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RESUMO

Alteragdes na composicao do soro ja foram observadas em amostras de pacientes com
Doenga de Parkinson. No entanto, o papel que elas exercem na progressdo da doenga ainda é
pouco conhecido. Portanto, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos causados pela
exposicao ao soro de pacientes com DP em células da linhagem SH-SYSY diferenciadas.
Foram avaliados os parametros de diferencia¢do neuronal e de fungdo mitocondrial, que sao
afetados na patologia da DP. A andlise por MitoTracker indicou uma redug@o da quantidade
de mitocondrias funcionais nas células que foram expostas ao soro de pacientes com DP, mas
a marcacao por MitoSox mostrou que esse efeito ndo causou uma alteracdo dos niveis de
espécies reativas de oxigénio. Além disso, a avaliacdo dos niveis de marcadores neuronais por
imunofluorescéncia sugeriu que o tratamento com os soros de pacientes com DP ndo
prejudicou o desenvolvimento do fenodtipo neuronal das células SH-SYS5Y. Em conjunto, os
resultados mostraram que as alteracdes presentes no soro de pacientes com DP podem
contribuir para a patologia observada no cérebro, exercendo efeitos principalmente sobre a

funcdo mitocondrial.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, SH-SY5Y, Mitocondria, Diferenciagao neuronal.



ABSTRACT

Changes in serum composition have already been observed in samples from patients
with Parkinson's disease. However, their role in disease progression is still poorly understood.
Therefore, the aim of this work was to investigate the effects caused by exposure to the serum
of patients with PD on differentiated SH-SYSY cells. The parameters of neuronal
differentiation and mitochondrial function, which are affected in the pathology of PD, were
evaluated. MitoTracker analysis indicated a reduction in the amount of functional
mitochondria in cells that were exposed to the serum from PD patients, but MitoSox labeling
showed that this effect did not cause a change in reactive oxygen species levels. Furthermore,
the evaluation of neuronal marker levels by immunofluorescence suggested that treatment
with the serum from patients with PD did not impair the development of the neuronal
phenotype of SH-SYSY cells. Taken together, the results showed that the alterations present
in the serum of patients with PD may contribute to the pathology observed in the brain,

exerting effects specially on mitochondrial function.

Keywords: Parkinson's disease, SH-SY5Y, Mitochondria, Neuronal differentiation.
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1. INTRODUCAO
1.1. Doenca de Parkinson

A DP ¢ a segunda doenca neurodegenerativa que mais afeta pessoas globalmente. Em
2016, segundo o estudo da Global Burden of Disease havia 6,1 milhdes de individuos
diagnosticados com a doen¢a no mundo, sendo 128 mil destes observados no Brasil (GBD
2016 NEUROLOGY COLLABORATORS, 2019; GBD 2016 PARKINSON’S DISEASE
COLLABORATORS, 2018). Com o aumento da expectativa de vida e o envelhecimento da
populacdo, ha uma previsdo de que o nimero de casos possa dobrar até 2030, ja que a idade
avangada ¢ um dos principais fatores de risco conhecidos para a DP (DORSEY et al., 2007).
Esse cendrio tera impactos tanto sociais como econOmicos ¢ demonstra a importancia do
desenvolvimento de estudos na area.

Os principais sintomas associados a DP e frequentemente utilizados para o seu
diagnostico sdo bradicinesia, caracterizada pela dificuldade de iniciar movimentos
voluntarios, rigidez muscular, tremor e perda do equilibrio (SVEINBJORNSDOTTIR, 2016).
No entanto, também sdo conhecidos diversos sintomas nao-motores, que podem se manifestar
nos pacientes até¢ 10 anos antes dos motores. Alguns exemplos sdo apatia, distirbios de sono,
constipacdo, fadiga e perda de olfato e de paladar (JANKOVIC, 2008; PONT-SUNYER et al.,
2015).

As causas que levam ao desenvolvimento da DP ainda ndao siao totalmente
compreendidas. Mutagdes em determinados genes como SNCA, LRRK2, PINK1, PRKN e
GBA ja& foram descritas como responsaveis pela forma hereditiria da DP, a qual ¢
caracterizada pela idade de inicio precoce e pela progressao mais rapida dos sinais motores.
No entanto, apenas 10% dos casos podem ser associados a esta classe. A grande maioria dos
individuos com DP desenvolve a doenga devido a uma interagdo complexa entre fatores
genéticos e ambientais (BLOEM; OKUN; KLEIN, 2021; POLITO; GRECO; SERIPA, 2016).
A exposi¢ao a pesticidas como rotenona e paraquat € um dos fatores de risco ambientais mais
demonstrados por estudos epidemiologicos. Além desses, outros fatores ambientais e de estilo
de vida, como o consumo de café e o héabito de fumar, ja foram associados a um risco
reduzido de desenvolvimento da doenga. Porém, as explicagdes para este efeito permanecem
controversas (BLOEM; OKUN; KLEIN, 2021; POLITO; GRECO; SERIPA, 2016).

