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RESUMO

A Doenga de Parkinson (DP) ¢ um disturbio neurodegenerativo cronico que afeta o movimento,
e pode prejudicar também a cognigao. E caracterizada patologicamente pela perda de neurdnios
dopaminérgicos na via nigroestriatal e pela formag¢do de Corpos de Lewy, resultantes da
agregacdo de a-sinucleina. RNAs regulatorios, incluindo RNAs longos ndo codantes
(IncRNAs), RNAs circulares (circRNAs) e microRNAs (miRNAs), estdo funcionalmente
relacionados e envolvidos na fisiopatologia da DP. Cyrano, também conhecido como OIP5-
AS1, ¢ um IncRNA que participa do desenvolvimento embrionario, agindo em processos como
proliferacdo, apoptose e mitose, com possivel envolvimento em doengas neurologicas,
inflamatérias e cancer. Uma das suas funcdes moleculares importantes ¢ a capacidade de
interagir com miR-7, podendo promover sua degradagdo, por meio de um sitio de ligagao
complementar. O RNA circular CDR1as (Cerebellar degeneration-related protein 1 antisense
RNA) ¢ um dos mais bem caracterizados circRNAs, altamente expresso no cérebro de
mamiferos, com mais de 70 sitios de ligacdo para miR-7, atuando como uma esponja desse
microRNA. Outro microRNA relevante para a patogénese de varias doencas, incluindo a DP, ¢
o microRNA miR-671. Esse microRNA regula negativamente o gene CDR1as via AGO2,
portanto faz parte da rede regulatoria de miR-7, juntamente com CDR1as e Cyrano. O presente
estudo teve como objetivo investigar a expressdo de Cyrano, CDR1as, miR-7 e miR-671 no
modelo in vitro de neurodegeneracdo dopaminérgica induzida por MPP+, utilizando células
SH-SYSY. A exposicao de células SH-SYSY ao MPP+ por 24 horas causou redugdo dose-
dependente da viabilidade celular para 87,30%, 81,20%, 58,7%, 34,2%, e 15% nas respectivas
concentragoes de 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM e 4 mM. Também foi observado aumento
significativo no estresse oxidativo nas concentracdes de MPP+ de 0,5 mM, 1,0 mM e 2,0 mM,
juntamente com alteragdes morfologicas tipicas de apoptose, como condensagao e
fragmentacdo nuclear. A contagem de nucleos apoptdticos revelou que a apoptose foi dose-
dependente (p<0,05). Finalmente, a analise de expressdo por RT-qPCR mostrou uma
desregulagdo significativa da rede regulatdria nos grupos expostos ao MPP+. Houve aumento
de 104% (2,04-fold) na expressao de CDR1as (p=0,0083) e reducdo de 56,1% (0,439-fold) e
38,7% (0,613-fold) na expressdo de miR-671 e miR-7, respectivamente (p= 0,0026 e p=
0,0078). Por outro lado, Cyrano ndo apresentou diferenga estatisticamente significativa de
expressao génica. Ensaios de transfecgdo com imitadores de miR-7 e miR-671 em células
submetidas a MPP+ nao alteraram a viabilidade celular nas condi¢des experimentais

testadas. Em conclusdo, as mudancas de expressdo génica em trés ncRNAs, CDR1as, miR-7 e



miR-671, durante a injuria de células dopaminérgicas, fundamentam a necessidade de novos
ensaios com sistemas de expressdo otimizados e modelos mais robustos da DP. Perspectivas
futuras incluem a validagdo funcional desta rede in vivo e em modelos de toxicidade por alfa-

sinucleina, visando elucidar o papel desta via na neuropatologia da doenca de Parkinson.

Palavras-chave: miR-7, miR-671, Cyrano, CDR1as, Doenca de Parkinson.



ABSTRACT

Parkinson's Disease (PD) is a chronic neurodegenerative disorder that affects movement and
may also impair cognition. It is pathologically characterized by the loss of dopaminergic
neurons in the nigrostriatal network and by the formation of Lewy Bodies, resulting from alpha-
synuclein aggregation. Regulatory RNAs, including long non-coding RNAs (IncRNAs),
circular RNAs (circRNAs), and microRNAs (miRNAs), are functionally related and involved
in the pathophysiology of PD. Cyrano is an IncRNA (also known as OIP5-AS1) that participates
in embryonic development, acting in processes such as proliferation, apoptosis, and mitosis,
and may be involved in neurological diseases, inflammatory disorders, and cancer; one of its
important molecular functions is the ability to interact with miR-7, potentially promoting its
degradation due to a complementary binding site. The circular RNA CDR1las (Cerebellar
degeneration-related protein 1 antisense RNA) is one of the most well-characterized circRNAs,
highly expressed in the mammalian brain, with over 70 binding sites for miR-7, acting as a
miR-7 "reservoir." Another relevant microRNA is miR-671, which contributes to the
pathogenesis of several diseases, including PD; this microRNA negatively regulates the
CDR1as gene via AGO?2, therefore making it part of the miR-7 regulatory network, along with
CDR1as and Cyrano. The present study aimed to investigate the expression of Cyrano, CDR1as,
miR-7, and miR-671 in an in vitro model of MPP+-induced dopaminergic neurodegeneration,
using SH-SYSY cells. Exposure of SH-SY5Y cells to MPP+ for 24 hours caused a dose-
dependent reduction in cell viability of 87.30%, 81.20%, 58.7%, 34.2%, and 15% at the
respective concentrations of 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM, 2 mM, and 4 mM; a significant increase
in oxidative stress was also observed at MPP+ concentrations of 0.5 mM, 1.0 mM, and 2.0 mM,
along with morphological changes typical of apoptosis, such as nuclear condensation and
fragmentation. The apoptotic nuclei count revealed that apoptosis was dose-dependent
(p<0.05). Finally, RT-qPCR expression analysis showed a significant dysregulation of the
regulatory network in the MPP+-exposed groups: there was a 104% (2.04-fold) increase in
CDR1as expression (p=0.0083) and a 56,1% (0,439-fold) and 38,7% (0,613-fold) reduction in
miR-671 and miR-7 expression, respectively (p=0.0026 and p=0.0078); conversely, Cyrano did
not show a statistically significant difference in gene expression. However, the supplementation
of miR-7 and miR-671 (mimics) in MPP+-treated cells did not alter cell viability under the
experimental conditions tested. In conclusion, the changes in the expression of three

NncRNAs—CDR1as, miR-7, and miR-671—during dopaminergic cell injury support the need for

further assays with optimized expression systems and more robust PD models. Future



perspectives include the functional validation of this network in vivo and in alpha-synuclein

toxicity models to elucidate the role of this pathway in Parkinson’s disease neuropathology.

Keywords: miR-7, miR-671, Cyrano, CDR1as, Parkinson's Disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico e Prevaléncia da Doenca de Parkinson (DP)

A Doenga de Parkinson (DP) foi inicialmente descrita por James Parkinson em 1817
como "paralisia agitante", caracterizada por tremor de repouso assimétrico, postura fletida,
marcha festinante e dificuldades como disartria, disfagia e salivagdo, além de constipagao,
porém, com cogni¢ao preservada. Posteriormente, Jean-Martin Charcot e Armand Trousseau
aprofundaram a descri¢do, destacando a presenca de rigidez muscular e progressao do declinio
cognitivo com o avango da doenga, além da bradicinesia como o principal sintoma motor
incapacitante (1,2). Um estudo realizado por Hoehn e Yahr em 1967 adicionou novas
contribui¢des para caracterizagdo da doenga, classificando a sindrome em forma primaria (DP
idiopatica) e formas secundarias, que foi definida como uma sindrome cujos sintomas sao
causados por um agente etiologico conhecido ou fazem parte de uma doenga mais abrangente,
que afeta sistemas além daqueles tipicamente atingidos pela DP "classica", diferenciando-a de
parkinsonismos atipicos (3). Ainda na década de 1960, estudos mostraram que os Corpos de
Lewy (CLs) podiam estar presentes em cérebros de idosos sem sintomas evidentes, sugerindo
uma fase prodromica (ndo motora) da doenca (4). Essa observagao levou a compreensao de que
os sinais classicos de parkinsonismo s6 se manifestam apos ocorrer uma perda neuronal
substancial na substancia negra e uma deplec¢ao severa de dopamina no estriado (5). Mesmo
200 anos apos ser descrita, a DP ainda tem causa desconhecida e diagndstico principalmente
baseado em sinais clinicos, com confirmagao post-mortem (6). Dada a tendéncia de
envelhecimento global, estudos sobre doencas neurodegenerativas devem estar em pauta
priorizando o fomento de pesquisas tanto focados na fisiopatologia quanto nos impactos sociais

e econdmicos.

O contexto demografico vem mostrando um aumento da taxa populacional idosa no
mundo, e as doengas cronicas acompanham esse crescimento, sendo as principais causas de
morbidade e comprometimento cognitivo em idosos (7). Segundo o Censo de 2022 do Brasil,
nos ultimos 12 anos, houve um aumento de 15,6% de pessoas com 60 anos ou mais,
correspondendo a 56% da populacdo (8). A DP apresenta uma incidéncia anual de 8 a 18
diagnoésticos a cada 100.000 individuos acima de 65 anos, sendo a segunda doenca
neurodegenerativa mais prevalente no Brasil (7). Em nivel global, cerca de 1-2% da populacao

¢ acometida por esse distirbio neurodegenerativo (9). Além disso, foi identificado que a
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mediana da idade para a DP ¢ de 60 anos, acometendo mais o género masculino, e possui uma
sobrevida média de 15 anos apds o diagnoéstico (7). A sintomatologia da DP inclui a triade
classica de sintomas motores, bradicinesia, rigidez e tremor, além de fenotipos ndo-motores,

como disturbios do sono, psiquiatricos e autonomicos (10—13).

