferencie bem o modelo. Alguns estudos utilizando a cepa Salmonella
abortusequi induziram neurodegenera¢ao na SN de camundongos apds administracdo sistémica de
LPS (1 ng/g/dia) (BEIER et al., 2017; BODEA et al., 2014; MILDE et al., 2021). No entanto, a
mesma dose com a cepa de Escherichia Coli gerou uma reacdo inflamatoria sistémica intensa,
resultando na morte dos animais em outro estudo, sendo que os efeitos com doses baixas de LPS
cepa Escherichia Coli ainda precisam ser mais extensamente caracterizados (DENEYER et al.,
2019a; DENG; BOBROVSKAYA, 2022a).

Variagdes no modo de indugdo da DP por LPS causam fenétipos clinicos diferentes nos
animais. A escolha estratégica para a modulacao do modelo envolve o numero de dias de aplicacao
do LPS (com uma ou mais aplicagdes consecutivas) e a dose administrada. A administracdo de uma
unica dose é capaz de causar neurodegeneracdo dopaminérgica de 7-10 meses apds a inducdo,
enquanto doses consecutivas antecipam o aparecimento de sintomas (DENG et al., 2020). Doses
unicas mais elevadas [5 mg/Kg] sdo capazes de causar neurodegeneragdo tardia no cortex motor,
hipocampo e aumento da permeabilidade intestinal, mas também sdo acompanhadas de uma maior
toxicidade e um longo periodo de acompanhamento até que os animais apresentem o quadro clinico
(DENG; BOBROVSKAYA, 2022a). Enquanto concentragdes menores repetidas de LPS causam
alteragdes mais precoces (de 1-6 semanas apds o término da indugdo), como o aumento da
expressdo de a-syn, alteragcdes cognitivas e olfativas, ndo sendo encontradas alteracdes motoras
(DENG; BOBROVSKAYA, 2022a; MILDE et al., 2021; ZHANG; XU, 2018). Cabe ressaltar que a
literatura retrata diferengas entre os sexos no modelo LPS (DENG; BOBROVSKAYA, 2022a; SAVI
et al., 2021). Uma maior quantidade de estudos apresentando essas diferencas entre machos e
fémeas foram feitos com ratos (CLOUTIER; KAVALIERS; OSSENKOPP, 2017; DOENNI et al.,
2017; MACRAE et al., 2015). Os estudos com camundongos s3o majoritariamente feitos com
camundongos machos. Os que foram realizados em camundongos fémeas relataram que o modelo
de unica dose nao funciona em fémeas e que o modelo de doses consecutivas precisa ser ajustado
para aplicacdes consecutivas mensalmente para funcionar, justificando poder existir um fator
hormonal protetor (LIU et al., 2008; SAVI et al.,, 2021). No entanto, essa argumentagdo ¢
controversa, visto que hd uma escassez de estudos com camundongos fémeas no modelo,
necessitando de maiores investigacdes (HOOGLAND et al., 2015).

A escolha da via de administragdo [estereotdxica, nasal ou sistémica] também promove

fenotipos diferentes. Apesar da administra¢do estereotaxica garantir que o LPS alcance a regido de
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interesse, a patologia se torna limitada ao local da administragdo, ndo mimetizando bem o cenario
da doenga em humanos. Ja nas administracdes por via nasal e sistémica, os animais reproduzem de
forma mais fiel o quadro clinico da doenga, havendo progressao da sintomatologia ndo motora para
a motora. E importante ressaltar que a via intranasal requer um periodo de indugdo mais prolongado
(1 més ou mais). Por ultimo, a idade dos animais também interfere no modelo: camundongos mais
velhos apresentam fenotipo mais grave da doenga, o que condiz com os achados em humanos

(CHOI et al., 2009; ZHANG et al., 2005).
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3 JUSTIFICATIVA

As desordens neurologicas emergem como a principal causa de incapacidades no mundo,
com a doenga de Parkinson destacando-se como uma das patologias de maior crescimento. A
complexidade da DP ¢ evidenciada pela variabilidade significativa na progressao da doencga entre os
pacientes, constituindo um desafio a compreensao de sua fisiopatologia.

A DP ndo se manifesta como uma alteracio homogénea, demandando uma abordagem
cuidadosa e diferenciada para decifrar seus mecanismos subjacentes. Adicionalmente, ¢ crucial
destacar que suas atuais abordagens terapéuticas sdo sintomaticas, carecendo de abordagens que
atuem diretamente na prevencao ou desaceleracdo da progressdo da doenga.

Diante desse cendrio, a presente pesquisa visa a explorar novas perspectivas na
fisiopatologia das sinucleinopatias, com um enfoque especifico na fase prodromica. Essa
abordagem estratégica aborda a lacuna existente na compreensdo dos estagios iniciais da doenca e
também oferece a possibilidade de identificar novos marcadores e alvos terapéuticos. A
investigacdo dessas vias pode representar um avango significativo na compreensao e tratamento
eficaz de sinucleinopatias, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas

inovadoras.
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4 HIPOTESE

A administragdo de LPS (lipopolissacarideo) sistémico na dose de 250 pg/kg, repetida
diariamente por um periodo de 7 dias consecutivos, ¢ capaz de induzir sinucleinopatia via a

alteracdo de componentes dos complexos do Inflamassoma e das Chaperonas em camundongos.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar modelo de sinucleinopatia induzida por lipopolissacarideo (LPS) investigando
o desenvolvimento de alteragdes comportamentais e clinicas, bem como altera¢des nas vias do

Inflamassoma e das Chaperonas.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Identificar alteragdes comportamentais e clinicas em modelo experimental de
sinucleinopatia induzida por LPS sistémico;

* Identificar a concentragdo de marcadores pro-inflamatorios e fatores neurotréficos na
substancia negra, estriado e hipocampo;

* Investigar a expressdo de componentes das vias do Inflamassoma e das Chaperonas na
substancia negra, estriado e hipocampo;

* Investigar se ha a presenga de alfa sinucleina fosforilada na substancia negra, estriado e/ou

no hipocampo.
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6 METODOS

6.1 APROVACAO ETICA PARA ESTUDO EM ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos em camundongos machos C57BL/6. Os animais foram
adquiridos junto ao Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas (CEBIO) da UFMG e
permaneceram no Biotério de Camundongos do Departamento de Morfologia da UFMG durante
todo o periodo experimental. O manejo, uso e os procedimentos experimentais foram devidamente
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFMG, sob o ntimero 255/2017 (CEUA-
UFMQ).

Para proporcionar maior conforto aos animais, eles foram alojados em mini-isoladores com
filtro e ventilacdo individuais, dispostos em racks especificos para camundongos (Alesco, Brasil), e
mantidos em condigdes ambientais padronizadas (22 + 2 °C; umidade 65 £+ 5%; ciclo claro/escuro
de 12 horas invertido). Todos os animais tiveram acesso irrestrito a ragdo e dgua potavel, sendo a

maravalha trocada semanalmente.

6.2 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6 selvagens, com idade entre 10 e 11
semanas e peso corporal variando entre 18 e 22g, distribuidos em dois grupos distintos:
e Grupo Controle: recebeu injecdo intraperitoneal (volume final de 100 pL) de salina 0,9%
(SF).
* Grupo LPS: recebeu injegdo intraperitoneal (volume final de 100 pL) de lipopolissacarideo

(LPS) de Escherichia coli 0111.4 (Sigma-Aldrich, EUA) na dose de 250 pg/kg/dia.
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6.3 MODELO MURINO DE SINUCLEINOPATIA

A seguir, apresenta-se uma ilustragdo esquemadtica do desenho experimental do modelo
(Figura 7). A indugdo da sinucleinopatia ocorreu por meio da administracdo intraperitoneal de
lipopolissacarideo de Escherichia coli 0111.4 (Sigma-Aldrich, EUA), em doses diarias de 250
ng/kg/dia, por 7 dias consecutivos, em um volume final de 100 pL, sem a necessidade de anestesia.
Os animais do Grupo Controle receberam doses diarias de solu¢do salina 0,9%, em um volume final
de 100 pL, por via intraperitoneal, também ao longo de 7 dias consecutivos, sem a utilizagdo de

anestesia. Os animais foram pesados diariamente durante o periodo da indugao.
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Figura 7 - Modelo esquematico da inducdo. Realizada por 7 dias consecutivos. O Grupo Controle
recebeu inje¢do intraperitoneal (volume final de 100 pL) de salina 0,9% (SF) e o Grupo LPS
recebeu injecdo intraperitoneal (volume final de 100 pL) de lipopolissacarideo (LPS) de
Escherichia coli 0111.4 (Sigma-Aldrich, EUA) na dose de 250 pg/kg/dia. Os animais foram pesados
diariamente durante a inducgao.

s
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Figura 8 - Modelo resumo do desenho experimental utilizado. Linha do tempo com a marcacdo do
periodo de inducdo e o periodo pds indugdo (dpi). Testes comportamentais sinalizados por cores.
Time points para analises moleculares, 4dpi e 23 dpi.
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6.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

6.4.1 Teste de Campo Aberto - (Open Field Test - OPF)

O Teste de Campo Aberto (OPF) ¢ amplamente empregado em estudos neurobiologicos para
avaliar a atividade exploratoria, comportamentos do tipo ansioso e a atividade locomotora em
camundongos, sendo considerado padrio-ouro para esta ultima (LAU et al., 2008). Animais sem um
bom estado geral' ou com comportamento do tipo depressivo geralmente apresentam menor
atividade locomotora. Por outro lado, animais sob estresse tendem a exibir comportamentos
estereotipados, como cogar (scratching), se limpar (grooming) e se levantar (rearing) (Figura 9)
(KALUEFF, 2006). J4 camundongos com comportamento do tipo ansioso tendem a explorar mais
as areas periféricas da arena em detrimento da regido central (figura 10) (BALE et al., 2000). Todos

esses comportamentos sdo passiveis de analise no OPF.