Em relagdo a neuropatologia, a DP ¢ caracterizada pela perda de neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra no mesencéfalo e pela presenga dos corpos de Lewy,

formados pelo acimulo da proteina a-sin (POEWE et al., 2017). Apesar de essas serem as


https://sciwheel.com/work/citation?ids=6770790,8494219&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6770790,8494219&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=6770790,8494219&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=71815&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2779338&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1067785,1498549&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1067785,1498549&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4262703,10879417&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=4262703,10879417&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3448682&pre=&suf=&sa=0
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principais caracteristicas associadas a DP, atualmente se sabe que a doenga € resultado de um
conjunto de processos subjacentes que por fim levam a neurodegeneragdo e aos sintomas
observados. Alteragdes na fun¢ao mitocondrial e lisossomal, aumento da neuroinflamagao ¢
do estresse oxidativo e disfuncdo autofigica sdo alguns dos fatores que também influenciam
na patogénese da DP e estdo sendo cada vez mais investigados (BLOEM; OKUN; KLEIN,
2021; HAUSER; HASTINGS, 2013; TUFEKCI et al., 2012).

A complexidade dos mecanismos celulares e a heterogeneidade da manifestacdo da
doenca em diferentes pacientes constituem uma barreira para o desenvolvimento de terapias
eficazes contra a DP. Assim, apesar de haver grandes esforcos, ainda ndo hd nenhum
tratamento disponivel que seja capaz de curar a doenga. Além disso, outro fator que dificulta o
tratamento da DP estd associado ao seu diagndstico. A falta de critérios clinicos padrdes
somada a manifestacao tardia dos sintomas motores resulta em taxas elevadas de erros e de
diagnosticos tardios, que reduzem as possibilidades de controle da doenca (TOLOSA;
WENNING; POEWE, 2006; TOLOSA et al., 2021). Para melhorar esse cenario, pesquisas
que buscam elucidar os mecanismos de progressao da doenga se fazem necessarias, pois
tornardo possivel o desenvolvimento de estratégias terapéuticas capazes de retarda-la.
Ademais, a procura por biomarcadores no sangue e no liquido cefalorraquidiano ¢ uma
alternativa promissora para o diagndstico precoce, que se reflete em uma melhor possibilidade

de intervencao (CHEN-PLOTKIN, 2014; SALAT et al., 2016).
1.2. Neurogénese e Diferenciacio Neuronal

NSCs sdo células precursoras multipotentes que t€m a capacidade de se diferenciar em
linhagens gliais e neuronais em um processo chamado neurogénese adulta
(ALVAREZ-BUYLLA; GARCIA-VERDUGO; TRAMONTIN, 2001). No cérebro humano,
esse processo ocorre nas zonas subventricular e subgranular do giro denteado, e pode ser
ativado por diversas lesdes cerebrais com o objetivo de gerar novos neurdnios para reparar os
danos. Estudos em modelos e pacientes com DP demonstraram alteracdes na proliferacgao,
diferenciagdo e sobrevivéncia das NSCs, sugerindo que danos ao processo de neurogénese
estdo relacionados com a sua patogénese (REGENSBURGER; PROTS; WINNER, 2014).

Um dos principais fatores de risco conhecidos para a DP ¢ o envelhecimento e estudos
mostram uma reducdo da proliferacdo das NSCs durante esse periodo, comprometendo a
formagdo de novos neuronios (APPLE; SOLANO-FONSECA; KOKOVAY, 2017). Além
disso, alguns dos sintomas ndo motores observados em pacientes com DP, como perda de

olfato, depressdo e ansiedade, também ja foram descritos como consequéncia de uma


https://sciwheel.com/work/citation?ids=10879417,1217939,72063&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=10879417,1217939,72063&pre=&pre=&pre=&suf=&suf=&suf=&sa=0,0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1133951,10932520&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1133951,10932520&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=2156269,307008&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=889049&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11353875&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=3855923&pre=&suf=&sa=0
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neurogénese desregulada (LE GRAND et al., 2015). Assim, danos a neurogénese podem estar
envolvidos tanto no inicio como na progressao da doenga.

Alguns genes associados a DP também desempenham papéis importantes para o
desenvolvimento neuronal e para a neurogénese, como SNCA, NURRI, PITX3, PINKI e
LRRK2 (LE GRAND et al., 2015). Em especial, mutagdes ou duplicagdes que levam ao
acumulo da proteina a-sin comprometem o crescimento de neuritos, prejudicando de forma
direta a diferenciacdo das NSCs (DESPLATS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015). Além
desses fatores, a neuroinflamacao, a deple¢do de dopamina ¢ a disfun¢ao mitocondrial, que
sdo observados em pacientes com DP, também apresentam efeitos negativos sobre a

neurogénese e podem estar envolvidos no seu comprometimento (HOGLINGER et al., 2004).
1.3. Disfunc¢ao Mitocondrial

Apesar da DP familiar representar apenas uma pequena propor¢ao dos casos, o estudo
das mutacdes que levam ao seu desenvolvimento proporcionou um grande avango no
entendimento dos mecanismos envolvidos na patogénese da doenca. Mutacdes nos genes
PINK1, PRKN e LRRK2 sdao conhecidas por causarem a DP familiar e as proteinas
codificadas por eles desempenham funcdes associadas a funcdo e a homeostase mitocondrial
(RYAN et al., 2015). Assim, corroboram com a hipotese de que a disfungdo mitocondrial tem
um papel importante no processo de neurodegeneracao. PINKI1 e Parkin sdo proteinas
essenciais para o controle de qualidade mitocondrial. Elas estdo envolvidas na indugdo da
mitofagia, que leva a degradacdo de mitocondrias com danos. O mal funcionamento desse
processo resulta em um acimulo de mitocondrias disfuncionais, que liberam ROS em excesso
(TREMPE; FON, 2013). A kinase LRRK2 apresenta diversas funcgdes celulares e estudos ja
demonstraram que um aumento da sua atividade causa um aumento da fissao e uma reducao
da fusdo mitocondrial. Essa alteragdo na dinamica mitocondrial também interfere no seu
funcionamento (WANG et al., 2012).