1.2 Etiologia e Fisiopatologia da DP

A DP ¢ caracterizada pela perda de neuronios dopaminérgicos da via nigroestriatal, o
que desencadeia a sintomatologia motora, além de perdas em outros sistemas de
neurotransmissao e areas cerebrais, bem como prejuizos em tecidos periféricos (14). Embora
fatores como mutagdes genéticas e neurotoxinas ambientais sejam citados, o envelhecimento ¢
o principal fator de risco, com inicio médio aos 60 anos e aumento significativo de incidéncia
ap6s os 70, com etiologia indefinida na maioria dos casos (6,14). Além de sua base
fisiopatologica, a DP possui variagdes transculturais na prevaléncia, sendo mais alta na Europa

e nas Américas em comparagdo com a Africa e Asia (6).

As células dopaminérgicas sdo responsaveis pela producao da dopamina, que ¢ um
neurotransmissor envolvido no controle motor na regido cerebral do estriado e que também
participa de fung¢des cognitivas, emogdes através do sistema limbico, bem como do sistema de
recompensa (15,16). Varios mecanismos patogénicos estdo envolvidos com a degeneragdo de
neurdnios dopaminérgicos, porém o mais relevante esta associado com a a-sinucleinopatia. As
células nervosas passam a formar agregados da proteina a-sinucleina (a-Syn), originando-se os
chamados ‘corpos de Lewy’ (CL ou Lewy Bodies, LB), que causam toxicidade e morte celular
programada (Figura 1). E importante destacar que quando o individuo apresenta os sinais
motores, ja houve a perda de mais de 50% das células dopaminérgicas da via nigroestriatal

(15,17-19).

O estadiamento da DP ¢ baseado em abordagens patoldgicas e clinicas (20). O
estadiamento de Braak ¢ amplamente reconhecido como uma descri¢do neuropatologica da
progressao topografica previsivel da sinucleinopatia ao longo do Sistema Nervoso Central
(SNC) (Figura 1), que incluem um espectro de sintomas como hiposmia, disfun¢ao autonomica
(hipotensdo ortostatica, constipacdo, disfungdes urindrias e eréteis), transtornos do sono

(insdnia, sonoléncia diurna excessiva), problemas psiquiatricos (depressdo e ansiedade) e

16



cognitivos (comprometimento cognitivo leve e deméncia), além de alteracdes motoras tipicas

da doenca, que tendem a progredir com o avango da neurodegeneragdo cerebral (13,20,21).

Agregados de alfa-sinucleina (a) e Via de Propagacao (b)
o = ORI >
09 — e — v
O N -
O N L+ e
Monémeros C l\t"[udanc’as . Oligomeros Corpos de Lewy (LB)
ontormacionais e neuritos de Lewy (LN)
' Citotoxicidade
(a) ,
Sintomas prodrémicos: Sintomas motores e Sintomas cognitivos e
olfativos e autondmicos anormalidade do sono _ afetivos
® e
S ® LB encefilico
- ~ = ® LB cortical
.
o |
(b) Estagios de Braak 1-2 Estagios de Braak 3-4 Estigios de Braak 5-6

Figura 1 - Via de agregacio, toxicidade e propagacio da a-sinucleina no cérebro de pacientes com
Parkinson. As formas oligoméricas pré-fibrilares (a) da a-sinucleina sdo altamente neurotoxicas e podem se
propagar entre as células, disseminando a patologia por areas interconectadas do cérebro. A progressdo patologica,
inicia-se no tronco encefalico inferior e avanga em direcdo ao cortex cerebral (b), o que estd associado aos estagios
mais avancados da doenca. Adaptado de Aniszewska et al. (2022) (22).

O parkinsonismo ¢ um termo abrangente que define uma sindrome motora. Esta sindrome
¢ caracterizada pela presenga de duas ou mais das seguintes manifestagdes: bradicinesia, tremor
de repouso, rigidez e instabilidade postural. O parkinsonismo engloba tanto a DP idiopatica
quanto formas secundarias e outros distirbios degenerativos. Tais condi¢des estdo
frequentemente relacionadas a disfuncdo da via nigroestriatal, que pode ser desencadeada por
alteragdes quimicas, estruturais ou processos degenerativos (23). Devido ao fato de outras
doengas apresentarem sinais e sintomas similares a DP, os diagnosticos diferenciais sao
amplamente estudados e aprimorados para a precisdo clinica (23,24). O diagndstico para a DP
¢ feito a partir do historico clinico do paciente, com base nos critérios da International
Parkinson and Movement Disorder Society (MDS), podendo ser associados a exames
neurologicos complementares, como a cintilografia cerebral, para avaliagdo da atividade

dopaminérgica por meio dos transportadores de dopamina (DAT) e a ultrassonografia
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transcraniana da substancia negra (25). O diagndstico de certeza ¢, ainda hoje, reservado a

avaliagdo histopatoldgica da presenca de CL post-mortem (Figura 2) (24).

«
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Figura 2 - Perda de neurénios dopaminérgicos pigmentados na substincia negra (SN) na doenca de
Parkinson. O exame post-mortem do mesencéfalo de um paciente saudavel (A) revela os tipicos neuronios
dopaminérgicos pigmentados na SN (setas). O cérebro de um paciente com DP (B) exibe a perda desses neurdnios
e o desaparecimento do pigmento (neuromelanina) na SN (setas). A ampliag@o da area (C) mostra uma densa rede
de neurdnios da SN pigmentados em um cérebro saudavel, enquanto a maioria dos neurénios da SN ¢ perdida na
DP (D). Os neurdnios remanescentes na DP (E), que representam uma ampliagdo da area em D, contém agregados
proteicos (corpos de Lewy) compostos por a-sinucleina agregada e outras proteinas. Os granulos contendo
melanina apresentam coloragdo marrom-avermelhada e estdo distribuidos no citosol de todos os neuroénios da SN
(C-E). Adaptado de Agamanolis (2024) (26).

O tratamento da DP foca no alivio sintomético, buscando a reposi¢cao da dopamina no
estriado ou estimulando seus receptores, no entanto, seu manejo clinico ¢ complexo (6). Além
da sintomatologia motora, sintomas nao motores, como disfunc¢do olfativa e autonomica,
hipotensdo ortostatica, incontinéncia, constipacao, dor, fadiga, disturbios do sono e
manifestagdes cognitivas e psiquiatricas, podem estar presentes desde as fases iniciais e
progredir na maioria dos casos, impactando significativamente a qualidade de vida, sendo a

deméncia observada em até 83% dos pacientes apos 20 anos do diagnostico (6,27).

Embora existam multiplos fatores ligados a morte neuronal, os RNAs nao codantes
(ncRNA) destacam-se por representarem a vasta maioria (98%) do transcriptoma (28). Esses
ncRNA sdo definidos pela auséncia de traducdo proteica, possuem participagdo em processos
basicos como crescimento e diferenciagdo, e estdo implicados na regulagdo epigenética e na

manutengdo da estabilidade genomica (29). Evidéncias demonstram que ncRNAs atuam
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mediante mecanismos complexos, como RNA de interferéncia (RNAi), promovendo o
silenciamento de genes transcritos, a metilagdo do DNA e o controle rigoroso de elementos
transponiveis (transposons) no genoma (29,30). Essa capacidade regulatoria se estende ao
SNC, onde as classes de ncRNAs curtos, como miRNAs e siRNAs, e longos, como IncRNAs e
circRNAs, sdo fundamentais para a manuten¢do das funcgdes cerebrais e da prote¢ao neuronal
(29). Os ncRNAs possuem papel importante na neurodegeneragdo, uma vez que sao capazes de
modular vias patoldgicas na DP, abrangendo o estresse oxidativo, a disfungao mitocondrial e a
agregacao proteica (28). Dada a complexidade e o potencial regulatorio desses elementos, os
topicos a seguir detalham a fun¢do e o mecanismo de acdo das principais classes de ncRNAs,

incluindo miRNAs, IncRNAs e circRNAs.

1.3 MicroRNAs: conceito, biogénese e funcio biologica

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs ndo codificantes de cerca de 22
nucleotideos que atuam como reguladores centrais da expressao génica (31). A biogé€nese de
miRNAs ¢ candnica e envolve a a¢ao sequencial de duas enzimas microprocessadoras: Drosha
e Dicer. Primeiramente, um transcrito primario de miRNA (pri-miRNA), sintetizado pela RNA
polimerase 11, ¢ clivado pela Drosha no nucleo, gerando um pré-miRNA. Este pré-miRNA ¢
subsequentemente transportado para o citoplasma por um mecanismo dependente de EXP5-
Ran-GTP. No citoplasma, o pré-miRNA ¢ processado pela Dicer para produzir o miRNA
maduro. Finalmente, o0 miRNA maduro ¢ incorporado ao RNA-induced silencing complex
(RISC), onde exerce sua fun¢do inibitoria sobre a traducdo do RNAm alvo (32,33). O
mecanismo predominante de agdo ocorre pela interacdo com a regido 3’-UTR do RNA
mensageiro (RNAm) alvo, resultando na supressao da tradugdo, embora também possam
interagir com outras regidoes do RNAm ou, ainda, interagir com outros RNAs ndo codantes e,
em condi¢des especificas, atuar na ativagdo génica (34,35). Com aproximadamente 2.500
variantes em humanos e modulando cerca de 60% da expressdo génica, os miRNAs sdo
essenciais para o desenvolvimento biologico, gerenciando a diferenciagdo e proliferagao
celular, a apoptose e a homeostase (36—39). Por fim, além de seu papel intracelular, os miRNAs
sdo secretados em fluidos extracelulares e encapsulados em exossomos, onde funcionam como

potenciais biomarcadores e moléculas de sinalizagdo para a comunicagdo intercelular (40,41).
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Figura 3 - Biogénese e funcio biolégica dos microRNAs. Os miRNAs sdo moléculas de RNA néo codificantes,
transcritas como pri-miRNAs e pré-miRNAs com estrutura de hairpin (grampo) no nucleo. O complexo
Drosha/DGCRS processa os pri-miRNAs em pré-miRNAs, que sdo entdo exportados para o citosol pela Exportina-
5. No citoplasma, a enzima Dicer cliva o pré-miRNA, gerando um miRNA maduro de fita dupla (cerca de 20-22
nucleotideos). A fita simples madura ¢ incorporada as proteinas Argonauta para formar o Complexo de
Silenciamento Induzido por RNA (RISC). A especificidade do alvo ¢ determinada pela sequéncia-semente (seed
sequence) do miRNA, que se liga a sequéncias complementares, tipicamente na regido 3'-UTR do RNAm. O RISC
atua como regulador, promovendo o silenciamento pés-transcricional da expressao génica. Adaptado de Kuo et al.
(2021) (42).