Figura 9 - Esteriotipias relacionadas ao estresse em murinos. Adaptado de (Nie et al., 2009).

1Pelagem arrepiada e/ou opaca, fezes ressecadas, perda de peso excessiva, hipoatividade entre outras caracteristicas.
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Figura 10 - Arena do Teste de Campo Aberto.
Camundongo explorando a borda da arena x camundongo
explorando regido central da arena. Adaptado de (Kraeuter
et al., 2019).

Para a aquisi¢do dos dados do Teste de Campo Aberto (OPF), foram utilizadas quatro
camaras quadradas da marca Phenotyper Noldus, cada uma com paredes opacas medindo 30 cm de
lado. Cada cdmara estava equipada internamente com uma camera digital e luz infravermelha,
permitindo a captura dos movimentos dos animais durante os experimentos. As imagens foram
transmitidas para o software EthoVisionXT, onde também foram armazenadas, possibilitando a
delimitagcdo de zonas de centro e borda para analise posterior dos resultados.

As quatro camaras Phenotyper Noldus, em associagdo com o software EthoVisionXT,
possibilitaram a analise simultdnea de quatro camundongos, estando cada um em sua respectiva
camara. A distancia total percorrida por cada animal foi mensurada em centimetros (cm), € o tempo,
em segundos (s). No inicio do teste, cada camundongo foi colocado na parte interna de sua
respectiva camara, onde permaneceu por um periodo de 30 minutos.

Parametros como a distancia total percorrida, o nimero de entradas na zona central da arena
e a relagdo entre o tempo que o animal permaneceu na zona central da arena pelo tempo que
permaneceu na zona de borda da arena foram registrados pelo software EthoVisionXT,
desenvolvido pela Noldus Information Technology (Leesburg, VA, EUA), e posteriormente

submetidos a analise estatistica utilizando o software GraphPad Prism 6.

6.4.2 Teste de Forca de Preensao (Grip Force Test - GFT)

O Teste de For¢a de Preensdo (GFT) foi empregado para avaliar a forca de tragdo dos

animais. Durante o teste, o operador aplicou forca, puxando o animal pela cauda com firmeza
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crescente para fora das grades do dispositivo, as quais foram projetadas para a pegada do
camundongo (Figura 11) (BERTELLI; MIRA, 1995). O teste foi aplicado para avaliar a forca tanto
nos membros anteriores quanto nos quatro membros. Foram obtidas trés medidas consecutivas de
forga para cada animal. Na andlise dos dados, calculou-se a média das trés aferi¢des consecutivas
por animal e multiplicou-se o resultado por 9,8 para obter a forca em Newton, unidade de medida

padrdo para forga.

Figura 11 - Teste de Forga de Preensdo. Adaptado de (Nordmann, 1985).

6.4.3 Wire Hanging Test

O Teste Wire Hanging ¢ utilizado para detectar anormalidades neuromusculares de forca
muscular e ¢ frequentemente empregado para avaliar alteragdes neuromusculares bdsicas em
modelos animais de Doenca de Parkinson (“Wire Hanging Test”, [s.d.]). Para este teste, foi utilizada
uma grade com trama adequada para que o animal pudesse se segurar com os quatro membros
(Figura 12). A grade foi posicionada a uma altura de aproximadamente 40 cm, suficiente para evitar

que o camundongo pulasse, mas ao mesmo tempo evitando danos caso o animal viesse a cair. O
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tempo de laténcia da queda do animal foi medido em segundos, respeitando um tempo minimo de
laténcia de 15 segundos e um tempo maximo de 180 segundos. O teste foi aplicado por trés vezes

consecutivas, com um intervalo de descanso para os animais de 30 segundos entre cada aplicagao.

Figura 12 - Teste Wire Hang. Adaptado de (Nordmann, 1985).

6.4.4 Teste de Retirada de Adesivo de Ponta Nasal (Adhesive Removal Test)

O Teste de Retirada de Adesivo (Figura 13) de Ponta Nasal permite avaliar tanto a funcao
somatossensorial quanto motora dos camundongos. O teste consiste em aplicar pequenas tiras
adesivas sobre o focinho dos animais, registrando o tempo gasto pelo animal para remover o
adesivo. E crucial que o tamanho das fitas adesivas seja uniforme, pois variagdes podem prejudicar
a precisao dos resultados, e o posicionamento das fitas deve ser o mais semelhante possivel entre os
animais (BOUET et al., 2009). O teste foi conduzido com trés repeticdes consecutivas e a média do
tempo gasto por animal (em segundos) foi calculada para andlise posterior dos dados. Realizou-se o
teste com o animal dentro de uma caixa contendo uma pequena quantidade de maravalha da sua

caixa de origem, com o objetivo de reduzir o estresse durante o teste.
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Figura 13 - Teste de Remocao de Adesivo. Pode ser aplicado sobre a narina do animal ou em um
dos membros anteriores. Adaptado de (Bouet et al., 2009).

6.4.5 Teste Rotarod

O teste Rotarod, inicialmente descrito por Dunham e Miya para deteccdo de déficits
neurologicos, ¢ atualmente utilizado de forma tradicional para avaliar a coordenacdo motora em
modelos murinos (DUNHAM; MIYA, 1957). O aparclho consiste em uma haste giratoria
posicionada em uma altura que desencoraja os animais de pular e ¢ ajustdvel em termos de
velocidade (Figura 14) (LUBRICH; GIESLER; KIPP, 2022). Os resultados foram obtidos com base
no tempo de laténcia que cada animal levou para a primeira queda e no nimero de quedas que cada
animal apresentou durante um periodo de 5 minutos (duragao do teste). O aparelho foi programado

para atingir a velocidade méxima de 20 rpm.
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— ROTAROD TEST —

—
f | ST
| ] = -
Rotarod
Mice balance on a rotating rod, and Mice can be tested at a set speed for Test mice performance is compared
their latency 10 fall is recorded as the different trials or at a gradually 1o control mice. Usually test mice fall
endpoint measure. accelerated speed from rotarod quicker.

Figura 14 - Ilustragdo Aparato Rotarod. Adaptado de (Lubrich et al., 2022).

6.4.6 Teste Barnes Maze

O Teste Barnes Maze ¢ utilizado para avaliar a aprendizagem espacial dependente da
memoria hipocampal. Conceitualmente, ¢ um teste semelhante ao Morris Water Maze Test, sendo
uma alternativa que nao exige o comportamento de natacdo, considerado extremamente estressante
para os animais (PITTS, 2018).

O teste fundamenta-se na capacidade dos animais em aprender a rota de fuga/escape (fixa)
por meio de pistas ambientais. Ele ocorre em um ambiente intencionalmente aversivo, em uma
plataforma branca, ambiente muito iluminado ¢ espagos abertos. O aparato consiste em uma
plataforma circular branca, elevada do chao, com orificios distribuidos uniformemente na borda
(Figura 15). Um desses orificios leva a um tunel de fuga, mantido no mesmo local durante todo o
experimento. O treinamento para o teste teve duracdo de 9 dias, com a aplicagdo do teste no dia
seguinte a finalizacdo do treinamento (10° dia). O protocolo utilizado neste estudo foi 0 mesmo

apresentado por (PITTS, 2018).
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Figura 15 - Ilustracdo-esquema Teste Barnes Maze. Imagem retirada do google.

6.4.7 Teste da Esquiva Inibitéria (Simple Inhibitory Avoidance)

O Teste de Esquiva Inibitoria baseia-se na aprendizagem associativa entre um estimulo
condicionado® € um estimulo incondicionado’. Ele permite avaliar a capacidade do animal de
aprender uma tarefa aversiva e evita-la (IZQUIERDO; MCGAUGH, 2000). Nesse teste, utiliza-se
um aparato com uma plataforma onde o animal ¢ colocado. Assim que o camundongo desce da
plataforma, ele recebe um choque nas patas. Os animais que associam o aparato ao choque tendem a
apresentar uma resposta estereotipada de congelamento [freezing] e aumentar o tempo de laténcia
de descida da plataforma nas proximas vezes que sdo colocados nela, demonstrando lembranca da
situagdo aversiva (choque). Animais com dificuldades na aquisicdo de memoria tendem a ter um
menor tempo de laténcia de descida e ndo apresentar congelamento.

O aparato de esquiva inibitoria (Figura 16) consiste em uma caixa de acrilico com uma
plataforma localizada no lado direito, sendo o piso da caixa formado por uma grade. Durante a
sessdo de treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e, ao descerem para a grade com as
quatro patas, receberam um choque de baixa voltagem. Apds o animal retornar a plataforma, ele foi

retirado do aparato e colocado de volta em sua caixa. Duas sessdes foram realizadas apos o treino: a

2 Estimulo condicionado ou estimulo neutro quando aplicado ndo desencadeia uma resposta especifica do animal.
3 Estimulo incondicionado desencadeia uma resposta inata/especifica, ou seja, o animal exibe uma resposta naturalmente, devido a
sua conexdo com a sobrevivéncia, ndo requerendo aprendizado.
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primeira 1h30 apds o término da sessdo de treino (avaliagdo da memoria de curta duragdo) e a
segunda 24 horas apds o término da sessdo de treino (avaliagdo da memoria de longa duracdo). O
tempo de laténcia para descer da plataforma até a grade foi registrado para cada animal em ambas

as sessoes e posteriormente analisado.

Figura 16 - Aparato Teste Esquiva Inibitdria. Foto retirada do Google.