Além dos genes associados a DP hereditaria, a investigacdo da relagdo entre
determinadas toxinas inibidoras da atividade mitocondrial com o desenvolvimento da forma
esporadica da doenga também reforga o papel da disfun¢do mitocondrial na sua patogénese.
Estudos epidemiologicos e em modelos animais demonstraram que a exposi¢do a rotenona,
MPTP e paraquat leva a um fenotipo consistente com o da DP (BETARBET et al., 2000).
Estes compostos afetam a fungdo mitocondrial através de danos a cadeia transportadora de
elétrons e sugerem que as mitocondrias tém um papel importante ndo s6 no desenvolvimento

como no inicio da DP (GOLDMAN, 2014).


https://sciwheel.com/work/citation?ids=895959&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=895959&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=7772676,1277732&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=769796&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=926155&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=715547&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1436725&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=1038119&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=533657&pre=&suf=&sa=0
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Estudos também ja relacionaram a agrega¢do da proteina a-sin, uma das principais
marcas da DP, com a disfuncdo mitocondrial. Niveis baixos de a-sin sdo normalmente
encontrados na mitocondria. No entanto, o acimulo da proteina dentro da organela pode
prejudicar a funcdo do complexo I, desencadeando um aumento do estresse oxidativo (LUTH
et al., 2014). A interacdo entre a-sin e proteinas presentes na membrana externa mitocondrial,
como VDACI1, TOM20 e TOM40, também ja foi demonstrada. Ela prejudica a importacao de
proteinas para a mitocondria e como consequéncia, leva a um aumento da produgao de ROS e
a perda do potencial da membrana mitocondrial (DI MAIO et al.,, 2016; ROCHA; DE
MIRANDA; SANDERS, 2018). Além disso, ha evidéncias que sugerem uma interacao
bidirecional, segundo a qual a disfungdo mitocondrial pode causar o acimulo da a-sin,
constituindo assim um ciclo de danos as células (ZALTIERI et al., 2015).

Todas essas evidéncias indicam que a disfuncdo mitocondrial € um processo
patologico significativo para a morte neuronal e a degeneracdo observadas na DP. Os danos a
cadeia respiratéria e ao potencial de membrana somados as falhas nos processos de controle
de qualidade mitocondrial e de dindmica mitocondrial contribuem para o actumulo de
mitocondrias com danos e para a producao excessiva de ROS. Como consequéncia, esses
fendmenos resultam em um aumento do estresse celular, podendo levar a apoptose

(SUBRAMANIAM; CHESSELET, 2013).
1.4. Alteracoes no Soro de Pacientes com Doenc¢a de Parkinson

Além de distarbios relacionados ao sistema nervoso, também sdo observadas
alteracdes sistémicas na DP. Andlises de amostras de soro de pacientes com DP mostram
diferencas significativas nos niveis de determinadas moléculas em comparacao com o soro de
individuos saudaveis. A investiga¢do e a caracterizacdo dessas alteracdes sdo importantes nao
sO para possibilitar novas estratégias de diagndstico, mas também para auxiliar na
compreensdo da progressdo da doenca, uma vez que as moléculas presentes no soro podem
ser transportadas e induzir efeitos em diferentes sistemas.

As alteragdes mais importantes ja verificadas correspondem a proteinas envolvidas em
processos inflamatérios. Niveis elevados de IL-1p, IL-2, IL-10, IL-4, IL-6, TNF-a, e IFN-y
foram detectados no soro de pacientes com DP em comparagdo com os controles, sugerindo
que esses marcadores inflamatorios estdo relacionados com a patologia da DP (VESELY et
al., 2018); (BRODACKI et al., 2008; CHATTERIJEE et al., 2020). Refor¢ando essa hipotese,

estudos também observaram que alguns microRNAs relacionados a inflamagdo estdo


https://sciwheel.com/work/citation?ids=2451267&pre=&suf=&sa=0
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https://sciwheel.com/work/citation?ids=1587926,4799666&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
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diferencialmente expressos no soro de pacientes com DP e de controles saudaveis
(BATISTELA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2020).

Considerando o papel importante da a-sin na patogénese da DP, a sua utilizagdo como
biomarcador foi investigada. No entanto, a avaliacdo dos niveis totais de a-sin no soro
mostrou resultados divergentes. H4 estudos relatando quantidades maiores, menores e nao
significativamente diferentes de a-sin total em pacientes com DP em comparagdo com os
controles (CHANG et al., 2019; CHATTERIJEE et al., 2020; EMMANOUILIDOU et al.,
2020; PARNETTI et al., 2019). Por outro lado, quando se considera apenas os niveis de a-sin
oligomérica, os resultados mostram um aumento significativo presente no soro de individuos
com DP (PARNETTI et al., 2019).

Apesar das evidéncias apontarem uma modificagdo na composicdo de fatores
presentes no soro de pacientes com DP, ainda nao esta claro se ela ¢ apenas uma consequéncia
dos processos neuropatologicos que ocorrem no cérebro ou se ¢ um dos mecanismos que
causam a neurodegeneracdo. Entdo, neste trabalho foram utilizadas amostras de soro obtidas
de pacientes com DP e de individuos saudaveis, e seus efeitos sobre células neuronais foram
comparados in vitro. Visando investigar se as alteragdes no soro estao envolvidas com
processos neuropatoldégicos da DP, foram avaliados parametros relacionados a funcao

mitocondrial ¢ a diferenciacao neuronal.