1.3.1 O Papel de miR-7-5p na Regulac¢io da a-sinucleina na DP

O microRNA-7-5p (miR-7) foi identificado como regulador crucial da expressao
da proteina a-sinucleina, que € central na patogénese da DP. Estudos demonstram que miR-7
reprime a expressdo de a-sinucleina ao se ligar a regido 3'-UTR do mRNA da a-sinucleina,
reduzindo assim a traducdo de proteinas e a consequente formagao de agregados toxicos de a-
sinucleina (43—45). Além disso, miR-7 promove a degradagdo de a-sinucleina e de seus
agregados, a partir da ativacdo da autofagia, um processo celular de limpeza essencial para a
manutengdo da homeostase neuronal (46). Este efeito protetor de miR-7 contra a

neurodegeneragdo induzida por o-sinucleina foi demonstrado em modelos animais, onde a
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superexpressdo de miR-7 reduziu a propagacao de fibrilas de a-sinucleina e a neuroinflamagao
(43). Além disso, o grupo de Mouradian et al. (2009) demonstrou que miR-7 também exerce
efeitos protetores em modelos de disfuncdo mitocondrial, caracteristica comum em varias
doencas neurodegenerativas. Seu mecanismo envolve a regulacdo do poro de transicao de
permeabilidade mitocondrial, através da modulagdo da expressao do canal de anion dependente
de voltagem 1 (VDAC1), resultando na reducao das espécies de oxigénio reativas e na protecao

contra a citotoxicidade (47).

1.3.2 Relacido de miR-671 na DP

O microRNA miR-671 ¢ frequentemente reportado na literatura como um miRNA
desregulado na DP, demonstrando relevancia como potencial biomarcador (48). O miR-671
apresenta um padrdo de expressao alterado tanto no cérebro quanto no sangue de pacientes com
a doenga (49). Especificamente, analises em plasma de pacientes com DP revelaram que os
niveis do miR-671 se encontram reduzidos, o que o torna um alvo de investigacao promissor

nas redes regulatorias da fisiopatologia (50).

14 RNA longo nao codante: Cyrano (OIP5-1AS)

Cyrano, também denominado de OIP5 antisense RNA 1 (OIP5-AS1) ou linc-OIP5, ¢é
um RNA longo ndo codante (IncRNA). RNAs longos sdo moléculas de RNA ndo codantes
maiores que 200 nucleotideos, transcritos de forma similar a RNAs mensageiros (RNAm) (51),
recebem capeamento, poliadenilacao e frequentemente sofrem ‘splicing’ (52). A origem dos
IncRNAs ¢ descrita por meio de quebras de transcri¢gdo de genes codificantes, recombinagao
cromossOmica e transcri¢do de sequéncias repetidas de bases nitrogenadas (53). Além disso, os
IncRNAs sdo classificados em senso, antisenso, bidirecional, intronico e intergénico (54). No
citoplasma, as fungdes de IncRNAs sao diversas e se manifestam na regulagdo da expressao
génica, ocorrendo tanto em niveis pos-transcricionais — por meio da estabilizagdo ou
degradacdo de mRNAs — quanto na promocgao e inibi¢ao da traducdo. Além disso, eles atuam
como precursores de miRNAs e como "esponjas"(54). No nucleo celular de eucariotos, os
IncRNAs participam do controle epigenético de genes especificos, na regulacao transcricional,

além de ter participacdo em processos pos-transcricionais por splicing alternativo (54).
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Figura 4 - Biogénese e funciio biologica de IncRNAs. Os IncRNAs sdo transcritos pela RNA Polimerase 11 (Pol
1) e, estruturalmente, assemelham-se a0 RNAm, possuindo uma cauda poliadenilada terminal 3', um cap 5' metil
guanosina (5'mG), éxons ¢ introns, além de diversos sitios de splicing alternativo. Os IncRNAs desempenham
inumeras fungdes biologicas na célula. No nucleo, os IncRNAs atuam como reguladores primarios da expressio
génica, exercendo fun¢des como fator de transcricdo, metilagdio do DNA, modulacdo de modificadores de
cromatina e formacdo da estrutura tridimensional da cromatina. J& no citoplasma, suas fungdes sao
predominantemente pds-transcricionais, incluindo o sequestro (sponging) de miRNAs e circRNAs, a regulagao de
RNAm, a interagdo com proteinas e o transporte via exossomos. Adaptado de Kuo et al. (2021) (42).

Estudos anteriores evidenciaram varias fungdes biologicas para Cyrano, incluindo a de
esponjas, scaffolds, ativadores e inibidores de processos transcricionais € pos-transcricionais,
conforme sua localizagdo. Assim, Cyrano demonstra sua relevancia ao participar de multiplos
processos biologicos, como a regulagdo do crescimento, proliferacdo e morte celular (mitose),
além do desenvolvimento de tecidos e orgdos (51). Por outro lado, sua disfungdo ou
envolvimento também estd associada a processos patoldgicos, abrangendo distirbios
neurologicos, canceres e doengas inflamatorias (51). Cyrano possui interagdes intermoleculares
jé descritas no cérebro de camundongo, como seu forte potencial para interagdo com miR-7
(55,56). Sua estrutura molecular contém um sitio de ligagdo complementar e conservado para
miR-7, podendo causar a degradacao desse microRNA (57,58). Além disso, estudos recentes
demonstram que a interacao entre Cyrano e miR-126 afeta o controle da a-sinucleina, cuja

desregulacao esta diretamente relacionada a patogénese da DP (59).
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1.5 RNA circular: CDR1as

CDR1as (Cerebellar degeneration-related protein 1 antisense RNA), também conhecido
como gene LINCO00632, faz parte dos denominados circRNAs, RNAs ndo-codantes com
estrutura circular em fita simples. Destaca-se que as extremidades da molécula precursora sao
covalentemente ligadas nas terminagdes 3’ e 5’ por ligacao fosfodiéster, gerando, assim, um
RNA com estrutura circularizada. CircRNAs foram descobertos em 1976 em virus e,
posteriormente, identificados em células humanas e genoma mitocondrial de leveduras (60,61).
O principal mecanismo de formacao dos circRNAs ¢ referido como ‘back-splicing’, possuindo
trés formas basicas de ciclizacdo: lariat-driven, intron-pairing-driven e RNA-binding-protein-
driven, que consiste na conformagao por sequéncias de ribonucleotideos derivados de introns,
exons-introns e emparelhamento com sequéncias de exons distantes ligados covalentemente

por proteinas de ligacdo ao RNA, respectivamente (62,63).

CircRNAs exercem diferentes papéis na biologia celular, atuando primariamente como
reservatorios ou ‘esponjas’ de microRNAs, pois possuem em sua estrutura sequéncias para
ligacdo de miRNAs, denominados de Elementos de Respostas de miRNA (MREs). As fungdes
de circRNAs também incluem a promocao da degradacdo de RNAm, o que, por sua vez, pode
reprimir a sintese de novas proteinas. Além disso, sao esponjas de proteinas, através da ligagao
com as RNA-binding proteins (RBP), participando da regulacdo de expressdo génica, da
traducdo de proteinas via CAP-independente, da modulagdo de meia-vida de RBPs e, ainda,
atuando como ‘scaffolds’ moleculares (63). Os circRNAs também podem atuar como
“armadilhas de RNAm”, sequestrando o local de inicio de tradug¢ao ou quebrando a integridade
de um transcrito de RNAm linear maduro, deixando o RNA nao traduzido fragmentado. A
degradacdo de circRNAs pode ocorrer por diversos mecanismos, sendo globalmente degradado
pela RNase L (63). Em especial para CDR1as, a clivagem ¢ mediada por miR-671 dependente
da proteina Argonauta 2 (AGO?2), potencializado pela interagdo com miR-7 (56). CDR1as ¢ um
dos mais bem caracterizados circRNAs, altamente expresso no cérebro de mamiferos, e que
possui mais de 70 sitios de ligacdo para miR-7 (64). Evidéncias mostram papéis relevantes de
circRNAs e miR-7 na patogénese de varias doengas, incluindo o cancer e doengas

neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer (43,65).
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regulatdrias: (1) Regulacdo Transcricional, onde complexos de circRNA interagem com a RNA Polimerase II (F,
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se a miRNAs para regular a expressdo de RNAm (I); (4) Interag@o Proteica, sequestrando RBPs para afetar suas
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A Tabela 1 apresenta uma sintese dos principais aspectos relacionados a miR-7, miR-
671, Cyrano e CDRI1as, incluindo seus processos de biogénese, descricdo de suas fungdes

biologicas e padrdes de interagcdo molecular entre estes ncRNAs.
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Tabela 1 - Resumo da biogénese, fun¢io bioldgica e interagdo entre miR-7, miR-671, Cyrano e CDR1as.