6.4.8 Teste do Labirinto em Y (Y Maze Test)

O teste do labirinto em Y ¢ utilizado para avaliar o desempenho da memoria de trabalho
imediata dos animais por meio da andlise da alternincia entre os bragos do labirinto (Figura 17) (DE
CASTRO et al., 2009). Animais com boa memdria de trabalho espacial tendem a evitar entrar no

ultimo brago recentemente explorado, resultando em um maior indice de alternancia.
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No teste, cada camundongo foi colocado no mesmo brago do labirinto (A) e deixado se
mover livremente por 5 minutos. Apés o teste, o camundongo foi retirado e colocado em sua caixa.
Apo6s a realizacdo do teste com todos os animais, os videos foram analisados, contabilizando a
alternancia entre os bracos. O indice de alternancia considera as sucessivas entradas nos trés
diferentes bragcos de maneira consecutiva. O nimero total de entradas foi calculado como o total de
mudangas de bragos. A porcentagem de alternancia foi calculada pela férmula: [alternancia

total/(bragos totais inseridos - 2)] x 100.

Figura 17 - Aparato Teste do Labirinto em Y. Utilizado para
avaliagdo da memoria de trabalho. Imagem retirada do google.

6.4.9 Teste de Reconhecimento Social de Trés Camaras (Three-Chamber Sociability and

Social Novelty Test)

O teste de Reconhecimento de Memoria Social de Trés Camaras ¢ um teste que explora a

sociabilidade e o interesse por novidade social de camundongos em modelos de desordens do SNC
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(figura 17) (“Sociability and Social Novelty Test”, 2024). Animais sauddveis tendem a passar mais
tempo com outro roedor do que sozinhos (principio da sociabilidade) e preferem explorar por mais
tempo o ambiente com um animal desconhecido do que o ambiente com um animal conhecido
(principio da novidade social).

O aparato para realizagdo do teste consiste em um caixa retangular acrilica com trés cadmaras
que se intercomunicam entre si, sendo que cada camara possui dimensdes de 20x40x20cm,

conforme mostrado na Figura 18.

Figura 18 - Aparato do Teste de Reconhecimento Social de Trés Camaras. Adaptada de
(Social Behavior | Neural Circuits and Behavior Core, [s.d.]).

Os animais com 38 dpi passaram pelo Teste de Reconhecimento Social de Trés Camaras
para avaliacdo da memoria social de curto prazo. O teste foi baseado em trés se¢des. Na primeira,
de habituacao, o camundongo foi colocado na camara central e pdde explorar as 3 camaras vazias
por cinco minutos. Na segunda sess@o, de sociabilidade, com duragdo de 10 minutos, um animal
desconhecido pelo animal em teste (estranho 1) foi colocado na cdmara da direita dentro de um
cilindro transparente, de 8 cm de didmetro por 15 cm de altura, com varios furos sobre sua
superficie, de modo que os animais pudessem manter contato pelas narinas, mas que

impossibilitasse o combate entre eles. A ultima sessdo, de memoria, aconteceu apos 1 hora e 30
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minutos da segunda sessdo. Nela, o animal em teste retorna ao aparato, que agora tera, além do
animal da direita, um novo animal desconhecido pelo animal em teste, na arena da esquerda e sob
as mesmas condi¢des do animal da direita.

A analise do teste foi baseada na trajetéria e no tempo em que o animal em teste despendeu
em cada camara com o estranho 1 e com o estranho 2. As imagens foram gravadas e analisadas pelo
software EthoVisionXT e posteriormente submetidas a analise estatistica utilizando o software

GraphPad Prism 6.

6.5 MEDIDAS DE EXPRESSAO EM TEMPO REAL (RT-PCR)

Amostras

Amostras do Sistema Nervoso Central (SNC), incluindo o Hipocampo, Substancia Negra e
Estriado, foram obtidas de um grupo de 27 animais, divididos em 14 do grupo controle ¢ 13 do
grupo LPS. Apos a dissecagdo, as amostras foram imediatamente armazenadas em tubos Eppendorf
previamente identificados e conservadas em um freezer a -80°C para a preservacao adequada até o

processamento e extracao subsequente de RNA.

Processamento das amostras em TRIzol (Invitrogen®)

Antes da extracdo de RNA, as amostras de tecido nervoso foram processadas utilizando o
reagente TRIzol, seguindo as recomendacdes do fabricante. Aproximadamente 300 mg de tecido
foram homogeneizados em 500 pl de TRIzol por amostra, utilizando um processador ultrassonico.
As amostras foram armazenadas a -20°C por uma noite e, em seguida, incubadas por 5 minutos em
temperatura ambiente para garantir a completa dissolucdo do tecido.

Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 12.000 x g a 4°C,
resultando na separagdo do material em trés fases. A fase superior, aquosa e que contém o RNA, foi

recolhida e transferida para um novo tubo Eppendorf.
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Extrac¢do de RNA total

Para precipitacdo do RNA, foi adicionado 0,5 mL de isopropanol a fase aquosa. As amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 x g a 4°C. Apos esse procedimento, o RNA precipitou-
se no fundo do tubo, sendo o sobrenadante pipetado e descartado. Em seguida, foi iniciada a etapa
de lavagem do RNA.

Primeiramente, adicionou-se 1 mL de etanol a 75%, e, apds leve agitacdo, as amostras foram
brevemente homogeneizadas em um vortex, por 5 minutos, a 7500 x g a 4°C. O sobrenadante foi
vertido, ¢ o tubo Eppendorf foi mantido virado para secagem por 10 minutos em temperatura
ambiente. A seguir, a etapa de solubilizacdo foi iniciada com a ressuspensdo do pelete em 20-50 pL
de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). As amostras foram incubadas a 55°C por 10
minutos.

A concentragdo e pureza do RNA foram medidas por espectrofotometria NanoDrop Lite
(Thermo Scientific). Todos os procedimentos foram realizados com materiais autoclavados,

plasticos e reagentes livres de RNAse.

Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada a partir do RNA extraido utilizando o Kit de Sintese de
cDNA da BIO RAD. Inicialmente, foram adicionados aos tubos de amostras mixes de Dnase (0,5
uL) e Dnase Buffer (1,5 uL) para degradagdo do DNA e eliminag¢do de possiveis contaminacdes.
Apos homogeneizacao das amostras por pipetagem, elas foram submetidas a um termociclador
(25°C por 5 minutos para digestdio do DNA, 75°C por 5 minutos para inativacdo da Dnase e
resfriamento a 4°C para a etapa subsequente).

A sintese do cDNA foi iniciada em seguida. Um micrograma de RNA total da amostra foi
adicionado a uma solugdo contendo oligo(dT), desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs) e agua
DEPC. Apo6s homogeneizacao, foi realizada outra etapa de termociclagem, com uma etapa inicial de
5 minutos a 25°C, seguida pela Transcriptase Reversa (RT) a 46°C por 20 minutos, inativagdo da RT

a 95°C por 1 minuto e resfriamento a 4°C. Ao final, as amostras foram armazenadas a -20°C.

Analises de expressdo génica por RT-gPCR
Este estudo seguiu os critérios estabelecidos nas diretrizes MIQE (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (SA et al., 2009). Inicialmente, os cDNAs

foram diluidos na propor¢ao de 1:10 em agua milli-Q. Em seguida, 2 uLL de cada amostra foram
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adicionados a uma mistura contendo 5 pL de iTaq SYBR Green Supermix (iTaq™ Universal
SYBR® Green Supermix, Bio-Rad), 2 pL. de 4gua milli-Q e 0,5 pL de cada iniciador a 10 uM.
Essas etapas foram realizadas em placas Axygen de 96 pocos.

Apo0s o preparo das placas, estas foram seladas, homogeneizadas com vortex e centrifugadas
a 1200 RPM por 7 minutos a 4°C para posterior leitura em um termociclador (CFX96 Touch, Bio-
Rad). No termociclador, ocorreram as seguintes etapas: desnaturagdo, anelamento, extensdo,

deteccao de fluorescéncia e quantificagdo. A leitura de cada placa durou duas horas.

Analise de Dados

Os resultados da RT-qPCR foram analisados utilizando o software CFX Manager (Bio-Rad)
e salvos no formato Microsoft Excel para calculos subsequentes. A expressao relativa dos genes foi
calculada utilizando o método do Ciclo Limiar (Ct, cycle threshold) com a seguinte equagdo: 2(-
ACt), onde ACt = Ct (gene alvo) — Ct (gene normalizador). Utilizamos o gene Rpl32 como
normalizador.

Para calcular o fold change, usado para determinar as diferengas na expressdo génica entre
os grupos, empregamos o método de Livak, 2*(-AACt), onde AACt = Act (tratado) — Act (controle)
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Os valores finais foram exportados para o programa GraphPad

Prism 6 para posterior plotagem grafica e andlises estatisticas.

6.6 MEDIDAS DE COMPONENTES POR ENSAIO IMUNOENZIMATICO

A quantifica¢dao de citocinas e fatores neurotréficos (CX3CL1, IL1B, IL18, IL17, BDNF,
NGF e GDNF) foi realizada por ensaio imunoenzimatico (ELISA) de acordo com as instru¢des do

fabricante R&D Systems DuoSet, medindo a absorbancia a 490 nm.

Amostras
Inicialmente, as amostras foram maceradas com um processador ultrassdnico e, em seguida,

centrifugadas por 20 minutos a 16.000 rpm a 4°C. O sobrenadante resultante foi cuidadosamente
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coletado e transferido para um novo tubo Eppendorf previamente identificado, aguardando analises

subsequentes.

Preparacdo da placa

Foram adicionados 50 pL por pogo do anticorpo de captura (R&D Systems DuoSet) na placa
apropriada (Maxisorp®, Nunc). A placa foi selada e incubada por 16 horas a 4°C. Posteriormente, o
contetdo da placa foi removido e a mesma foi lavada trés vezes com tampao de lavagem (PBS1X
contendo 0,5% de Tween). Em seguida, foram adicionados 200 pL por pogo do tampao de bloqueio
(PBS1X contendo 1% de BSA) e a placa foi incubada em temperatura ambiente por uma hora. Apos

o periodo de incubagdo, a placa foi submetida a trés lavagens consecutivas com tampao de lavagem.