1.5. Linhagem Celular SH-SYSY

As células de neuroblastoma da linhagem SH-SYS5Y sdo amplamente utilizadas em
pesquisas na area de neurociéncias por serem de origem humana, apresentarem caracteristicas
neuronais e pela facilidade de manutencdo em laboratério (KOVALEVICH; LANGFORD,
2013). Além disso, € possivel induzir a diferenciagdo neuronal das células SH-SYSY através
do tratamento com determinados compostos, levando ao desenvolvimento de um fenotipo de
neurdnio maduro. Quando diferenciadas, as células apresentam alteragdes morfologicas, como
a extensdo de neuritos, e expressam diversos marcadores neuronais, como TH, NeuN, NFL e
Tau (GIRARDI et al., 2019; LOPES et al., 2010).

A capacidade de expressar TH, enzima necessaria para a sintese de dopamina, confere
as células um fenotipo de neurdnio dopaminérgico. Devido a essa caracteristica, a linhagem
SH-SYS5Y ¢ considerada um modelo adequado para estudos relativos a DP, ja que esse tipo de
neurdnio ¢ o mais afetado pela doenga (XICOY; WIERINGA; MARTENS, 2017; XIE; HU;

LI, 2010). Portanto, para investigar os efeitos que as alteragdes presentes no soro de pacientes
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com DP causam no cérebro humano, foram utilizadas células da linhagem SH-SYSY

diferenciadas a partir de tratamentos com AR ¢ BDNF.
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2.  OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Investigar os efeitos da exposi¢do ao soro de pacientes com Doenga de Parkinson e de
individuos saudaveis sobre processos neuropatoldgicos em células diferenciadas da linhagem

de neuroblastoma humano SH-SY5Y.

2.2.  Objetivos Especificos

a. Investigar os efeitos da exposi¢do ao soro de pacientes sobre o estabelecimento do
fenotipo neuronal das células SH-SYSY por analise de imunofluorescéncia;
b. Avaliar as consequéncias da exposicdo ao soro de pacientes sobre a funcdo

mitocondrial e os niveis de ROS nas células SH-SY5Y.
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando a perspectiva de aumento do nlimero de casos de DP no mundo e a falta
de tratamentos eficazes disponiveis, estudos que buscam elucidar os mecanismos por tras dos
sintomas sdao importantes para reduzir os impactos a saide e a qualidade de vida da
populagdo.

A investigacdo da contribuicdo de fatores externos ao SNC, como o soro, para a
patologia observada no cérebro, pode expandir os conhecimentos acerca dos mecanismos
subjacentes ao desenvolvimento e a progressao da DP. Além disso, a caracterizagao dos
compostos que estdo presentes em niveis alterados no soro de pacientes € que sao
responsdveis pelos efeitos observados fornecerd possiveis alvos terapéuticos ainda pouco
explorados. Assim, essa linha de pesquisa podera auxiliar no desenvolvimento de novas

estratégias terapéuticas focadas em impedir a progressao da doenca.
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4. METODOLOGIA

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Satide — 170212, com
certificado de apresentagdo para apreciacdo ¢ética 67574217.8.0000.5327. Todos os

participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
4.1. Amostras

Para este estudo foram utilizadas amostras de soro de 15 pacientes com DP e de 15
individuos saudaveis, coletadas no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Para os
experimentos, as amostras foram combinadas em 10 pools, sendo 5 controles e 5 de pacientes

com DP, cada um contendo 3 amostras.

4.2. Cultura Celular

Cé¢lulas de neuroblastoma humano da linhagem SH-SYS5Y provenientes da Cole¢do
Europeia de Cultura Celular foram cultivadas em meio DMEM/F12 suplementado com 1% de
solucdo de antibioticos e 10% de SFB, a 37°C em uma atmosfera umidificada com 5% de

CO,. Para os experimentos foram utilizadas células entre 20 e 25 passagens.

4.3. Diferenciacio Neuronal e Tratamento

Para induzir a diferenciagdo neuronal, as células foram plaqueadas a uma confluéncia
de 10 mil células/cm? em meio DMEM/F12 10% SFB e apds 24 horas foram tratadas com
AR 10 uM em meio DMEM/F12 1% SFB. Apos 3 dias, as células foram tratadas com AR 10
uM e BDNF 50 ng/ml em meio DMEM/F12 1% SFB. No sexto dia de diferenciagdo, as
células foram expostas as amostras de soro de pacientes com DP ou de individuos controle em
meio DMEM/F12 na concentracao de 1%. Nos dias sete e oito, foi realizada a troca de metade
do volume de meio contendo as amostras de soro e as andlises foram realizadas apds 24 horas

da ultima troca.
4.4. Imunofluorescéncia

As células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 20 minutos e incubadas com
uma solug¢do de PBS contendo Triton 0,2% e BSA 1% por 30 minutos para permeabilizacio e
bloqueio. Depois, as células foram incubadas com os anticorpos primarios para $3-tubulina

(Invitrogen, ref #480011) e neurofilamento (Cell Signaling Technology, ref #2837) durante 15
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horas a 4°C, seguida da incubag¢do com os anticorpos secundarios conjugados Alexa Fluor
488 e 555 (Life Technologies) por 45 minutos em temperatura ambiente. Todos os anticorpos
foram preparados em PBS com Triton 0,2% e BSA 1%. Por fim, as células foram incubadas
com o marcador de DNA DAPI (1:2000 em PBS) por 10 minutos. As imagens foram obtidas
com um microscopio de fluorescéncia (EVOS® FLoid® Cell Imaging Station, Life

Technologies) e analisadas utilizando o software ImageJ.