RNA Nio Codante Biogénese Funcio Biolégica Principal Interacdo Chave

miR-7 Biogénese candnica de  Regula a expressio génica. Degradado por Cyrano.
miRNA: processado por Reprime a-sinucleina, reduzindo Potencializa a clivagem de
Drosha (nucleo) e Dicer agregados toxicos e promovendo CDRI1as por miR-671.

(citoplasma), autofagia. Protege contra CDR1as atua como
incorporado ao RISC. disfun¢do mitocondrial. "esponja" de miR-7.
miR-671 Biogénese candnica de  Regula a expressdo génica, Cliva CDR1as

miRNA (similar a0 miR- envolvido na morte de neurdnios (mecanismo dependente de

7). dopaminérgicos. AGO2), potencializado por
miR-7. Aumenta com a
reducdo de Cyrano.

Cyrano Transcrito e processado Regula expressdo génica pos- Degrada miR-7,
como RNAm transcricional e epigenética. Atua aumentando CDR1as e
(capeamento, como esponja, scaffold, diminuindo atividade

poliadenilagdo, splicing). ativador/inibidor. Envolvido em ~— nheuronal. Redugdo de
crescimento celular e patologias ~ Cyrano aumenta miR-7 ¢

(neurodegenerativas, canceres). miR-671, inibindo

CDRlas.

CDRlas Formado por "back- Atua como "esponja" de miRNAs Clivado por miR-671
splicing" (ligagdo (especialmente miR-7) e (potencializado por miR-
covalente das proteinas. Regula expressao 7). Possui multiplos sitios
extremidades 3'e 5"). génica, traducao de proteinas. de ligagdo para miR-7.

Envolvido em cancer e doengas ~ Niveis aumentam com a
neurodegenerativas. degradacdo de miR-7 por
Cyrano.

1.6 Modelo In Vitro Para Estudo da DP

Estudos sobre a neurobiologia de disturbios degenerativos cerebrais utilizam células em
cultura como aproximag¢do aos neurdnios cerebrais afetados pelas doencas (9). A linhagem
celular SH-SYSY teve origem da linhagem SK-N-SH, que, por sua vez, foi retirada durante
uma biopsia da medula 6ssea de um paciente com neuroblastoma na década de 70 (66). Células
SH-SYSY sao frequentemente utilizadas como modelo de neurdnios dopaminérgicos, pois
possuem a capacidade de sintetizar dopamina (DA), contém transportadores de DA e expressam
a tirosina hidroxilase (TH), enzima envolvida na sintese do neurotransmissor dopamina,
considerada um marcador dopaminérgico no sistema nervoso central (67). Destaque-se que essa
linhagem celular possui dois fenoétipos, flutuantes e aderentes, ndo havendo diferenca na

viabilidade de utilizacdo de ambas; entretanto, a maioria dos estudos utilizam as aderentes e
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descartam as flutuantes (68). Além disso, as células SH-SYS5Y possuem dois tipos de
morfologia, derivados de células de neuroblastomas ou de células epiteliais. O primeiro
tipo(neuroblasto) apresenta caracteristicas catecolaminérgicas, sendo positivo TH — enzima
que catalisa a hidroxilacdo da tirosina em L-DOPA, que ¢ posteriormente convertida em
dopamina — e para a dopamina-B-hidroxilase. Em contraste, o segundo tipo (epitelial) ndo

possui tais atividades. (68,69).

Quanto a toxina escolhida para induzir a neurodegeneragao de células SH-SY5Y, optou-
se por MPP+ (I-methyl-4-phenylpyridinium), um metabolito da toxina ambiental MPTP (/-
Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine) utilizada em modelos animais de Parkinson ja
validados (roedores e primatas) (70,71). No organismo animal, o MPTP ¢ convertido em MPP+,
uma toxina que inibe o Complexo I mitocondrial. Ainda, MPP+ causa estresse oxidativo com
aumento dos niveis de ROS, neuroinflamacdo, gliose e, finalmente, morte celular
dopaminérgica (72). Quanto aos efeitos em cultivos celulares in vitro, MPP+ desencadeia
apoptose de células SH-SY5Y, que pode ser atenuada pelo inibidor seletivo de nNOS, 7-NI, em
células com alta expressdao da enzima NO-sintase neuronal (nNOS) (73). Ademais, estudo
anterior de nosso grupo mostrou que interferon gama (IFN-gama) sensibiliza as células SH-
SYSY a lesdo induzida por MPP+, ocasionando também um aumento de espécies reativas de
oxigénio (ROS), o que pode ser prevenido pela inibicao de enzimas NO sintases com L-NAME

ou 7-NI (74).

1.7 Justificativa

A justificativa para a selecdo dos quatro ncRNAs, o IncRNA Cyrano, o circRNA
CDR1as e os miRNAs miR-7 e miR-671, baseia-se em sua relevancia no eixo de regulacao da
proteina a-sinucleina. A participacdo do miR-7 na patogénese da DP ¢ bem caracterizada,
exercendo fungdes sobre diversos mecanismos celulares, como a regulacdo da a-sinucleina
intracelular, neuroinflamacao e fungao mitocondrial (55). Dada a toxicidade e a indugdo de
morte celular programada associadas ao acumulo aberrante dessa proteina nas células, entende-
se que ha relevancia nos estudos focados no miR-7 e em fatores que regulam seu conteudo.
Kleaveland et al. (2018) descreveu uma rede composta por miR-7, miR-671, Cyrano e CDR1as
(58). Essa rede correlaciona esses quatro RNAs de forma que: (i) Cyrano ¢ altamente

complementar a miR-7, gerando degradagao de miR-7; (i1) miR-671, potencializado por miR-
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7, cliva CDR1as e; (iii) CDR1as ¢ regulado por Cyrano. Em outras palavras, o IncRNA Cyrano
apresenta potencial para degradar miR-7, o que aumenta os niveis de CDR1las e diminui a
atividade neuronal. Contudo, quando o nivel de Cyrano ¢ reduzido, tanto miR-7 quanto miR-
671 aumentam, levando a inibi¢do conjunta de CDR1as e, consequentemente, ao aumento da
atividade neuronal (75-77). Portanto, a pergunta biologica da presente pesquisa consistiu em
avaliar se o modelo in vitro de DP, por células dopaminérgicas submetidas a injuria por MPP+,

apresenta alteracdes na expressao da rede de ncRNAs estudada.

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a expressdao da rede regulatoria de RNAs ndo codantes que inclui miR-7,
juntamente com miR-671, Cyrano e CDR1as, na degeneragdo de células dopaminérgicas SH-

SYS5Y induzida por MPP+.

2.2 Objetivos Especificos

(a) Determinar a curva dose-resposta da neurotoxina MPP+ sobre a viabilidade de células
SH-SYS5Y, avaliando concentragcdo que induz efeito significativo para demais ensaios
do atual projeto;

(b) Determinar estresse oxidativo, alteragdes morfoldgicas e apoptose de células SH-SYSY
expostas ao MPP+;

(c) Determinar, por RT-qPCR, os niveis de expressdo de miR-7, miR-671, Cyrano e
CDRI1as em células SH-SYSY expostas ao MPP+;

(d) Avaliar os efeitos da suplementacdo do conteido de miR-7 e miR-671 sobre a

viabilidade de células SH-SY5Y expostas ao MPP+.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo Celular
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A linhagem celular SH-SYSY foi adquirida do Banco de Células do Rio de Janeiro
(BCRJ). Células SH-SYS5Y em cultura foram utilizadas como modelos de neurdnios
dopaminérgicos, sendo posteriormente submetidas a injuria por MPP+. A técnica de cultivo
celular ocorreu pela suplementacdo e manutengao com o meio Dulbecco’s Modified Medium +
FI12 (DMEM/F12 Gibco™, Cat. N° 12400-024), sendo adicionado 10% de soro fetal bovino
(SFB, Gibco™, Cat. N° 12657- 029), 1% de Glutamax™1 (Gibco™, Cat. N° 35050-061) e 1%
de solucao antibidtica/antimicoética (Sigma-Aldrish®, Cat. N° A5955), com incubagdo a 37°C
em estufa com 5% de COs.

3.2 Injaria com MPP+

Para o plaqueamento, utilizou-se uma garrafa de 75 cm? com confluéncia de 90% para
cada namero experimental. O meio foi removido, sendo adicionado 1 mL de tripsina e incubado
por 3 minutos em estufa 37°C e 5% de CO.. Apds esse periodo, foi adicionado ImL de
DMEM/F 12 para interromper a acao da tripsina. Em seguida, o contetido foi vertido para um
falcon de 15 mL e centrifugado a 10.000 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS por pipetagem em up/down. A partir dessa solucao
com as células, foi adicionado, em um eppendorf de 0,6 mL, 30 uL da solugdo com células mais
90 uL de PBS e homogeneizado. Por fim, utilizou-se 10 puL dessa diluicao para contagem na

camara de Neubauer e calculado para a densidade 2,5x10* por poco.

Para determinar a concentragao ideal de MPP+ (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, EUA),
foi realizado um ensaio de curva dose-resposta, avaliando-se as concentragoes de 0,25 mM, 0,5
mM, 1 mM, 2 mM e 4 mM, conforme previamente descrito na literatura. Inicialmente, foi
preparado uma solu¢do estoque de MPP+ a 50 mM em 300 pL de dgua Milli-Q. A partir desta
solugdo, dilui¢des seriadas foram realizadas em meio DMEM/F 12 para obter as concentragdes
finais empregadas nos ensaios funcionais subsequentes. A viabilidade celular foi entdo

determinada por meio do ensaio colorimétrico de MTT a 595 nm.