Ensaio

Neste momento, foram adicionados 50 pL dos padrdes + 50 puL das amostras a cada poco. A
placa foi vedada e incubada por 16 horas a 4°C novamente. Apds a remog¢ao de todo o contetido da
placa e a lavagem, como descrito anteriormente, foram adicionados 28 pL do anticorpo de deteccao
biotinilado por pogo. A placa foi incubada a temperatura ambiente por mais 2 horas. Apos a
remocao do conteudo e outra rodada de lavagens, adicionou-se 50 pL de estreptavidina-HRP a cada
pogo. A placa foi incubada por 30 minutos, com esta etapa realizada ao abrigo da luz. Apos descarte
e novas lavagens, adicionou-se 50 pL da solu¢do substrato (OPD) a cada pogo e a placa foi
incubada novamente por 30 minutos ao abrigo da luz. Por fim, adicionou-se 50 uL. de solucdo de
parada a placa e realizou-se a leitura (490 nm) em um leitor de microplacas (Multiskan FC,

ThermoScientific).

6.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo. A normalidade da distribuicao
dos resultados foi avaliada por meio do Teste de Shapiro-Wilk. As variaveis que apresentaram
distribui¢do normal foram comparadas utilizando o Teste T, enquanto o Teste T de Welch foi

empregado para amostras com variancias desiguais. O nivel de significancia adotado foi p < 0,05. A
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criacdo dos graficos e a realizagdo das andlises estatisticas foram conduzidas com o auxilio do

software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA).
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7 RESULTADOS

7.1 LPS INDUZ PERDA DE PESO E ALTERACAO TRANSITORIA DA ATIVIDADE
LOCOMOTORA

Os resultados deste estudo indicam que mesmo pequenas doses de LPS (250 pg/kg/dia)
foram capazes de induzir perda de peso em camundongos durante os primeiros dias da inducao (2° e
3° dias). Entretanto, ¢ importante notar que os animais apresentaram recuperacao de peso ja no
quarto dia durante a inducdo. O grupo Controle, que recebeu 100 puL de solugdo salina a 0,9% via
intraperitoneal, manteve uma média de peso constante ao longo de todo o periodo de intervencao,
conforme esperado (Grafico 1A).

Com relacdo a atividade locomotora, o tratamento com o LPS causou déficit locomotor
durante a fase de inducao, persistindo até o quarto dia pos-indugdo (Graficos 1B-D e 2E). Contudo,
¢ relevante destacar que, a partir do nono dia pds-indugdo (Grafico 2F-H), ndo foi mais observado
déficit locomotor nos animais do grupo LPS.

Esses achados indicam que o tratamento com LPS teve um impacto significativo no peso
corporal € no comportamento locomotor dos camundongos durante a fase de indug¢ao, com sinais de

recuperagao posteriormente.
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Grafico 1 - Efeitos do LPS na peso e na distancia total percorrida no OPF. (A) Perda de peso
durante a inducdo (P»<0,0024 e P;<0,0061). (B-D) Distancia total percorrida em diferentes
momentos do modelo. (B) (P<0,0001) (C) (P<0,0076) (D) (P<0,132) Os simbolos representam
os animais de cada grupo por dia de teste. (N= 12).



74

T E _ F
L 120004 * g — @ P
L4 T 10000- . .ge
£ 100007 ., 3 PAvess T
> - a S 8000- o’ ==
@ 80004 B & =
- = |
@ 6000 3 6000+ HE
o
S 4000 - S 4000-
R o
7] mn 2
B 20004 9  2000-
S 0 L L g o T T
'2 Control LPS o Control LPS
4 Days Post-LPS Injection (DPI) 9 Days Post-LPS Injection (DPI)
G H
E 12000 E 120001
S H-u’
°
@ 100001 g 10000
S . g
8000+ ™ 8000+
E m " E
8 6000+ @ 6000
c o® = g
[ 4000+ ] 4000+
k] 2
Q 2000+ 2 2000
E E
i 0 0
= Control LPS - Control LPS
30 Days Post-LPS Injection (DPI) 47 Days Post-LPS Injection (DPI)

Grafico 2 - Efeitos do LPS na distancia total percorrida no OPF. (E-H) Distancia total percorrida
em diferentes momentos do modelo. (E) (P<0,0261). (N =12).

7.2 LPS ALTERA MEMORIA HIPOCAMPAL E DE TRABALHO

O grupo tratado com LPS levou mais tempo para encontrar a rota de escape no 21° dpi,
conforme demonstrado pelo Teste de Labirinto de Barnes (Grafico 3A). Esse resultado sugere uma
deterioragdo da memoria hipocampal nesse grupo. No 32° dpi, os animais do grupo LPS também
exibiram prejuizo na memoria de trabalho, indicada por um indice de alternancia menor no Teste do
Labirinto em Y (Grafico 3D). A dificuldade prolongada em encontrar a rota de escape e a reducao
na alternancia dos bragos do labirinto em Y sugerem impactos a médio prazo do LPS na fungao

cognitiva desses animais. Nao observamos diferengcas motoras e cognitivas entre os grupos para
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outros testes comportamentais aplicados, aqui apresentados na secdo Apéndice como resultados

suplementares (graficos 48 ao 62).
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Grafico 3 - Efeitos do LPS no desempenho do Teste de Labirinto de Barnes e Teste do Labirinto em
Y. (A) Laténcia aumentada para encontrar a rota de fuga (efeito principal da condi¢do de tratamento,
P<0,0321) (D) Indice de alternancia entre os bracos do labirinto em Y diminuido (efeito principal da

condicdo de tratamento, P<0,0186). (N=9-11).

7.3 EXPRESSAO AUMENTADA DE A-SYN NO HIPOCAMPO

Foram medidas as expressdes de a-syn em trés regides do SNC (hipocampo, substancia

negra e estriado) para avaliar o potencial do modelo de alterar a expressdo da proteina (Grafico 4A-

C). Observamos que préoximo a indugdo (4dpi), o hipocampo apresentou um aumento da expressao

de a-syn, condizente com alteracdes comportamentais associadas a essa regido posteriormente, com

23 dpi. Nao foram observadas alteragdes nas expressoes de o-syn no 23° dpi (Grafico SA-C).



76

Striatum

uls

A Hippocampus B Substantia Nigra C
— 06 . 06-
< 0.6+ % e
3 & 3
g
S * S e
2 o 2
2 0.4 = § 041 Z 044
m _—
E . = £ ©
® = I e
® o Y
® . » u B
5 02 ¢ % 0.2 o < 02-
bd
4 — e r
: Eu * 9, E
S g °® g
= =
b 40 “ 00 ? 00
Control 4 dpi Control 4 dpi

Control 4 dpi

Grafico 4 - Efeitos do LPS na expressao de a-syn-total no hipocampo, substancia negra e estriado
no 4° dpi. (A-C) andlise por RTq-PCR das trés regides com P<0,0436 no Hipocampo. (N= 6-7).
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23 dpi. (A-C) Nao foram encontradas alteracdes para esse time point. (N= 6-7).
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7.4 MODULACAO DOS NiVEIS DE CITOCINAS EM REGIOES CEREBRAIS

7.4.1 No 4° dia apos a inducao

A quantificacdo das citocinas por meio de ensaio imunoenzimatico (ELISA) revelou uma

reducdo significativa da fractalquina no hipocampo dos animais tratados com LPS no 4° dpi

(Grafico 6A) em comparagdo ao grupo controle. Os niveis de IL-1p também se reduziram no 4° dpi

no estriado (Grafico 7B).
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Grafico 6 - Perfil das Dosagens de Citocinas ¢ Quimiocinas no Hipocampo no 4°
dpi. A Diminuicdo de CX3CL1 hipocampal (efeito principal da condicdo de
tratamento, P<0,0370). (B-D) Nao foram identificadas diferencas significativas na
concentragdo de outras citocinas entre os grupos. (N=5-7).
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estatisticamente significativas na substincia negra nesse momento (Grafico 8A-D), nem para as

outras citocinas no hipocampo e estriado.

A = B < 3000~
2 6000+ 5
o @ .
E=] . -
S 'S 2000 ! .
o 4000 = I
E II. a® E [
e L S R
2 2000- nm S 10007
0 =
8 -
) 0 T r = 0 . .
Control 4 dpi Control 4 dpi
C D
= 601 < 500+
2
Z ° 2 400+
- L
© 404 [ =]
? Ea 300 °
= =]
e : E : — — S 200- "
o 204 n® 2
= — 1004 . .
s -
o n
2 2 o . .
Control 4 dpi Control 4 dpi

Grafico 7 - Perfil das Dosagens de Citocinas e Quimiocinas no Estriado no 4° dpi. (B)
Diminuicao de IL-1p estriatal (efeito principal da condi¢do de tratamento, P<0,0319).
(A, C e D) Nao foram identificadas diferencas significativas na producdo de outras
citocinas entre os grupos. (N= 5-6).
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Os niveis de CX3CL1 mantiveram-se reduzidos no 23° dpi. Além disso, houve também

queda da concentrag@o da citocina pré-inflamatoria IL-18, ambas no hipocampo (Grafico 9A e C).