Figura 1 - Protocolo de diferenciaciio neuronal e tratamentos

Meio
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

4.5. MitoTracker e MitoSOX

Para avaliar o conteudo mitocondrial € os niveis de superdéxido mitocondrial, as
células SH-SYSY foram incubadas com os marcadores MitoTracker Red 200 nM (Invitrogen,
ref M22425) e MitoSOX Red 5 uM (Invitrogen, ref M36008), respectivamente, por 15
minutos, a 37°C. Em seguida, as cé€lulas foram fixadas com paraformaldeido 4% por 20
minutos ¢ incubadas com DAPI por 10 minutos. As imagens foram obtidas com um
microscopio de fluorescéncia (EVOS® FLoid® Cell Imaging Station, Life Technologies) e

analisadas utilizando o software ImageJ.

4.6.  Analise estatistica

Os dados foram analisados com o software GraphPad Prism 8. As diferencas entre os
grupos Parkinson e controle foram avaliadas utilizando o teste T de Student. As diferengas
entre as amostras de homens e mulheres foram avaliadas utilizando a analise de variancia

(ANOVA) seguida do teste de Sidak.
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5. RESULTADOS

Para avaliar os efeitos causados pelo soro de pacientes com DP nas células SH-SYS5Y
foram utilizadas amostras de 15 individuos diagnosticados com DP e de 15 individuos
saudaveis pareados por idade e sexo (Tabela 1), sem comorbidades. As amostras em questao
foram selecionadas a partir de um conjunto de cerca de 150 amostras, de um estudo que esta
analisando as alteragdes na composi¢cdo dos soros. Apds a realizagdo do protocolo de inducao
da diferenciacdo neuronal com AR e BDNF, as células foram tratadas com as amostras de
soro combinadas em pools durante trés dias. Ao final desse periodo, as células foram

submetidas a diferentes ensaios para verificar os possiveis efeitos causados pela exposicao.

Tabela 1 - Dados clinicos e demograficos dos participantes do estudo

Controle (n = 15) Parkinson (n = 15)
Idade (anos) 54,2 +11,8 51,3+6,5
Sexo (F/ M) 9/6 9/6
Tempo de diagnéstico (anos) - 84+34
UPDRS - 88,4 +28,2

Dados expressos como média + desvio padrdo. UPDRS = Unified Parkinson's Disease Rating Scale.

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

5.1. Efeito dos soros de pacientes com DP no estabelecimento do fenotipo

neuronal de células SH-SY5Y

Quando diferenciadas, as células da linhagem SH-SYS5Y desenvolvem um perfil
caracterizado pelo aumento da expressio de marcadores neuronais e por alteragdes
morfoldgicas. Portanto, para verificar se o soro de pacientes com DP interfere no
estabelecimento desses parametros, foram avaliados os niveis das proteinas 3-tubulina e
NFL, caracteristicas de neurdnios diferenciados, € o comprimento dos neuritos, que sao
projecdes do corpo celular dos neurénios. A analise por imunofluorescéncia ndo mostrou
diferengas nos niveis dos marcadores neuronais € no comprimento dos neuritos entre os
grupos (Figura 2), indicando que a exposicdo ao soro de pacientes com DP ndo afetou os

parametros do fenotipo neuronal das células SH-SYSY.
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Figura 2 - Avaliaciio do fenétipo neuronal das células SH-SYSY
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(A) Imagens de microscopia de fluorescéncia de células SH-SYS5Y marcadas com anticorpos para 33-tubulina e
neurofilamento. O nucleo celular foi corado com DAPI. A quantifica¢do da intensidade de fluorescéncia de (B)
B3-tubulina e (C) neurofilamento ap6s a diferenciacéo foi obtida pela razdo entre a fluorescéncia total e a
quantidade de nticleos marcados com DAPI, utilizando o software ImageJ. (D) O comprimento de neuritos foi
obtido pela razdo entre o comprimento total de neuritos e o nimero de ntcleos marcados com DAPI, utilizando o
plugin NeuronJ do software ImagelJ. Os resultados sdo apresentados como porcentagem da média do controle.

Fonte: Elaborado pela autora (2022)



23

5.2. Efeito dos soros de pacientes com Doenca de Parkinson na funcio

mitocondrial de células SH-SY5Y

Para avaliar o efeito dos soros sobre o conteudo mitocondrial funcional das células foi
utilizada a sonda MitoTracker, que se acumula nas mitocondrias de acordo com o potencial de
membrana. As células que foram expostas ao soro de pacientes com DP apresentaram uma
pequena reducdo da intensidade do sinal do MitoTracker em comparacdo com as células
expostas ao soro de individuos controle (Figura 3 (A, B)). A analise dos resultados de acordo
com o sexo mostrou que esse efeito foi dependente do sexo dos pacientes. As células expostas
ao soro de homens saudaveis apresentaram niveis maiores de mitocondrias funcionais do que
as que foram expostas ao soro de mulheres saudaveis; quando expostas ao soro de pacientes
com DP, no entanto, esses niveis foram reduzidos. J& quando s3o consideradas apenas as
células expostas ao soro de mulheres, ndo ¢ observada uma diferenga entre o grupo controle e
o grupo com DP (Figura 3 (C)). Esse resultado sugere que determinados fatores presentes no
soro de pacientes com DP podem prejudicar a fungdo mitocondrial das células neuronais e

que esse efeito ocorre de maneira distinta entre homens e mulheres.