33 Viabilidade Celular pelo Método de MTT

O ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-i1]-2,5-difeniltetraz6lio) ¢ uma

técnica que mede a viabilidade celular de forma indireta. O método se baseia na capacidade de
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c¢lulas metabolicamente ativas de converter sais de tetrazolio, composto de coloragdo amarela,
em formazan, que possui coloragdo de cor purpura. Essa transformagdo ocorre pela acio de
enzimas mitocondriais. A quantidade de formazan produzida ¢ entdo medida pela absorbancia,

o que reflete o numero de células viaveis (78).

Para o plaqueamento, utilizou-se uma garrafa de 75 cm? com confluéncia de 90% para
cada niamero experimental. O meio foi removido, sendo adicionado 1 mL de tripsina e incubado
por 3 minutos em estufa 37°C e 5% de CO.. Apds esse periodo, foi adicionado ImL de
DMEM/F 12 para interromper a agao da tripsina. Em seguida, o conteudo foi vertido para um
falcon de 15 mL e centrifugado a 10.000 rpm por 3 minutos. Descartou-se o sobrenadante e o
pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS por pipetagem em up/down. A partir dessa solugdo
com as células, foi adicionado, em um eppendorf de 0,6 mL, 30 uL da solugdo com células mais
90 uL de PBS e homogeneizado. Utilizou-se 10 pL dessa dilui¢ao para contagem na camara de

Neubauer e calculado para a densidade 2,5%10* por pogo.

Para a realizacdo dos ensaios de MTT, 2,5x10* células foram semeadas por poco em
placas de 96 pocos e incubadas em estufa 37°C e 5% de CO: por 24 horas. Em seguida, a partir
de uma solucdo de estoque de 50 mM, as células foram tratadas com MPP+ nas concentragdes
de 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM e 4 mM por um periodo de 24 horas para avaliar a resposta
celular. Apos esse periodo, o meio de cultura foi substituido por 150 uL de uma solugdo de
MTT a 0,5 mg/mL. As placas foram incubadas por 3 horas em estufa a 37°C e 5% de CO.,
possibilitando a formacdo dos cristais de formazan. Apds a incubacdo, o meio foi
cuidadosamente removido e os cristais de formazan foram solubilizados em 150 pL de
dimetilsulfoxido (DMSQO). Para a normalizacdo dos resultados, 150 uL de DMSO foram
adicionados a pogos sem células, que serviram como controles. A absorbancia foi determinada
em um leitor de microplacas multimodal Varioskan™ LUX (Thermo Scientific™, EUA) a 595
nm. Os dados obtidos foram convertidos em porcentagem de viabilidade celular, em relagdo ao

grupo controle ndo tratado.

34 Ensaio de Estresse Oxidativo por DCFH-DA

A quantificagdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) intracelulares foi realizada
empregando-se o corante fluorescente 2',7'-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA).

Ap6s a internalizagdo celular, o DCFH-DA ¢ inicialmente convertido em um composto nao
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fluorescente que, na presenca de peroxido, hidroxila e outras ROS, ¢ subsequentemente oxidado

para gerar o produto fluorescente 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCF).

Inicialmente, foi preparada uma solucao de estoque de 20 nM de DCFH-DA (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, EUA) em 1 mL de 4gua destilada. Células SH-SY5Y foram semeadas
em placa de 96 pocgos com a densidade de 2,5x10* por poco. Apos 24h, realizou-se o tratamento
com MPP+ conforme desenho experimental. Em seguida, prosseguiu-se com a incubacdo com
meio sem soro fetal bovino (SFB), contendo 10 uM de DCFH-DA, a 37 °C por 30 minutos e,
entdo, lavadas com meio PBS trés vezes. Apos 10 minutos, foi adicionado a solugdo de trabalho
para o grupo do perdxido (136 pL de peroxido e 864 pL de agua destilada), aguardando os 20
minutos restantes. A fluorescéncia foi observada utilizando um leitor de microplacas
multimodal Varioskan™ LUX (Thermo Scientific™, EUA), com absorbancia de excitagao a
485 nm e emissdo a 538 nm. Apds a leitura da absorbancia, o meio foi removido e, entdo,
adicionado 25 pL de tripsina em cada pogo da placa e incubado por 3 minutos na estufa. Por
fim, prosseguiu-se com uma adi¢do de 25 pL. de PBS em cada pogo, posteriormente foram
agrupados os conteudos dos pogos por grupos experimentais nos seus respectivos eppendorfs,
homogeneizados e contados na camara de neubauer. Os dados obtidos foram calibrados com o
calculo de absorbancia ponderada, demonstrado na féormula abaixo. Em seguida, foram
convertidas em porcentagens dos valores de controle e analisados no programa GraphPAD

Prism 9.

Formula de absorbancia ponderada:

% absorbancia do grupo experimental x n® de células do grupo controle

Absorbanci derada =
Sorbancia ponderaca n? de células do grupo experimental

3.5 Contracoloracio Nuclear para Microscopia de Fluorescéncia e Contagem de

Nucleos Apoptoticos (Hoechst 33342)

Inicialmente, foi realizada uma solucdo de estoque de Hoechst 33342 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) a 50 mg/mL. A solugdo estoque de Hoechst a 50 mg/mL pode ser
armazenada entre 2 e 6 °C por até 6 meses ou a < -20 °C por periodos mais longos. Células SH-
SYSY foram semeadas na densidade de 2,5%10° por pogo em placas de 24 pocos e incubadas
em estufa 37°C e 5% de CO: por 24 horas. Os grupos incluiram as seguintes concentracdes de

MPP+: 0,5 mM, 1,0 mM, 2,0 mM, bem como cé¢lulas sem tratamento (controle). Apos 24h com
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o MPP+, o meio de cultura foi removido e, entdo, adicionado 500 uL. de PBS mais 5 pL de
solugdo de Hoechst 33342 para cada poco, incubando por 10 minutos, protegidos da luz. Apos
a incubacio, a solucao de coloragao foi removida e as células foram lavadas trés vezes em PBS.
Finalmente, procedeu-se a captura de imagens das células utilizando microscopia de
fluorescéncia no equipamento Evos Floid (Invitrogen). A apoptose celular, determinada pela

coloracdo de Hoechst 33342, foi analisada pelo ImageJ.

3.6 Analise de Expressao Génica em Células SH-SYSY

Para o plaqueamento, foi utilizada 1 garrafa de 75 cm? com confluéncia de 90% para
cada niimero experimental. O meio foi removido, sendo adicionado 1 mL de tripsina para cada
garrafa e incubado por 3 minutos em estufa 37°C e 5% de CO:. Apos esse periodo, foi
adicionado ImL de DMEM/F 12 para interromper a acao da tripsina. Em seguida, o conteudo
foi vertido para um falcon de 15 mL e centrifugado a 10.000 rpm por 3 minutos. Descartou-se
o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido em 1 mL de PBS por pipetagem em up/down. A
partir dessa solugdo com as células, foi adicionado, em um eppendorf de 0,6 mL, 30 puL da
solucao com células mais 90 uL de PBS e homogeneizado. Utilizou-se 10 pL dessa diluigao
para contagem na camara de Neubauer e calculado para a densidade 2,5%10° por poco em placa
de 6 pogos. Apos 24h, as células foram tratadas com MPP+ na concentracdo de 1 mM e, para o

grupo de células sem tratamento, houve apenas a substituicao por um novo meio DMEM/F12.

A quantificacdo da expressdo génica de miR-7, miR-671, Cyrano e de CDRlas em
linhagens de células SH-SYSY foi realizada utilizando a técnica de RT-qPCR em tempo real
(Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real com Transcri¢do Reversa). As
c¢lulas foram cultivadas sob condi¢des controladas e em seguida expostas a 1,0 mM de MPP+
no tempo de 24 horas. Um grupo controle, ndo submetido a qualquer tratamento, foi mantido
em paralelo para fins comparativos. As células foram obtidas mediante centrifugagdo, conforme

publicagdo anterior (79).
3.6.1 Extragdo e quantificagdo

O RNA total foi extraido e purificado a partir dos pellets de células SH-SY5Y utilizando
o kit RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) para Cyrano e CDR 1as, e kit mirVana
miRNA Isolation (Applied Biosystems) para os microRNAs miR-7 e miR-671, de acordo com
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instrugdes dos fabricantes. Apds extraidas, as amostras foram armazenadas a -80°C por pelo

menos 24h até a quantificacdo.

A quantificagdo dos RNAs extraidos foi realizada por fluorometria, utilizando os kits
Qubit® microRNA Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para miRNAs e Qubit®RNA HS
Assay Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para RNA total, conforme as recomendag¢des dos

fabricantes. A leitura foi realizada no equipamento Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen).
3.6.2 RT-qPCR de microRNAs (miR-7 e miR-671)

A expressao de microRNAs (miRNAs) foi avaliada por RT-qPCR, empregando Kkits e
reagentes conforme instrugdes do fabricante (Applied Biosystems). A sintese de cDNA foi
realizada utilizando o kit TagMan MicroRNA Reverse Transcription, conforme instru¢des do
fabricante. As reagdes foram preparadas com 0,075 uLL. de ANTP (100 mM), 0,5 uL de enzima
Multiscribe RT (50 U/uL), 0,75 pLL de buffer 10x RT, 0,095 pL de inibidor de RNAse (20 U/uL)
e 2,08 uL. de agua livre de RNAse. Foram transferidos 3,5 pL da solugdo descrita acima para
microtubos de 0,2 pL, aos quais foram adicionados 2,5 pL. de miRNA (1,25 ng/uL) e 1,5 pL do
RT Primer (5x) de interesse. Apds 5 minutos em gelo, as reagdes foram levadas ao
termociclador (MyCycler, Bio-Rad) nos tempos e temperaturas a seguir: 30 minutos a 16°C, 30
minutos a 42°C e 5 minutos a 85°C. O ¢cDNA foi armazenado a -20°C para posterior uso no

ensaio de qPCR.