Para esse mesmo momento (23° dpi), podemos observar também uma diminui¢ao nos niveis de IL-

1B no estriado (Grafico 10B) em resposta a administragdo de LPS. J& na substancia negra houve a

diminui¢do apenas dos niveis de CX3CL1 (Grafico 11A).
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Grafico 9 - Perfil das Dosagens de Citocinas ¢ Quimiocinas no Hipocampo no 23°
dpi. (A e C) Observa-se a diminui¢ao da Fractalquina (P<0,0484) e IL-18 (P<0,0094)
hipocampal. (B e D) As concentragdes de IL-1P e IL-17 ndo foram alteradas. (N= 6).
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Grafico 10 - Perfil das Dosagens de Citocinas ¢ Quimiocinas no Estriado no 23°
dpi. (A) A concentracio de CCX3CLI1 ndo foi alterada. (B) Observa-se a
diminui¢do de IL-1B (P<0,0307) estriatal. (C e D) As concentragdes de IL-18 e IL-

17 nao foram alteradas. (N= 4-6).
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Grafico 11 - Perfil das Dosagens de Citocinas e Quimiocinas na Substancia
Negra no 23° dpi.. (A) Diminuicdo de CX3CL1 na SN induzida pelo tratamento
com LPS (P<0,0453). (B-D) Nao foram identificadas diferencas significativas
na concentracao das outras citocinas. (N= 4-6).

7.5 LPS ALTERA A EXPRESSAO DO RECEPTOR CX3CR1 E CITOCINAS

7.5.1 No 4° dia ap6s a indugdo

A andlise por RT-qPCR revelou um aumento da expressao do receptor de fractalquina

(CX3CRI1) (Grafico 12A) no hipocampo no 4° dpi nos animais tratados com LPS. Além disso,

também houve um aumento nos niveis de mRNA de IL-18 (Grafico 12C). Nao foram identificadas

diferengas na expressao de IL-1B. Nao observamos alteragdes no estriado e na substincia negra

(Graficos 13A-C e 14A-C).
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Grafico 12 - Concentracdo dos niveis de mRNA de CX3CRI1 e citocinas pro-inflamatorias no
hipocampo no 4° dpi. (A) Aumento da concentragdo de mRNA de CX3CR1 (P<0,0370). (B)
Nao houve alteracdo na concentragio de mRNA de IL-1B no 4° dpi. (C) Aumento da
concentracdo de mRNA de IL-18 (P<0,0383). (N= 5-7).
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Grafico 14 - Concentragdo dos niveis de mRNA de CX3CR1 e citocinas pro-inflamatorias na
substancia negra com 4 dpi. (N=4-7).

7.5.2 No 23° dia apés inducio

Houve também um aumento da expressao das citocinas pré-inflamatérias IL-1beta e 1L-18
no hipocampo no 23° dpi, sem altera¢do na expressao do receptor de fractalquina (Gtafico 15A-C).

Além disso, também foi encontrada uma diminui¢ao nos niveis de mRNA de CX3CRI1 e IL-
1B no estriado com 23 dpi (Grafico 16A e B), bem como uma diminuicdo da expressao de CX3CR1

na substancia negra para esse mesmo periodo de tempo (Grafico 17A).
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Grafico 15 - Concentra¢do dos niveis de mRNA de CX3CRI e citocinas pré-inflamatorias no
hipocampo no 23° dpi. (A) Nao houve alteracdo na concentragdo de mRNA de CX3CRI. (B)
Aumento da concentragdo de mRNA de IL-18 (P<0,0148). (C) Houve uma diminuicdo da
concentracdo de mRNA de IL-18 (P<0,0156). (N= 5-7).
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Grafico 16 - Concentracdo dos niveis de mRNA de CX3CRI e citocinas pro-inflamatdrias no
estriado no 23° dpi. (A) Diminui¢cdo da concentracdo de mRNA de CX3CRI1 (P<0,0342). (B)
Houve uma diminui¢o da concentracdo de mRNA de IL-1p (P<0,0376). (C) Nao houve alteragado
na concentracao de mRNA de IL-18. (N=4-7).
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Gréafico 17 - Concentragdo dos niveis de mRNA de CX3CRI1 e citocinas pré-inflamatorias
na substancia negra no 23° dpi. (A) Diminui¢do da concentracdo de mRNA de CX3CRI
(P<0,0473). (B) Nao houve alteragcdo na concentragdo de mRNA de IL-1B. (C) Nao houve
alterag¢do na concentragdo de mRNA de IL-18. (N= 5-6).

7.6 REDUCAO DOS FATORES NEUROTROFICOS EM REGIOES CEREBRAIS

7.6.1 No 4° dia apods a indugio

A inducdo com LPS levou a diminuicdo dos niveis de NGF hipocampal no 4° dia pos-
inducdo (Grafico 18B). Ja no estriado com 4 dpi, houve um aumento dos niveis de NGF (Gréfico
19B). Nao houve alteracdes dos niveis de BDNF e GDNF nesse time point para ambas regides. Nao

observamos alteragdes na substancia negra (Grafico 20A-C).
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Grafico 18 - Perfil das Dosagens de Fatores Neurotréficos no Hipocampo no 4° dpi.
(B) Diminui¢do dos niveis de NGF hipocampal induzida pelo tratamento com LPS
(P<0,0266). (A e C) Nao foram identificadas alteragdes significativas na concentracao
de outros fatores neurotroficos. (N= 4-6).
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Grafico 19 - Perfil das Dosagens de Fatores Neurotroficos no Estriado no 4° dpi. (B)
Aumento dos niveis de NGF estriatal induzida pelo tratamento com LPS
(P<0,0433). (A e C) Nao foram identificadas alteracdes significativas na
concentragdo de outros fatores neurotroficos. (N= 4-6).



87

2 6004 = 500-
& 3
- 2 4004
5 il .
o 4004 -
E . " > 3001 . .
s —— —_
2 — — S 2004
o 2004 v at >
= 2 400+ L []
LZL w [ X
[U]
8 o z o . i
Control 4 dpi Control 4 dpi
C T 2501
@ o
[ ]
2 2004
-
(=}
E’ 150+ .|_
2 io
=) . ]
= 100+
o
=
w 504
rd
[a]
[T] 0 . .
Control 4 dpi

Grafico 20 - Perfil das dosagens de Fatores Neurotréficos na Substancia Negra com 4
dpi. (A-C) Nao foram encontradas alteragdes nas concentracdes de fatores
neurotroficos. (N= 5-6).

7.6.2 No 23° dia apés a indugao

Os niveis de NGF mantiveram-se reduzidos no 23° dpi no hipocampo (Grafico 21B). Além
disso, também houve queda da concentracdo de BDNF hipocampal (Grafico 21A) neste time point.
Nao houve alteragdes nos niveis de GDNF (Fator de Crescimento de Linhagem Glial) em relagdo ao
grupo controle (Grafico 21C).

O NGF foi o tunico fator neurotrofico que apresentou redugcdo em seus niveis de
concentragcdo no estriado com 23 dpi (Grafico 22B). Com 23 dpi, a substancia negra apresentou

diminui¢do da concentragdo de NGF e aumento de GDNF (Gréafico 23B e C).
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Grafico 21 - Perfil das Dosagens de Fatores Neurotroficos no Hipocampo no 23° dpi. (A
e B) Observa-se diminui¢ao da concentracdo de BDNF e NGF hipocampal (P<0,0447 ¢
P<0,0260, respectivamente). (C) A concentracdo de GDNF nao foi alterada na regido

para esse time-point. (N= 6).
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Grafico 22 - Perfil das Dosagens de Fatores Neurotréficos no Estriado no 23° dpi. (A e
C) As concentragdes de BDNF e GDNF nao foram alteradas pelo LPS. B Observa-se
uma diminui¢do de NGF estriatal (P<0,0159). (N= 5-6).
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Grafico 23 - Perfil das Dosagens de Fatores Neurotroficos na Substancia Negra no 23°
dpi. (A) A concentracdo de BDNF nao foi alterada pelo LPS. (B) Diminui¢do de NGF
(P<0,0114). (C) Aumento na concentraco de GDNF na regido (P<0,0496). (N= 4-6).

7.7 IMPACTO DO LPS NA VIA DO INFLAMASSOMA

7.7.1 No 4° dia apos a inducio

A expressao de mRNA por Reagao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-qPCR)
revelou alteracdes em componentes centrais associados a via do inflamassoma. No 4° dpi, houve um
aumento da expressdo hipocampal de Caspl (Grafico 24C), protease que integra a plataforma
proteica proteossomal e converte as formas inativas pro-IL18 e pro-IL-1p em suas formas ativadas.
Nao sendo encontradas diferengas no estriado e na substancia negra para esses marcadores

(Gréficos 25A-C e 26A-C).
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O modelo também foi capaz de causar o aumento dos niveis de mRNA de P50 na Substancia
Negra, um intermediéria da via do fator de transcricdo nuclear NF-kB, associado a ativagdo da
primeira via de sinalizagdo do inflamassoma (Grafico 29A). Nao encontramos alteragdes para esses

alvos no hipocampo e estriado (Graficos 27A ¢ B ¢ 28A ¢ B).
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Grafico 24 - Concentragdo dos niveis de mRNA dos componentes do Inflamassoma no
Hipocampo no 4° dpi. (A-B) Nao houve mudangas na concentragdo de mRNA de NLRP3 e
ASC com 4 dpi. (C) Aumento da concentracio de mRNA de CASP1 no 4° dpi (P<0,0348).
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Grafico 25 - Concentragdo dos niveis de mRNA de NLRP3, ASC e CASPI no estriado
com 4 dpi. (N=5-7).
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Grafico 26 - Concentragao dos niveis de mRNA de NLRP3, ASC ¢ CASP1 na substancia
negra com 4 dpi. (N=5-7).
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Grafico 27 - Concentragao dos niveis de mRNA de P50 e P65 no
hipocampo com 4 dpi. (N= 6-7).
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Grafico 28 - Concentragdo dos niveis de mRNA de P50 e P65 no estriado

com 4 dpi. (N= 6-7).
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Grafico 29 - Concentracdo dos niveis de mRNA de P50 e P65 na
Substancia Negra no 4° dpi. (A) Aumento da concentragdo de mRNA da
P50 no 4° dpi (P<0,0303). (B) Nao houve alteracdo na concentracio de

mRNA de P65. (N= 5-6).
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7.7.2 No 23° dia ap6s a indugdo

Com 23 dpi, encontramos alteracdes nos niveis de mRNA da via do inflamassoma no
hipocampo e no estriado dos animais. No hipocampo, houve um aumento da concentracdo de
mRNA do receptor NLRP3 (Grafico 30A), ndo havendo diferenga na expressao dos outros dois
componentes da plataforma do inflamassoma (Grafico 30B-C). No estriado, foi observado aumento
na concentragdo de mRNA de CASP1 (Grafico 31C). Nao encontramos alteragdes na substancia
negra (Grafico 32A-C).