Figura 3 - Conteido mitocondrial de células SH-SYSY expostas as amostras de soro
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(A) Imagens de microscopia de células SH-SY5Y marcadas com MitoTracker Red apos a exposi¢ao ao soro de
pacientes com DP ou de individuos saudéveis. O nticleo celular foi corado com DAPI. (B) A quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia foi obtida pela razdo entre a fluorescéncia do MitoTracker ¢ a quantidade de nuicleos

marcados com DAPI, utilizando o software ImageJ. (C) Comparacdo dos niveis de MitoTracker nas células



24

expostas ao soro de homens e mulheres. Os resultados sdo apresentados como porcentagem da média do
controle. * indica p < 0,05, ** indica p < 0,005 e *** indica p < 0,0001.

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Como a disfun¢ao mitocondrial esta associada com o acimulo de ROS, foi avaliado se
a reducao da viabilidade das mitocondrias induzida pela exposi¢ao ao soro de pacientes com
DP também produz esse efeito. Para isso, as células foram marcadas com MitoSox, um
corante que ¢ direcionado especificamente para as mitocondrias e exibe fluorescéncia apds
reagir com o superdxido. Nao foi observada uma diferenca significativa entre os niveis de
superoxido mitocondrial das células tratadas com soro de pacientes com DP e de individuos
controle (Figura 4 (A, B)). Além disso, a razdo entre MitoSox e MitoTracker, que reflete a
produgdo de ROS por mitocondria, também niao demonstrou alteragdes entre os dois grupos
(Figura 4 (C)). Esses resultados indicam que o soro de pacientes com DP ndo induziu

alteragdes significativas na produgdo de ROS nas mitocondrias das células SH-SYS5Y.

Figura 4 - Niveis de superéxido mitocondrial de células SH-SYSY expostas as amostras de soro
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(A) Imagens de microscopia de células SH-SY5Y marcadas com MitoSox Red apds a exposigdo ao soro de
pacientes com DP ou de individuos saudaveis. O nticleo celular foi corado com DAPI. (B) A quantificacdo da
intensidade de fluorescéncia foi obtida pela razdo entre a fluorescéncia do MitoSox e a quantidade de niicleos

marcados com DAPI, utilizando o software ImagelJ. Os resultados sdo apresentados como porcentagem da média
do grupo controle. (C) Razao entre as fluorescéncias do MitoSox e do MitoTracker.

Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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6. DISCUSSAO

Evidéncias obtidas de modelos experimentais e de pacientes com DP permitiram a
descoberta de diferentes processos neuropatoldgicos responsaveis pela degeneracdo dos
neurdnios dopaminérgicos e pelo desenvolvimento dos sintomas caracteristicos. Elas apontam
para a DP como uma condi¢do complexa e multifatorial, e ndo apenas restrita ao SNC.
Alteragdes na composi¢do do soro de pacientes com DP j& foram encontradas por diferentes
estudos, no entanto a contribui¢ao destes fatores periféricos para a patogénese observada no
cérebro ainda nio ¢ conhecida. Neste trabalho, avaliamos os efeitos causados pela exposi¢ao
ao soro de pacientes com DP na linhagem celular SH-SYS5Y. Mais especificamente,
observamos que as alteragdes na composi¢do do soro de pacientes com DP podem prejudicar
a atividade mitocondrial das células, mas parecem ndo ter efeitos sobre pardmetros do
fenotipo neuronal.

A neurogénese adulta ¢ o processo pelo qual novos neurdnios sao formados a partir de
NSCs. Seu funcionamento correto depende de diferentes estimulos que vao regular a
sobrevivéncia, a proliferacdo e a diferenciacio destas células. Diversos estudos sugerem que
componentes da resposta imune podem ser capazes de modular a neurogénese adulta em
diferentes niveis (MATHIEU et al., 2010). Em especial, a avaliagdo do papel de diferentes
citocinas na diferenciagdo das NSCs mostrou que elas podem exercer efeitos opostos.
Enquanto IL-1B, TNF-a e IL-6 causam uma redugdo, TGF-B e IL-4 promovem um aumento
da diferenciagdo neuronal (DAS; BASU, 2008). Além disso, em experimentos realizados em
modelo animal da DP foi observado que o tratamento anti-inflamatorio € capaz de induzir um
aumento da ativagdo das NSCs, reforcando um papel prejudicial da inflamacdao para a
neurogénese (WORLITZER et al., 2012). Considerando as alteragdes nos niveis de
marcadores inflamatérios ja encontradas no soro de pacientes com DP (BRODACKI et al.,
2008; VESELY et al., 2018), nossa hipétese era de que a exposicio das células a esse soro
poderia prejudicar as etapas finais da diferenciacdo ou ainda, causar uma regressao desse
processo. Entretanto, os resultados mostraram que as amostras de soro de pacientes com DP
ndo afetaram o estabelecimento do fenoétipo neuronal das células SH-SYSY, ja que elas
apresentaram niveis de marcadores e alteragdes morfolodgicas similares as do grupo controle.