A gPCR foi sucedida com o sistema TagMan Fast Advanced Master Mix e iniciadores
20X TagMan MicroRNA Assay especificos para cada miRNA, vide Tabela 2 abaixo. As
misturas de reagdo foram preparadas de forma independente contendo 5 pL. de TagMan Fast
Advanced Master Mix (2X) (Applied Biosystems), 3,84 uL de 4gua livre de nuclease ¢ 0,5 pL
do primer (20x) de interesse, correspondente ao primer utilizado na RT. A partir dessa solugao,
9,34 uL foram dispensadas em placas de 96 pocos (MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction
Plate 0.1 mL, Applied Biosystems), sendo adicionado 0,67 puL. cDNA das amostras em seus
respectivos pogos, conforme desenho experimental, totalizando 10 pL. por poco (com margem
de erro de pipetagem). As placas foram seladas com adesivo filme (MicroAmp Optical Adhesive
Film, Applied Biosystems), centrifugadas (Mini Plate Spinner, Labnet) e levadas ao
termociclador (QuantStudio 12K Flex Real Time PCR 35 System, Applied Biosystems) com a
ciclagem a seguir: 2 minutos a 50°C, 20 segundos a 95°C, seguidos de 40 ciclos de 2 segundos

a 95°C e 20 segundos a 60°C.
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Todas as amostras foram analisadas em triplicata técnica, e os ensaios incluiram RNAs
de referéncia enddgeno e exdgeno para normalizagdo, bem como um controle negativo (NTC)
sem adicao de cDNA. A analise dos dados foi realizada utilizando-se a média dos valores do
ciclo de quantificacdo (Cq ou Ct) para cada amostra. A determinacdo da expressao génica

2744¢  Tnicialmente, os dados foram

relativa foi calculada empregando-se o método
normalizados subtraindo o Ct do gene de referéncia do Ct do gene-alvo, resultando no valor de
ACt. Em seguida, o ACt de cada grupo experimental foi comparado ao ACt do grupo controle
negativo nao tratado, gerando o AACt. Finalmente, o valor de AACt foi exponenciado na base
2 (2744€") para calcular a expressdo génica relativa. Esse método considera a amplificago

logaritmica do cDNA em cada ciclo de PCR e estabelece a relagdo inversa entre o valor de Ct

e a quantidade inicial de RNA na amostra. Considerou-se apenas os dados com Ct < 30 (80).

Tabela 2 - Sequéncia nucleotidicas dos alvos utilizados nos ensaios de expressdo de miR-7 e miR-671

Nome ID Sequéncia do miRNA maduro

miR-7 hsa-miR-7 UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGUU

miR-671 hsa-miR-671 UUUGGUUUCUUCUUCUUCAGUGA

miR-21 hsa-miR-21 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA

RNU24 hsa-rmu24 ATTTGCTATCTGAGAGATGGTGATGACATTTTAAACCACCAAGA
miR-39 cel-miR-39-3p UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG

3.6.3 RT-gqPCR de RNAs circulares e RNAs longos nao codantes (CDR1as e Cyrano)

Para a sintese de cDNA, foi utilizado o sistema de transcricdo reversa SuperScript 11
First-Strand (SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-PCR, Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA), de acordo com as orientagdes do fabricante. A partir de uma concentragdo inicial
de 12,5 ng/uL de RNA total, foram utilizados 4 puL. de RNA mais 4 pL de agua livre de RNase,
totalizando 8 pL (6,25 ng/uL), 1 uL de dNTPs e 1 uLL. de Random Hexamers (50 ng/puL). Em
seguida, a mistura foi incubada a 65°C por 5 minutos e, ap0s a incubagao, transferida para gelo
por 1 minuto. Posteriormente, foi preparado o mix de reagdo, contendo 2 puL. de tampdo 10X
RT Buffer, 4 pL. de MgClz, 2 pL de DTT e 1 uL de RNaseOUT. A solugao foi incubada a 25°C
por 2 minutos antes da adi¢cdo de 1 puL da enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase. No
controle negativo, a enzima foi substituida por dgua livre de RNAse. A reacdo de transcrigao

reversa foi incubada no termociclador nas seguintes condi¢des: 42°C por 50 minutos, seguido
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de inativagdo da enzima a 70°C por 15 minutos. Ao final da incubagdo, o cDNA foi diretamente

utilizado nas reagdes de qPCR.

Os produtos de amplificacao foram detectados via intercalacdo do corante fluorescente
SYBR Green. As reacdes de qPCR foram realizadas conforme protocolo a seguir: 10 pL. de Fast
SYBR Green Master Mix (2X) (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EUA), 5,2 uL. de 4gua livre
de RNase, 1,4 pL de primer forward e 1,4 pL de primer reverse especifico para o gene alvo
(Cyrano, CDR1as, beta-actina, GAPDH e GPB1) e 2 uLL de cDNA, com volume final de 20 uL.
por poco. A qPCR foi realizada em placas de 96 pogos (MicroAmp Fast Optical 96-Well
Reaction Plate 0.1 mL, Applied Biosystems) no equipamento QuantStudio 12K Flex Real-Time
PCR System (Applied Biosystems), sob as condi¢des de amplificagdo de 95°C por 2 minutos,
seguido por 40 ciclos de 95°C por 5 segundos e 60°C por 10 segundos. Cada reagdo foi realizada
em triplicata técnica ¢ um controle negativo (NTC - No Template Control) foi incluido,
utilizando agua livre de RNase no lugar do cDNA. As sequéncias dos primers forward e reverse
para amplificagdo de Cyrano, CDR1as e respectivos genes de referéncia (beta-actina, GPB1 e
GAPDH) estao descritos na Tabela 3. Considerou-se como validos apenas valores de Ct < 30
ciclos. A metodologia adotada para avaliar a expressio relativa foi a de delta delta Ct (2744,

descrita por Lyvak et al. (2001) (80).

Tabela 3 - Sequéncia de nucleotideos utilizados nos ensaios de expressao de Cyrano e CDR1as

Nome ID Forward Reverse

Cyrano OIPS5 antisense RNA 1 TGCGAAGATGGCGGAGTAAG  TAGTTCCTCTCCTCTGGCCG

CDR1las Cerebellar degeneration- GTGTCTGCAATATCCAGGGTT ACTGGAAGACTTGGAGCTTCTTG
related protein 1

Beta-actina  Actin beta CATGTACGTTGCTATCCAGGC  CTCCTTAATGTCACGCACGAT

GPBI1 Guanine nucleotide-binding TCACTTGAGGCAGAACACAGA AGCACATGTTTCCATTTTCAC

protein subunit beta-1

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate  CTCCTGTTCGACAGTCAGCC CCCAATACGACCAAATCCGTTG
dehydrogenase

3.7 Transfec¢cdo Celular com Imitadores Sintéticos de microRNAs (Mimics)

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados em placas de 96 pogos na densidade
de 2,5%10* por poco. O procedimento de transfeccao foi realizado 24 horas apds o
plaqueamento das células, assegurando uma confluéncia entre 30% e 70%, de acordo com as

especificagdes do fabricante (INTERFERin, Polyplus-transfection). O INTERFERin ¢ um
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polimero catidnico em soluc¢do hidroalcodlica, desenvolvido para otimizar a transfec¢do de
miRNAs. Sua principal vantagem ¢é a alta eficiéncia alcangada mesmo com baixas

concentragdes de material genético, aliada a sua reduzida toxicidade celular.

Os oligonucleotideos utilizados foram o api-miR-7-5p mimic e hsa-miR-671-5p
(mirVana™ miRNA Mimic, Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), conforme a Figura 4. Para a
formag¢ao do complexo de transfec¢do, os miRNAs mimic foram diluidos em 50 pL de meio
Opti-MEM (Gibco™) para atingir a concentragdo final de 30 nM, de acordo com os protocolos
de otimizagao previamente utilizados pelo grupo de pesquisa, sendo entdo misturados com 0,5
uL de INTERFERin. Ap6s homogeneizagao em vortex por 10 segundos, a mistura foi incubada
a temperatura ambiente por 10 minutos para a completa formacao dos complexos. O meio de
cultura dos pocos foi substituido por 100 pL. de meio fresco pré-aquecido a 37°C. Por fim, 50
uL do complexo de transfec¢ao foram adicionados aos pocos dos grupos experimentais,
enquanto os pocos do grupo controle receberam 50 pL de Opti-MEM, com um volume final de

150 puL por pogo.

Finalmente, 48 horas ap0s a transfec¢ao dos mimics, as células foram expostas ao MPP+
na concentracdo de ImM. O impacto da neurotoxina foi avaliado apds 24 horas de incubacao,
utilizando o ensaio de MTT para determinar a viabilidade celular. A absorbancia foi
determinada em um leitor de microplacas multimodal Varioskan™ LUX (Thermo Scientific™,

EUA) a 595 nm. Os dados obtidos foram convertidos em porcentagem de viabilidade celular.