Foi observada uma diminui¢dao dos niveis de mRNA de P50 hipocampal e estriatal com 23
dpi (Graficos 33A e 34A). Nao observamos alteracdes na substancia negra aqui também (Grafico

35A ¢ B).
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Grafico 30 - Concentragdo dos niveis de mRNA dos componentes do Inflamassoma no
Hipocampo no 23° dpi. (A) Aumento da concentracdo de mRNA de NLRP3 no 23° dpi
(P<0,0152). (B-C) Nao houve mudancgas na concentragdo de mRNA de ASC e CASP1 com
23 dpi. (N=4-7).
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Grafico 31 - Concentracdo dos niveis de mRNA dos componentes do Inflamassoma no
Estriado no 23° dpi. (A-B) Nao houveram mudangas nas concentracdes de mRNA de NLRP3 e
ASC. (C) Aumento da concentracdo de mRNA de CASP1 com 23 dpi. (N= 5-7).
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Grafico 32 - Concentragdo dos niveis de mRNA de NLRP3, ASC e CASP1 na substancia negra

com 23 dpi. (N= 5-6).
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Grafico 33 - Concentragdo dos niveis de mRNA do NF-kB no
Hipocampo no 23° dpi. (A) Diminui¢ao da concentragdo de mRNA
da P50 no 23° dpi (P<0,0242). (B) Nao houve alteracdo na

concentragdo de mRNA de P65. (N= 5-7).
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Grafico 34 - Concentrag¢ao dos niveis de mRNA do NF-kB no Estriado
no 23° dpi. (A) Diminui¢do da concentracdo de mRNA da P50 no 23°
dpi (P<0,0166). (B) Nao houve alteragao na concentragao de mRNA de

P65. (N=5-7).
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Grafico 35 - Concentracdo dos niveis de mRNA de P50 e P65 na
substancia negra com 23 dpi. (N=4-7).

7.8 Impacto do LPS na Via das Chaperonas

7.8.1 No 4° dia apos a inducio

A expressido de mRNA por RT-qPCR revelou alteragdes em componentes centrais
associados a via das Chaperonas. Houve um aumento da expressao de HSP70-1 (Grafico 37B) na
substancia negra no 4° dpi, um heterodimero central desta via, e de STI1 (Grafico 41B), uma co-
chaperona importante na translocacdo de proteinas clientes da HSP70 para a HSP90.

Além disso, o LPS também causou alteragdes estriatais com 4 dpi, aumentando os niveis de
mRNA de HSP40 e HSP70-3 (Gréficos 38A e C).

Nao foram observadas alteragdes hipocampais para HSP40, HSP70-1 e HSP70-3 (Grafico
36A-C), nem dos alvos HSP90a e STI1 no hipocampo e estriado (Graficos 39A e B 40A ¢ B).
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Grafico 36 - Concentracdo dos niveis de mRNA de HSP40, HSP70-1 e HSP70-3 no hipocampo
com 4 dpi. (N=6-7).
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Grafico 37 - Concentragdo dos niveis de mRNA dos componentes da via das Chaperonas na
Substancia Negra no 4° dpi. (A) Nao houve alteracdo na concentracio de mRNA de HSP40. (B)
Aumento nos niveis de mRNA da HSP70-1 (P<0,0152). (C) Nao houve alteragdo na concentragao
de mRNA de HSP70-3. (N= 6-7).
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Grafico 38 - Concentracdo dos niveis de mRNA dos componentes da via das Chaperonas no
Estriado com 4 dpi. (A) Aumento da concentragdo de mRNA de HSP40 (P<0,0109). (B) Nao
houve alteragdo na concentragdo de mRNA de HSP70-1. (C) Aumento nos niveis de mRNA da

HSP70-3 (P<0,0411). (N= 5-7).
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Grafico 39 - Concentragdao dos niveis de mRNA de HSP90alfa, STI1 no
hipocampo com 4 dpi. (N= 5-7).
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Grafico 40 - Concentracdo dos niveis de mRNA de HSP90alfa, STI1 no
estriado com 4 dpi. (N=5-7).
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Grafico 41 - Concentragao dos niveis de mRNA dos componentes da
via das Chaperonas na Substancia Negra no 4° dpi. (A) Nao houve
alteracdo na concentracdo de mRNA de HSP90a. (B) Diminui¢ao
nos niveis de mRNA de STI1 (P<0,0212). (N= 6-7).
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7.8.2 No 23° dia apos a inducio

Com 23 dpi, houve alteragdes nos niveis de mRNA da via das chaperonas nas trés regides
investigadas: hipocampo, estriado e substancia negra. No hipocampo e na substancia negra, houve
aumento da concentracdo de mRNA das duas subunidades de HSP70 (Gréficos 42B e C; Graficos
44B e C). No estriado foi observado um aumento dos niveis de mRNA de HSP70-1 (Graficos 43B).

Nao foram observadas alteracdes de HSP90a e STI1 no hipocampo, estriado e substancia

negra (Graficos 45A e B; 46A e B; 47A ¢ B).
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Grafico 42 - Concentrag@o dos niveis de mRNA dos componentes da via das Chaperonas no
Hipocampo com 23 dpi. (A) Nao houve alteracdo na concentragdo de mRNA de HSP40. (B)
Diminui¢do da concentragdo de mRNA de HSP70-1 (P<0,0392). (C) Diminui¢do nos niveis
de mRNA da HSP70-3 (P<0,0005). (N= 6-7).
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Grafico 43 - Concentragao dos niveis de mRNA dos componentes da via das Chaperonas no
Estriado com 23 dpi. (A) Nao houve alteragdo na concentragio de mRNA de HSP40. (B)
Aumento nos niveis de mRNA da HSP70-1 (P<0,0057). (C) Nao houve alteracio na
concentracdo de mRNA de HSP70-3 (N= 6-7).
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Grafico 44 - Concentracdo dos niveis de mRNA dos componentes da via das Chaperonas na
Substancia Negra no 23° dpi. (A) Nao houve altera¢do na concentracdo de mRNA de HSP40.
(B) Aumento da concentracdo de mRNA de HSP70-1 (P<0,0212). (C) Aumento nos niveis de
mRNA da HSP70-3 (P<0,0075). (N= 5-6).
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Grafico 45 - Concentragdo dos niveis de mRNA de HSP90alfa, STI1

no hipocampo com 23 dpi. (N=5-7).
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Grafico 46 - Concentrag¢do dos niveis de mRNA de HSP90alfa, STI1 na

substancia negra com 23 dpi. (N= 5-6).
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Grafico 47 - Concentra¢ao dos niveis de mRNA de HSP90alfa, STI1
no estriado com 23 dpi. (N= 5-7).
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8 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi caracterizar um modelo de sinucleinopatia induzida por
lipopolissacarideo (LPS) para investigar o desenvolvimento de alteragdes comportamentais e
clinicas, bem como mudancgas nas vias do inflamassoma e das chaperonas. Os dados encontrados
demonstram o surgimento de alteracdes prodromicas, potencialmente mediadas por mudangas na
via do inflamassoma e das chaperonas, dependendo da regido cerebral e do momento da analise.

O modelo animal de sinucleinopatia induzida por LPS ¢ capaz de causar alteragdes de
memoria e déficits cognitivos (SAVI et al., 2021). Estudos indicam que doses pequenas de LPS
aplicadas consecutivamente resultam em alteragdes cognitivas precoces, enquanto o modelo de dose
unica leva ao desenvolvimento de alteragdes motoras mais tardias (DENG et al., 2020). Este ultimo
modelo tem sido utilizado como um modelo de DP devido a sua capacidade de induzir morte
seletiva de neuronios dopaminérgicos da substincia negra, acompanhada de alteragdes motoras
caracteristicas do disturbio (DENG; BOBROVSKAYA, 2022b). Embora os animais apresentem
recuperacdao no modelo de doses menores e consecutivas de LPS, ele ainda ¢ capaz de induzir um
aumento na expressao de a-syn e provocar alteragdes cognitivas, marcadamente presentes na fase
prodromica da DP (MILDE et al., 2021; ZHANG; XU, 2018). Nesse contexto, o modelo de
sinucleinopatia induzida por LPS surge como uma ferramenta relevante para investigagdes
moleculares associadas a alteragcdes comportamentais nas sinucleinopatias.

A selecdo e a descricdo da cepa do LPS sdo cruciais para garantir a reprodutibilidade dos
estudos e o adequado desenho experimental do modelo, pois estdo diretamente relacionadas ao grau
de ativacdo imunologica e, consequentemente, a resposta clinica dos animais (MILDE et al., 2021).
No entanto, muitos estudos ndo fornecem as especificagdes detalhadas sobre o LPS utilizado, o que
pode resultar em respostas varidveis nos animais, mesmo quando o desenho experimental ¢
semelhante, como pode ser observado na comparagdo entre os niveis de citocinas medidos neste
estudo e aqueles encontrados por Zhang e Xu (ZHANG; XU, 2018). Nossos resultados
demonstraram que a cepa de Escherichia Coli, mesmo em doses consideradas subagudas (250
png/kg/dia em alguns estudos), foi capaz de induzir alteragdes clinicas no modelo (DENEYER et
al., 2019b; ZHANG; XU, 2018). Embora nossos dados clinicos tenham sido predominantemente
observacionais, com exce¢ao da perda de peso (Grafico 1A), € importante ressaltar que observamos
sintomas como pelagem arrepiada e opaca, hipoatividade, fezes ressecadas e corcovas mais
proeminentes. Com o objetivo de evitar que um possivel comportamento adoentado (sickness

behavior) induzido pelo LPS pudesse gerar viés em nossos experimentos, optamos por utilizar o
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Teste de Campo Aberto (OPF), considerado padrio ouro para avaliagdo de alteracdes no
comportamento motor, como parametro inicial para iniciar os testes cognitivos (Graficos 1B-D e
2E-H) (LAU et al., 2008). Assim, os resultados do OPF orientaram a escolha do momento para o
inicio do treinamento no Barnes Maze, que foi iniciado no 10° dpi, uma vez que no 9° dpi (figura
19F) ndo foram mais observadas diferencas entre os grupos experimentais no Teste de Campo
Aberto.