A disfungdo no processo de neurogénese adulta ja foi observada tanto em pacientes
como em modelos da DP (REGENSBURGER; PROTS; WINNER, 2014). De acordo com
nossos resultados, as alteragdes na composicdo do soro dos pacientes parecem ndo estar

relacionadas com esse comprometimento. No entanto, considerando o modelo celular e as


https://sciwheel.com/work/citation?ids=655140&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12692073&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=12702940&pre=&suf=&sa=0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=737143,12154788&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=737143,12154788&pre=&pre=&suf=&suf=&sa=0,0
https://sciwheel.com/work/citation?ids=11353875&pre=&suf=&sa=0

26

condi¢des especificas de exposi¢do utilizados, ndo ¢ possivel excluir a possibilidade de
associagdo entre as alteragdes no soro e danos a neurogénese. Para isso, s3o necessarios mais
estudos investigando os efeitos da exposicdo aos soros em estagios iniciais de diferenciagdo e
também em outros processos importantes para a neurogénese, como a proliferacdo e a
migracdo das células. Além disso, outros mecanismos e alteragdes no proprio cérebro também
podem ser responsaveis pela disfun¢do no processo de neurogénese na DP. Mutagdes no gene
da a-sin, assim como o acumulo da proteina podem levar a uma reducao da neurogénese
adulta, como evidenciado em experimentos utilizando camundongos transgénicos (MAY et
al., 2012; WINNER et al., 2004). Ademais, o estudo dos genes relacionados a DP sugere que
determinadas muta¢des podem impactar a proliferacdo, manuten¢do e diferenciacdo das
células tronco e progenitoras (LE GRAND et al., 2015).

Ao investigar os efeitos da exposi¢do ao soro de pacientes com DP sobre a funcgao
mitocondrial das células SH-SYS5Y, nés verificamos uma reducdo da quantidade de
mitocondrias marcadas com MitoTracker. Esse marcador ¢é sensivel ao potencial
transmembrana e reflete o funcionamento correto dos processos de transporte de elétrons e
fosforilagdo oxidativa, essenciais para a fungdo mitocondrial. Portanto, esse resultado indica
que componentes presentes no soro de pacientes com DP podem causar danos a atividade
mitocondrial que afetam o potencial de membrana. Além disso, quando avaliamos os
resultados das amostras de homens e mulheres separadamente, observamos efeitos distintos.
No grupo controle, as células expostas ao soro de homens apresentaram niveis
significativamente maiores de mitocondrias funcionais do que as expostas ao soro de
mulheres. J4 no grupo com DP, as células expostas ao soro de homens e mulheres
apresentaram niveis similares. Esses resultados demonstram diferentes efeitos de acordo com
0 sexo e sugerem a presenga de alteracdes na composi¢ao do soro de homens e mulheres.
Estudos epidemiologicos indicam que o sexo ¢ um fator que influencia no desenvolvimento e
na expressdo fenotipica da DP. Assim, a evidéncia do efeito diferencial sobre a funcdo
mitocondrial também pode estar relacionada com este fato (CERRI; MUS; BLANDINI,
2019). No entanto, devido a grande variabilidade entre as amostras, serd necessario investigar
essa associagdo com um niimero maior de participantes.

A reducdo da viabilidade mitocondrial, evidenciada pela marcagdo do MitoTracker,
também ja foi verificada em células de origem murina da linhagem PC12 expostas a paraquat
e em neurdnios de camundongos com uma mutagdo no gene GBA, ambos utilizados como
modelos da DP (LI et al., 2019; ZHOU et al., 2017). Esses resultados refor¢am o papel da

disfuncdo mitocondrial na patogénese da DP e demonstram que ela pode ocorrer devido a
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diferentes fatores. Nesse sentido, nossos resultados sugerem que as alteragdes presentes no
soro de pacientes com DP também podem exercer efeitos diretos sobre a atividade
mitocondrial de células neuronais, constituindo mais um mecanismo que contribui para a
progressao da doenca.

Além de impactar a neurogénese, a inflamag¢do também pode contribuir para a
disfun¢do mitocondrial observada em varias doengas neurodegenerativas (VAN HORSSEN;
VAN SCHAIK; WITTE, 2019). Em modelo animal, foi demonstrado que a morte de
neurdnios dopaminérgicos que ocorre apos a injecdo intraestriatal com LPS ¢ precedida por
danos a fungdo mitocondrial causados pela inflamacdo (HUNTER et al., 2007). J4 em
experimentos realizados com uma linhagem celular de hipocampo de camundongo, a
exposicao a baixas doses de TNF-a prejudicou a atividade mitocondrial, levando a uma
redugdo da taxa de respiragdo e do potencial transmembrana (DOLL et al., 2015). Assim, na
DP, a disfuncdo mitocondrial pode ser uma consequéncia ndo s6 do aumento da
neuroinflamagdo mas também do aumento de marcadores inflamatorios no soro.

Outro fator presente na patogénese da DP que ja foi associado a disfuncdo
mitocondrial € a proteina a-sin. Em células SH-SY5Y, o tratamento com oligdmeros de a-sin
inibe a importacdo de proteinas necessdrias para a fungdo mitocondrial, através da interagao
com o receptor TOM20. Como consequéncia, ha uma diminuicao da respirac¢ao e do potencial
de membrana mitocondrial (DI MAIO et al.,, 2016). Efeitos similares também foram
observados em neurdnios primarios de camundongos expressando a mutacao A53T no gene
da a-sin (LI et al., 2013). Portanto, ¢ possivel que alteracdes nos niveis de a-sin, ja descritas
em amostras de soro de pacientes com DP, sejam um dos fatores responsaveis pela redu¢ao do
conteudo mitocondrial funcional observado em nossos resultados (WILLIAMS; SCHULZ;
SIERKS, 2016).