Tabela 4 - Sequéncia dos miRNAs maduros dos imitadores de miR-7 e miR-671

Nome ID Sequéncia do miRNA maduro
miR-7 api-miR-7-5p UGGAAGACUAGUGAUUUUGUUGUU
miR-671 hsa-miR-671-5p AGGAAGCCCUGGAGGGGCUGGAG

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise estatistica mediante o uso do programa
GraphPAD Prism 9. Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade. Para
comparagdes entre multiplos grupos, utilizou-se a Analise de Variancia (one-way ANOVA),
seguida do teste post-hoc de Tukey. Para testes paramétricos entre dois grupos experimentais

com distribuicdo normal, utilizou-se o teste t de Student. Os dados paramétricos foram
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expressos como média + erro padrao da média (EPM). O nivel de significancia estatistica

adotado foi de p<0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Efeito do MPP+ na Viabilidade Celular

Inicialmente, verificou-se que a neurotoxina MPP+ foi capaz de reduzir a viabilidade
de células SH-SYSY, permitindo utilizar-se tal preparagdo como modelo de injuria de células
dopaminérgicas. Assim, a exposicao das células dopaminérgicas ao agente de injuria MPP+
causou reducdo significativa e dose-dependente de viabilidade celular, conforme apresentado
na Figura 6. Os valores de viabilidade foram reduzidos para 87,30%, 81,20%, 58,7%, 34,2% e
15%, respectivamente, para as concentragdes de MPP+ a 0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM e 4
mM. Nesse sentido, optou-se pela concentracdo de 1mM de MPP+ para os ensaios seguintes de

expressdo génica, por ter ocasionado uma reducdo de viabilidade proxima de 50%.
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Figura 6. Viabilidade celular por atividade mitocondrial em células SH-SYSY expostas ao MPP+ pelo
método de MTT. O tratamento com a neurotoxina MPP+ causou reducgdo da viabilidade celular em todas as
concentragoes testadas, apos 24 horas de exposi¢do. A viabilidade do grupo controle foi atribuida arbitrariamente
como 100%, com os seguintes resultados obtidos: 0,25 mM (87,30%), 0,5 mM (81,20%), 1,0 mM (58,7%), 2,0
mM (34,2%) e 4,0 mM (15%). As barras representam a média EPM (Erro Padrdo da Média) dos resultados de
MTT. A analise estatistica foi realizada via one-way ANOVA, seguido de pos-teste de Tukey. Os niveis de
significancia estatistica comparados ao grupo controle sdo indicados por asteriscos: * p<0,05 e **** p<0,0001.
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4.2 Estresse Oxidativo (ROS) pelo Método de DCFH-DA

A exposi¢cdo a neurotoxina MPP+ desempenhou aumento na produc¢dao de ROS no
modelo in vitro de neurdénio dopaminérgico. O tratamento com MPP+ por 24 horas revelou um
aumento significativo de estresse oxidativo nas células SH-SYS5Y nas concentragdes de 0,5
mM, 1,0 mM e 2,0 mM em comparacdo com o grupo que nao recebeu nenhum tratamento
(controle), conforme mostra a Figura 7. Sabe-se que niveis baixos de ROS sdo necessarios para
a sinaliza¢do celular normal, entretanto, concentragdes elevadas de ROS causam danos ao

DNA, lipidios e proteinas, levando a morte celular, o que corrobora com o presente estudo.
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Figura 7. Analise de Estresse Oxidativo (ROS) pelo método de DCFH-DA em células SH-SYS5Y expostas ao
MPP+. A produgdo intracelular de ROS foi quantificada pelo ensaio DCFH-DA (-2',7'-diclorodihidrofluoresceina
diacetato). O tratamento com MPP+ por 24 horas aumentou significativamente a produgdo de ROS em comparagéo
ao controle (100%), com os seguintes valores obtidos: 0,5 mM (115,6%.), 1,0 mM (135,2%) ¢ 2,0 mM (179,7%.).
A analise estatistica seguiu a verificagdo de normalidade pelo teste de D'Agostino-Pearson, com diferenca
significativa entre os grupos pelo teste one-way ANOVA e pos-teste de Tukey. Os niveis de significancia estatistica
comparados ao grupo controle sio indicados por asteriscos: * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.
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4.3 Morfologia Nuclear e Contagem de Alteracdes Apoptoticas das Células

SH-SYSY (Hoechst 33342)

A inducdo de estresse oxidativo pelo MPP+ demonstrou ser altamente citotdxico, o que
¢ corroborado pelas andlises morfologicas e quantitativas da morte celular. O tratamento de
células SH-SY5Y com MPP+ nas concentragoes de 1,0 mM e 2,0 mM induziu alteracdes
morfologicas tipicas de apoptose, visiveis por coloragdo com Hoechst 33342. Essas alteragdes
incluiram condensa¢do e fragmentagcdo nuclear, formagdo de corpos apoptdticos, retracao
citoplasmatica e bolhas na membrana plasmatica, conforme ilustrado na Figura 8 (b-c). Os
dados apresentaram distribuicado normal, conforme verificado pelo teste de Shapiro-Wilk. A
analise da contagem de nucleos apoptoticos revelou um aumento dependente da concentragao.
Em média, 68,4% das células expostas a 1 mM apresentaram apoptose, enquanto essa
porcentagem subiu para 87,5% em células tratadas com 2 mM em relagdo ao grupo controle,
com significancia estatistica (P<0,01) confirmada por one-way ANOVA (p=0,0015). Esses
achados confirmam que a exposi¢do ao MPP+ induz mudangas morfologicas tipicas associadas

a apoptose de células SH-SYSY.
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Figura 8 - Deteccio e quantificacio de apoptose em células SH-SYSY por coloragao com Hoechst 33342. A
coloragdo com Hoechst 33342 foi utilizada ap6s o tratamento com MPP+ por 24 horas nas concentragdes de 1,0
mM e 2,0 mM para visualizar as alteraces morfologicas de apoptose celular. (b-c) mostram alteragdes
morfologicas de apoptose celular, como condensagido da cromatina, fragmentagdo nuclear e corpos apoptoticos no
comparado ao grupo controle: (a) Células controle (sem tratamento) e células tratadas com (b) 1,0 mM e (c) 2,0
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mM de MPP+. (d) Grafico da contagem de células apoptoticas (em porcentagem) nos grupos controle, 1,0 mM
(68,4%) ¢ 2,0 mM (87,5%). A analise estatistica indicou distribui¢ao normal pelo teste de normalidade de Shapiro-
Wilk e diferenca significativa entre os grupos pela analise de varidncia one-way ANOVA (p=0,0015). O nivel de
significancia estatistica comparado ao grupo controle ¢ indicado por asteriscos: ** p<0,01.

4.4 Expressao Génica da Rede Regulatoria de miR-7 em Células SH-SYSY Expostas
ao MPP+

Expressdo génica de miR-7 na injuria por MPP+

Na sequéncia da caracterizacao da neurotoxicidade, a expressao de miR-7 foi avaliada,
visto seu papel na regulacdo da a-sinucleina e na protecdo neuronal. Assim, a injaria por MPP+
causou mudanca no conteudo de miR-7, conforme revela o presente ensaio. A analise foi
realizada por RT-qPCR nas células SH-SYSY expostas ao MPP+, utilizando miR-21, RNU24
e miR-39 como genes de referéncia. Apds a confirmacgao da distribuicdo normal dos dados pelo
teste de Shapiro-Wilk, o teste t de Student foi aplicado, revelando que a redugdo de 38,7%
(0,613-fold) de miR-7 foi estatisticamente significativa entre os grupos controle e MPP+

(p=0,0078), conforme apresentado na Figura 9.
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Figura 9. Expressao relativa de miR-7 em células SH-SY5Y expostas ao MPP+. A expressao foi avaliada apds
tratamento com 1 mM de MPP+. Os dados foram normalizados utilizando os genes de referéncia miR-21, RNU24
e miR-39 (n=7). A normalidade da distribui¢do dos dados foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk, permitindo
a analise pelo teste t de Student, que demonstrou uma redugéo significativa na expressao génica do miR-7 de 38,7%
(0,613-fold) em comparag@o ao grupo controle (p=0,0078). O nivel de significancia estatistica comparado ao grupo
controle ¢ indicado por asteriscos: ** p<0,01.
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Expressdo génica de Cyrano na injuria por MPP+

Outro alvo de interesse foi o IncRNA Cyrano, considerado um componente relevante
da rede regulatéria de ncRNAs e hipoteticamente envolvido na modulacdo do miR-7 e,
potencialmente, da a-sinucleina na DP. A analise da expressao relativa de Cyrano em células
SH-SY5Y expostas ao MPP+ a 1 mM indicou um aumento de 1,1 vezes na expressdo génica
no tempo de 24 horas, conforme representado na Figura 10. No entanto, ndo houve diferencga

estatistica entre os grupos (p=0,3573).
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Figura 10. Expressao relativa de Cyrano em células SH-SYSY expostas ao MPP+. A expressao do IncRNA
Cyrano foi avaliada apds tratamento com 1 mM de MPP+. A normaliza¢do dos dados foi realizada utilizando os
genes de referéncia beta-actina, GPB1 ¢ GAPDH. A normalidade da distribui¢do dos dados foi confirmada pelo
teste de Shapiro-Wilk, seguida do teste t de Student. A diferenga entre os grupos ndo foi estatisticamente
significativa (p=0,3573).