A antecedéncia com que a fase prodrOmica emerge nas sinucleinopatias faz dela um
momento oportuno para estudo e investigacdo, considerando que a sintomatologia classica dessas
doengas se manifesta tardiamente, como na DP, na qual os sintomas motores s6 surgem quando
cerca de 60% dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra mesencefalica ja sofreram
degeneracdao (BRAAK et al., 2003). Nossos resultados revelaram que o LPS foi capaz de induzir
alteragdes de memoria hipocampal com 21 dpi (Grafico 3A) e de trabalho com 32 dpi (Grafico 3D)
nos camundongos. E importante notar que essas alteragdes cognitivas tém sido consistentemente
observadas em outros estudos de modelos murinos com LPS (SAVI et al., 2021; ZAKARIA et al.,
2017; ZHANG; XU, 2018).

As alteracoes de memoria sdo frequentemente encontradas em individuos recém-
diagnosticados com DP, e estdo relacionadas a presenca de oligdbmeros na fenda sinaptica
(AARSLAND et al., 2017; MUSLIMOVIC et al., 2005; YAMADA; IWATSUBO, 2018). O
aumento da expressao de a-syn no hipocampo como resultado do tratamento com LPS (Grafico 4A)
¢ consistente com achados na literatura que destacam alteragdes de memoria identificadas
precocemente (SAVI et al., 2021; ZAKARIA et al., 2017; ZHANG; XU, 2018). Além disso,
aproximadamente 70% da a-syn extracelular surge da ativa¢do neuronal, associada aos disparos de
potenciais de agdo, o que favorece sua propagacao para outras vias e regioes neuroanatomicas (WU
et al., 2010; YAMADA; IWATSUBO, 2018). E importante notar que cerca de 40% dos individuos
com DP apresentam resposta imune a epitopos de a-syn (SULZER et al., 2017). Diante dessas
informacdes, andlises futuras por imunofluorescéncia podem ser uteis para determinar a co-
localizagdo da a-syn com possiveis regides de interesse, como a fenda sinaptica, microglia e
componentes da via das chaperonas, entre outras.

A neuroinflamag¢do tem sido reconhecida como um alvo terapéutico relevante para o
combate a neurodegeneragdo, sendo potencialmente modulada pela sinalizagdo neurénio-microglia
mediada pela via da fractalquina (CX3CL1-CX3CR1) (LIU; CHEN; CHANG, 2022;
SUBBARAYAN et al., 2022). A CX3CL1 ¢ uma quimiocina produzida por neuronios, € seu inico
receptor no SNC conhecido (CX3CR1) ¢ encontrado em células microgliais (NOMIYAMA;
OSADA; YOSHIE, 2013). Além disso, a fractalquina parece ter uma fun¢do central na funcao
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cerebral normal. Camundongos knock out para CX3CR1 demonstram déficits cognitivos em tarefas
de aprendizagem, diminui¢do da func¢do sinaptica e anormalidades na poda sindptica (ZHAN et al.,
2014). Na DP, o efeito neuroprotetor da fractalquina ja foi demonstrado (NASH et al., 2015).
Nossos resultados revelaram uma reducao significativa de fractalquina no hipocampo com 4 e 23
dpi (Graficos 6A e 9A). A deficiéncia de CX3CL1 foi associada a déficits cognitivos relacionados
ao hipocampo e ao cerebelo, e niveis reduzidos dessa quimiocina também foram observados em
camundongos idosos (SUBBARAYAN et al., 2022). A regulagdo dos niveis basais de fractalquina ¢
fundamental para o funcionamento adequado do SNC, estando o aumento dos seus niveis no SNC
associado ao aumento da ativagdo do perfil pro-inflamatdrio microglial, enquanto a diminui¢do de
seus niveis pode estar relacionada ao sofrimento neuronal (SUBBARAYAN et al., 2022). Portanto,
a redugdo da CX3CL1 nas regides e momentos investigados aqui indicam fun¢do neuronal alterada.
Estudos sobre a CX3CL1-CX3CRI1 no SNC usando camundongos que nao expressam esses genes
demonstraram haver um aumento da neurotoxicidade em modelos de neuroinflamacdo, como os
induzidos por LPS, pois, na auséncia do receptor de fractalquina, h4 um aumento da toxicidade
devido a elevada atividade pro-inflamatoria microglial, visto que a fractalquina induz a diminuig¢ao
da superprodu¢dao de oxido nitrico, agente indutor de citocinas, como a IL1B, TNF-a e IL-6
(Cardona et al., 2018; Garcia et al., 2013; Ransohoff et al., 2007).

Endotoxinas como o LPS s3o componentes da parede externa de bactérias gram-negativas e
possuem uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo pirogenicidade, toxicidade letal,
agregacao plaquetaria e inducao de tolerancia, entre outras (GALANOS, 1998). O LPS ¢ um
potente indutor bacteriano de citocina como o fator de necrose tumoral (TNF), IL-1p, interferon
gama (IFNy) e quimiocinas (CAVAILLON, 2018). No entanto, a pré-exposi¢ao a endotoxinas pode
levar a um fendmeno denominado tolerancia, caracterizado por uma acentuada diminuicdo de TNF
e outras citocinas, ou seja, causando uma redugao na responsividade das células imunologicas ao
LPS, prevenindo a mortalidade (CAVAILLON; ADIB-CONQUY, 2006). Corroborando com esse
dado, pacientes com DP apresentam uma menor concentracdo sérica da proteina de ligagdo a
lipopolissacarideo (LBP) cuja fun¢do principal € se ligar ao LPS para facilitar seu reconhecimento
pelo sistema imunologico, indicando uma exposicao cronica desses pacientes ao LPS (ADAMS et
al., 2019). Estudos sugerem que a tolerancia a endotoxinas estd relacionada a desregulagdo da
producdo de citocinas como IL-1a, IL-1B, IL-6 ¢ TNF (CAVAILLON; ADIB-CONQUY, 2006;
GRANOWITZ et al., 1993; MUNOZ et al., 1991). Diante disso, a diminui¢ao da concentragao de
citocinas pro-inflamatorias como IL-1P no estriado com 4 e 23 dpi (Graficos 7B e 10B), IL-18 no
hipocampo com 23 dpi (Grafico 9C), observadas em nossos resultados, pode estar associada a um

processo de alteracdo da resposta imunoldgica induzida pela tolerdncia. E possivel que as
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expressoes de mRNA do receptor CX3CR1 e das citocinas IL-18 e IL-1f estejam alteradas como
parte de um mecanismo de compensagao relativo as variagcdes nos niveis de citocinas, dependendo
do time point e da regido envolvida (Graficos 12A e C; 15B e C; 16A e B; 17A).

Os fatores neurotroficos (FNT) sao uma classe de pequenas proteinas extracelulares capazes
de promover a sobrevivéncia, maturagio e diferenciagdo de células neurais (VICARIO-ABEJON et
al., 2002). Essa diversidade de papeis os torna relevantes na prevengdo da morte progressiva de
neuronios dopaminérgicos na DP (ARON; KLEIN, 2011). Vale ressaltar que alguns FNT facilitam a
regeneragdo tecidual por meio de suas propriedades anti-inflamatorias, anti-apoptoéticas,
remielinizantes e de regeneragdo axonal (ELLIOTT DONAGHUE; TATOR; SHOICHET, 2015;
YUAN et al., 2013). Os FNT sao atualmente subdivididos em quatro familias: as neurotrofinas, que
incluem o BDNF e NGF, as neurocinas, os derivados de células gliais, que compreendem o GDNF,
e, a mais recentemente descoberta, a familia dos derivados de astrocitos mesencefalicos
(NASROLAHI et al., 2018).

Nosso grupo analisou os niveis de trés FNT (BDNF, NGF e GDNF) no hipocampo, estriado
e substancia negra. No 4° DPI, encontramos uma diminui¢cdo de NGF hipocampal (Grafico 18B) e
um aumento de NGF estriatal (Grafico 19B). O NGF desempenha um papel na prote¢ao contra o
estresse oxidativo, além de retardar a progressdo da DP (NASROLAHI et al., 2018). A diminui¢ao
de seus niveis no hipocampo condiz com as alteragdes comportamentais encontradas com 23 dpi,
enquanto o aumento de seu nivel no estriado pode estar relacionado a um mecanismo de
compensagao/protegao. Observamos que, com 23 dpi, a concentragdo de NGF hipocampal
permaneceu diminuida (Grafico 21B) e, além disso, houve também uma diminui¢do nos niveis de
BDNF (Grafico 21A). Na DP, o BDNF atua regulando a fungdo motora, plasticidade, reparo e
promocao da sobrevivéncia dos neuronios dopaminérgicos, indicando que essa regido continuou sob
estresse (NASROLAHI et al., 2018). Além disso, os niveis de NGF estriatais continuaram menores
com 23 dpi (Gréfico 22B), revelando uma alteragdo persistente at¢ o0 momento. Por fim, com 23 dpi,
também houve mudangas dos niveis de FNT na substancia Negra (Grafico 23B e C), que, com 4
dpi, ndo se mostrou afetada, havendo uma diminui¢ao de NGF e um aumento de GDNF, esse ultimo
com fungao protetora e restauradora de neurdnios (NASROLAHI et al., 2018).