Niveis elevados de ROS estdo associados a patologia da DP e sdo uma consequéncia,
em sua maior parte, de danos as mitocondrias, que sdo uma das principais fontes de ROS das
células (SINGH et al., 2019). Em pacientes com DP, hd um aumento do estresse oxidativo,
caracterizado por niveis elevados de biomarcadores oxidativos e pela reducao da atividade
antioxidante (KHAN; ALI, 2018). Além disso, falhas na atividade do complexo I
mitocondrial foram encontradas no cérebro de pacientes, podendo levar a um aumento da
producdo do radical superoxido e uma redugdo da sintese de ATP (KEENEY et al., 2006;
SCHAPIRA et al., 1990). As toxinas ambientais MPTP e rotenona utilizadas para induzir a
DP em modelos experimentais, assim como diversas mutagdes associadas a doenca também

causam diferentes danos a fun¢do mitocondrial e reforcam o papel patogénico de ROS para a
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DP (TRIST; HARE; DOUBLE, 2019).

Apesar de o tratamento com os soros de pacientes com DP ter induzido uma redugao
da quantidade de mitocondrias polarizadas, ele ndo afetou significativamente os niveis de
superdxido mitocondrial, demonstrados pela marcagdo com MitoSox. E possivel que os danos
a fun¢do mitocondrial causados pelas alteragdes na composicao do soro tenham gerado apenas
um pequeno aumento na liberagdo de ROS que a defesa antioxidante das células foi capaz de
conter. No entanto, mesmo nao apresentando um aumento do estresse oxidativo devido ao
acimulo de ROS, as células expostas ao soro dos pacientes com DP podem ficar mais
suscetiveis a outros danos, ja que sua fungdo mitocondrial est4 afetada.

O estresse causado pela disfungdo mitocondrial e pelo acimulo de ROS também pode
desencadear a ativacao da via intrinseca de apoptose, sendo um dos mecanismos propostos
para a morte dos neurdnios dopaminérgicos na DP (DIONISIO; AMARAL; RODRIGUES,
2021). Durante esse processo, ocorre a fragmentacdo das mitocondrias e a permeabilizagdo da
membrana externa, que facilitam a liberacdo de proteinas prd-apoptdticas (NUNNARI;
SUOMALAINEN, 2012). O acimulo de ROS intensifica essa resposta através da regulacdo
dos niveis das proteinas anti-apoptoticas Bcl-2, que estabilizam a membrana mitocondrial e
previnem a liberacdo dos fatores pro-apoptdticos (TRIST, HARE; DOUBLE, 2019).
Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que a exposi¢do ao soro dos
pacientes com DP induziu uma reducdo dos niveis das proteinas Bcl-2 e Bel-xL, revelando
um possivel efeito pro-apoptdtico. Entretanto, a avaliagdo da viabilidade celular sugeriu que
essa redugdo ndo causou danos significativos (Figura 5).

Para melhor compreender a relagdo entre as alteragdes na composi¢cdo do soro e a
disfungdo mitocondrial, serd interessante investigar qual o mecanismo envolvido na reducao
do conteido de mitocondrias funcionais observada. Dentre os processos que podem levar a
disfuncdo mitocondrial nas células estdo, alteragdes na dinamica e morfologia mitocondriais,
danos a cadeia respiratoria e ao transporte de proteinas. A avaliagdo desses processos nas
células expostas ao soro de pacientes com DP podera auxiliar na compreensao da relacao
direta entre as alteragdes da composicao do soro com a disfun¢do mitocondrial . Outro ponto
que devera ser investigado sdo as consequéncias deste dano a fun¢do mitocondrial para as
células. A andlise de parametros inflamatorios e da ativacdo de vias apoptoticas, assim como
mais ensaios de estresse oxidativo podem indicar se os soros dos pacientes estdo relacionados
com outros aspectos da neuropatologia da DP. Para confirmar os resultados obtidos em outro

modelo, os experimentos realizados com as amostras de soro deverdo ser repetidos em cultura
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Figura S - Niveis de proteinas anti-apoptoticas e viabilidade das células SH-SY5Y expostas as amostras de
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(A) Analise por Western blot e (B) quantificacdo dos niveis das proteinas anti-apoptdticas Bel-2 e Bel-xL
em células SH-SY5Y expostas ao soro de pacientes com DP e de individuos controle. (C) Avaliagdo da
viabilidade celular por meio dos ensaios de redugdo de MTT e de atividade de LDH.

Fonte: Girardi, C.S. (ndo publicado)

de células primarias. Em especial, a avaliacdo dos efeitos sobre a diferenciagdo neuronal
realizada em cultura primaria de NSCs fornecera resultados mais precisos e representativos.
Por fim, para entender quais fatores presentes no soro dos pacientes sdo de fato responsaveis
pelos efeitos observados, a avaliacdo e comparagdo da composi¢cdo das amostras de soro estao
sendo realizadas.

Como conclusdo, o presente trabalho demonstrou que alteragdes na composi¢ao do
soro de pacientes com DP podem prejudicar a fun¢do mitocondrial das células da linhagem
SH-SYS5Y. Com isso, sugere que fatores periféricos ndo sdo apenas uma consequéncia da
patologia observada no cérebro, mas também exercem um efeito sobre as células, podendo
acentuar a progressao da doenga. O aprofundamento desta linha de evidéncias podera auxiliar
na compreensdo dos processos envolvidos com a patogénese da DP, contribuindo, assim, para
o desenvolvimento de novas técnicas de diagndstico e de estratégias terapéuticas capazes de

melhorar o prognéstico dos pacientes.
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