As proteinas de choque térmico (HSP), membros da via das chaperonas, sdo capazes de
regular a inflamag¢@o via inflamassoma em diferentes contextos. Alguns membros das chaperonas
atuam a favor da ativacdo do inflamassoma, enquanto outros o inibem. As proteinas de choque
térmico HSP70 e HSP90 possuem fungdes centrais na via das chaperonas e, juntamente com a
HSP40 e STII, formam um maquindrio proteico de acdo transitéria que atua conjuntamente em

funcdes associadas ao dobramento, degradagdo e manutengdo de proteinas clientes (LACKIE et al.,
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2017). Aos 4 dpi, encontramos alteragdes relacionadas a essa via na substancia negra e no estriado,
com aumento de HSP70-1 na substancia negra (Grafico 37B) e uma diminui¢do de STI1 (Gréfico
41B) para esta mesma regido. No estriado, houve um aumento de outra isoforma, a HSP70-3 e de
HSP40 (Grafico 38C e A). A presenca associada de hetero-oligomeros nas chaperonas tem sido
associada a alteracdes patoldgicas em doengas neurodegenerativas.(GINSBERG et al., 2022). Nesse
contexto, em vez da rede de chaperonas atuar no dobramento e degradagdo de proteinas por
complexos menores transitorios, essas proteinas acabam atuando como uma rede multimolecular
que remodela patologicamente os processos celulares, mantendo os fendtipos celulares alterados
(epichaperoma) (GINSBERG et al., 2022; KISHINEVSKY et al., 2018; RODINA et al., 2016). Aos
23° dpi, encontramos diminui¢des na expressao de HSP70-1 e HSP70-3 no hipocampo (Grafico
42B e C), aumento de HSP70-1 no estriado (Grafico 43B) e aumento dos niveis de expressdao da
HSP70-1 e da HSP70-3 na substancia negra (Grafico 44B e C), revelando alteragdes sitio e tempo
especificas.

Associando as alteragdes da via das chaperonas com as do inflamassoma, identificou-se um
aumento na expressao de mRNA de Caspase-1 no hipocampo com 4 dpi (Grafico 24C) e de P50
(Grafico 29A), um dos intermediarios da via do NF-«B, na substancia negra. A HSP70 extracelular
¢ capaz de se ligar a monocitos humanos, levando ao aumento da expressdo de pro-IL-1p, TNFa e
IL-6, de forma dependente de NF-«kB funcional/ativado, que translocara para o nucleo, favorecendo
a ativa¢do do inflamassoma, por ativagdo do primeiro estagio (priming) (MARTINE; REBE, 2019).
No entanto, ainda nao existem estudos correlacionando o aumento da produgdo de pro-IL-18 com o
aumento de IL-1p por ativagdo do inflamassoma (Asea et al., 2000). Aos 23 dpi, foram observados
aumentos no receptor NRLP3 no hipocampo (Grafico 30A) e na Caspase-1 no estriado (Grafico
31C). Além disso, encontramos diminui¢des de P50 hipocampal (Grafico 33A) e estriatal (Grafico
34A). A HSP90 ¢ capaz de interagir com o receptor do NLRP3, levando a sua estabilizacao e
protecdo contra mecanismos de autofagia (KHALAFALLA et al., 2017; MAYOR et al., 2007). Por
ultimo, além dos efeitos positivos das chaperonas na regulacdo da ativagdo do inflamassoma,
também ja foram descritos efeitos de regulacao negativa, como a da HSP70 sobre o inflamassoma.
Demonstrou-se que sua superexpressao ¢ capaz de diminuir a interagdo NRLP3/ASC, a ativacao de
caspase-1 ¢ a produgio de IL-1p (MARTINE; REBE, 2019). Assim, a HSP70 desempenha um
papel ambivalente na ativagdo do inflamassoma, dependendo de sua localizagdo. Quando
extracelular, atua como um indutor da expressdao de pro-IL-1B, enquanto intracelularmente exerce
um papel inibidor (ASEA et al., 2000; MARTINE et al., 2019).

Uma vez que o modelo se mostrou capaz de causar alteragdes prodromicas e nas duas vias

aqui destacadas, sua utilizacdo se mostra relevante para a investigacao das sinucleinopatias e aponta
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para a alteracdo dessas vias nessas desordens, podendo ser investigadas como possiveis marcadores
e alvos terapéuticos para o futuro. Nossos resultados levantam a possibilidade da inibicdo da HSP90
resultando na inibi¢do do inflamassoma como um possivel alvo para inibir ou retardar a progressao
desses disturbios, principalmente se essas alteragdes puderem ser identificadas na fase prodromica.

Como limitacdo, pode ser citada a ndo inclusdo de camundongos fémeas no modelo. A
inclusdo de fémeas ¢ fundamental para identificarmos especificidades com relagdo ao sexo dos
animais, ja que a prevaléncia na DP apresenta uma dicotomia entre os sexos em humanos, com
maior prevaléncia no sexo masculino.

Como perspectivas futuras, pretendemos investigar a presenca de a-syn patogénica por
técnica de western blot, validacdo do uso da dose Unica mais concentrada e o surgimento da
sintomatologia motora associada a DP, a co-localizacio da a-syn com microglia, astrécitos e
chaperonas, a hipotese de double-hit com modelo genético da DP (A53T) em parceria com grupo
canadense liderado pelo Dr. Marco Prado que trabalha com a via das chaperonas, o tratamento com
inibidor concomitante para inflamassoma e HSP90 e a investigagdo de alteracdes no trato
gastrointestinal e na composi¢ao da microbiota fecal dos animais, regides associadas a outros sinais

prodromicos de alta prevaléncia.



110

9 CONCLUSAO

O modelo LPS de sinucleinopatia demonstrou ser um modelo potencial para o estudo de
alteragdes prodromicas potencialmente mediadas por mudancas na via do inflamassoma e das
chaperonas. Essas alteragdes parecem ser dependentes da regido cerebral e do tempo. Considerando
as sinucleinopatias como um conjunto de distirbios neurodegenerativos de alta prevaléncia global,
com impacto significativo na qualidade de vida dos pacientes e associados a custos elevados para os
sistemas de saude mundial, esses achados sdo importantes por identificarem alteragdes em vias
relevantes nessas desordens. Isso permite o aprofundamento da investigacdo da fisiopatologia
dessas desordens e contribui para avangos no limiar de fronteira do conhecimento da area, podendo

ser util também na investigagdo de novos alvos farmacoldgicos para as sinucleinopatias.
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11 APENDICES

RESULTADOS SUPLEMENTARES

Testes Comportamentais
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Grafico 48 - Teste de Remocao de Adesivo de Ponta Nasal
para detec¢do de alteragdo na coordenacdo motora fina
realizado no 2° dia de indugdo. (N=11).
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Grafico 49 - Teste de Remogao de Adesivo de Ponta
Nasal para deteccdo de alteracdo na coordenacdo
motora fina realizado no 1° dpi. (N= 12).
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Grafico 50 - Grip Force Test aplicado para avaliar alteragcdo da forca de tragdo dos animais, teste
realizado no 7° dia de indugdo. (N= 12).
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Grafico 51 - Grip Force Test aplicado para avaliar alteracdo da forca de tragdo dos animais, teste

realizado no 54° dpi.
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Grafico 52 - Wire Hang Test aplicado no 1° dpi para

detectar anormalidades musculares. (N=5).
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Grafico 53 - Wire Hang Test aplicando no 2° dpi para
detectar possiveis anormalidades neuromusculares de
forga muscular nos animais. (N= 7).
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Grafico 54 - Wire Hang Test aplicando no 16° dpi para
detectar possiveis anormalidades neuromusculares de forca
muscular nos animais. (N= 10-12).
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Grafico 55 - Wire Hang Test aplicando no 54° dpi para
detectar possiveis anormalidades neuromusculares de
for¢a muscular nos animais. (N= 8-9).
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Grafico 56 - Teste Rotarod para avaliar coordenaco motora aplicado no 4° dpi.
(N=12-13).
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Grafico 57 - Teste do Labirinto em Cruz elevado para avaliacdo de comportamento do tipo ansioso

com 36 dpi. (N= 5-6).
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Grafico 58 - Teste Marble Buried para avaliar
comportamentos do tipo ansioso e compulsivo
nos animais com 36 dpi. (N= 8).
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Olfactory discrimination
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Grafico 59 - Teste de discriminacdo olfativa para avaliar
perda de olfato nos animais com 37 dpi. (N=12).
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Grafico 60 - Teste de Reconhecimento Social de Trés Camaras para explorar a sociabilidade dos
animais com 38 dpi. (N= 8-9).
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Simple inhibitory avoidance
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Gréfico 61 - Teste da Esquiva Inibitéria para avaliar memoria associada a amigdala. (N= 4-12).
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12 ANEXO

Deciséao Final - Aprovado - Protocolo CEUA: 255/2017 (CEUA-UFMG)

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

) CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):

Esta & uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanga na situagdo de uma solicitagdo.

Protocolo CEUA: 255/2017

Titulo do projeto: Estudo do Papel dos Componentes do Sistema Renina-Angiotensina nos Sintomas ndo Motores da Doenga de
Parkinson

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Aline Silva de Miranda

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Morfologia

Situacdo atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido do dia 30/10/2017. Validade: 30/10/2017 a 29/10/2022

Belo Horizonte, 31/10/2017.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/sclicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antonio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bicetica/ceua - cetea@prpg.ufmag.br
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