Expressado génica de miR-671 na injuria por MPP+

Considerando o papel de miR-671 como principal modulador da degradacao de CDR1as
no eixo regulatdrio de interesse, sua expressao foi subsequentemente analisada. A normalidade
da distribuicdo dos dados foi estabelecida preliminarmente pelo teste de Shapiro-Wilk, o que
fundamentou a aplicacao do teste t de Student. O microRNA miR-671 apresentou uma
diminuicdo de 56,1% (0,439-fold) em células tratadas com MPP+ quando comparadas ao grupo

sem tratamento, com diferenca significativa com valor de p=0,0026 (Figura 11).
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Figura 11. Expressao relativa de miR-671 em células SH-SYSY expostas ao MPP+. A expressdao de miR-671
foi avaliada ap6s tratamento com 1 mM de MPP+ (n=7). A normalizag¢ao dos dados utilizou os genes de referéncia
miR-21, RNU24 e miR-39. A normalidade da distribui¢@o foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk, ¢ a analise
pelo teste t de Student demonstrou uma diminuigdo significativa na expressao génica do miR-671 de 56,1% (0,439-

fold) em relagdo ao grupo controle (p=0,0026). O nivel de significancia estatistica comparado ao grupo controle ¢
indicado por asteriscos: ** p<0,01.

Expressdo génica de CDR1as na injuria por MPP+

Finalmente, foi avaliado se a injuria por MPP+ nas células SH-SYSY causaria alteracao
na expressao do circRNA CDR1as, que foi previamente identificado como esponja de miR-7 e
descrito como altamente expresso no tecido cerebral. Os dados de expressdo relativa, que
seguiram o teste de normalidade de Shapiro-Wilk e foram validados pelo teste t de Student,
mostram que a exposicao das células a I mM de MPP+ por 24 horas resultou em um aumento
significativo de 104% (2,04-fold) no conteido de CDRlas em comparagdo com o grupo
controle (p= 0,0083) (Figura 12).
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Figura 12. Expressao relativa de CDR1as em células SH-SYSY expostas ao MPP+. O tratamento com 1 mM
de MPP+ em 24 horas induziu um aumento aberrante de 104% (2,04-fold) na expressao do circRNA CDR1as em
comparagdo com o grupo controle (p= 0,0083). Os dados foram normalizados utilizando os genes de referéncia
beta-actina ¢ GPB1. O nivel de significancia estatistica comparado ao grupo controle ¢ indicado por asteriscos: **
p<0,01.

4.5 Transfeccio com miR-7 e miR-671 mimic

Os ensaios de expressao génica citados acima mostraram uma diminui¢do significativa
da expressdao de miR-7 e miR-671 em células expostas a injaria por MPP+, sugerindo que essa
reducdo poderia ter contribuido para a perda de viabilidade. Nesse sentido, optou-se por realizar
um ensaio piloto para avaliar se a suplementagao desses miRNAs reverteria a perda de
viabilidade celular apos a exposicdo ao MPP+. Para isso, as células foram transfectadas com
imitadores sintéticos dos miRNAs miR-7 e miR-671. A viabilidade celular do grupo controle
positivo exposto ao MPP+ (1 mM) foi de 68,2%. As transfec¢des com os imitadores de miR-7
e de miR-671 resultaram em reducdes de viabilidade de 63,1% e 53,8%, respectivamente,
porém sem diferenca significativa entre os grupos. Conforme mostra a Figura 13, esses
resultados preliminares indicam que a suplementagdo com os imitadores ndo causou protegao

significativa contra a citotoxicidade induzida por MPP+ nas condigdes testadas.
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Figura 13. Viabilidade celular apds suplementacio (transfeccio) com imitadores de miR-671 e miR-7 em
células SH-SYS5Y. A transfeccdo celular com imitadores de miR-671 e miR-7 ndo causou efeito neuroprotetor. Os
valores de viabilidade celular em percentuais foram: grupo controle positivo MPP+ isolado (68,2%); MPP+ com
imitador de miR-671 (53,8%); e MPP+ com imitador de miR-7 (63,1%). Apos seguir o padrao de normalidade
pelo teste de Shapiro-Wilk, foram realizados o one-way ANOVA e pos-teste de Tukey. Os niveis de significancia
estatistica dos grupos submetidos a MPP+ comparados ao grupo controle negativo sdo indicados por asteriscos: *
p<0,05, ** p<0,01 e **** p<0,0001.

5 DISCUSSAO

Para a compreensdo dos mecanismos moleculares e celulares subjacentes a patogénese
da DP, ¢ necessaria a utilizacdo de protocolos padronizados e modelos de pesquisa validados.
Uma vez que o isolamento e a manuten¢do de neuronios dopaminérgicos humanos primarios
sdo complexos, a linhagem humana de neuroblastoma SH-SYS5Y tem sido amplamente utilizada
e foi a selecionada para o atual estudo (81). Esta linhagem celular, derivada de um
neuroblastoma metastatico obtido na década de 1970, ¢ valorizada por sua origem humana,
simplicidade de manipulagdo e, principalmente, por seu fendtipo catecolaminérgico (81,82).
Tal caracteristica ¢ conferida pela presenca de enzimas como a tirosina hidroxilase e dopamina
beta-hidroxilase —essenciais para a sintese de L-dopa, dopamina e noradrenalina, o que apoia

sua utilizagdo como modelo representativo de neurdnios dopaminérgicos (81-83).

Pelo fato de a linhagem SH-SYSY ndo ser puramente dopaminérgica e apresentar
aberragdes oncogénicas, existem diversos protocolos para induzir sua diferenciagao, utilizando

agentes como acido retindico (AR), tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) ou fator neurotrofico
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derivado do cérebro (BDNF) (83,84). Entretanto, cerca de 81,5% dos trabalhos publicados
sobre a DP optaram por ndo diferenciar as células (82). Alguns autores, justificam que a
auséncia de diferenciacdo pode comprometer a validade bioldgica do modelo ao nao simular
um neurdnio terminal maduro, limitando, assim, a representatividade dos achados frente a
patogénese da DP, especialmente em estudos que visem avaliar disfun¢des neuroprotetoras,
considerando que o proprio AR pode conferir protecdo celular (82,83). Por outro lado, o
processo de diferenciagdo, mediado por agentes quimicos, poderia introduzir alteragdes no
padrao de expressdo dos ncRNAs investigados no estudo com MPP+. Portanto, optou-se por

nao induzir a diferenciagao celular.

Sabe-se que a estratégia farmacologica ¢ a abordagem mais comum empregada para
mimetizar a DP em modelos in vitro utilizando células SH-SY5Y, sendo o MPP+ um dos
principais indutores toxicoldgicos escolhidos pela sua capacidade de inibir o Complexo I da
cadeia de transporte de elétrons, levando a disfun¢ao mitocondrial e estresse oxidativo (82).
Contudo, ¢ importante ressaltar que nem todos os aspectos da fisiopatologia da DP podem ser
estudados em células SH-SYS5Y, como observagdes de anormalidades eletrofisiologicas ou
disfungdes neuroquimicas em nivel sinaptico, requerendo, assim, modelos mais complexos,

como culturas primarias de neurdnios dopaminérgicos ou cortes de cérebro ex vivo (82—84).

A indugdo do fendtipo de parkinsonismo no modelo celular da SH-SYSY foi realizada
pela exposi¢ao ao MPP+ a 1 mM por 24 horas, conforme publicacdao anterior do grupo (74).
Esta concentragdo foi selecionada para mimetizar o limiar patolégico da DP, visto que a
sintomatologia motora classica se manifesta apenas apds a perda de, aproximadamente, 50%
dos neurdnios dopaminérgicos (18,19). Os dados da literatura confirmam a adequacdo desta
dose para atingir o nivel desejado de toxicidade, uma vez que a exposi¢ao ao MPP+a 1 mM
por 24 horas resultou em viabilidade celular de aproximadamente 57,7%, 50,1%, 53,2% e 50%,
respectivamente, Song et al. (2021), Kim et al. (2018); Lee et al. (2011) e Zhao et al. (2016)
(85—88). Adicionalmente, este valor esta proximo da IC50 (Concentragao Inibitéria Média) para

0 MPP+ nas células SH-SYS5Y, que foi determinada em 1,233 mM (89).

A eficacia desta concentracdo de MPP+ também ¢ comprovada pelo aumento
significativo na produgao intracelular de espécies reativas de oxigénio, confirmando a indugao
de estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial (85,89). Ademais, como consequéncia direta do
estresse, a ativacao da via apoptotica ¢ apresentada em estudos anteriores, onde o tratamento

com MPP+ em células SH-SYS5Y resultou em alteragdes morfolodgicas nucleares consistentes
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com a apoptose, como a cromatina altamente condensada (88). Limboonreung et al. (2020)
observaram que a exposi¢do ao MPP+ induziu as alteragdes morfologicas tipicas associadas a
apoptose e aumentou significativamente o niimero de nucleos apoptoticos em 273,60% em
comparagao com o grupo controle (90). Portanto, a presenga de estresse oxidativo e a contagem
de nucleos apoptoticos observadas no presente estudo estdo em consondncia com os desfechos

citotoxicos descritos na literatura para este modelo experimental.

A técnica de RT-qPCR ¢ amplamente utilizada para medir os niveis de expressao de
ncRNAs quando o nimero de genes-alvo ¢ moderado, visto que se configura como um método
mais acessivel, rapido e tecnicamente menos complexo em comparagao com abordagens de alto
numero de andlises como microarrays € sequenciamento de nova geracao, mantendo, ainda,
altos indices de sensibilidade, precisdo e reprodutibilidade (91,92). Existem dois métodos de
quantificagdo por RT-qPCR: a quantificacdo absoluta, que infere o nimero de transcritos a
partir de uma curva padrao (construida com dilui¢cdes seriadas de cDNA conhecido), e a
quantificagdo relativa, que mede a expressao do gene-alvo em funcao da expressao de um gene
de referéncia interno a amostra (93). Para este estudo, foi utilizada a quantificagdo relativa. Para
a valida¢ao dos resultados de quantificacdo relativa, os genes de referéncia devem exibir niveis
de expressao constantes, independentemente das condi¢des experimentais (94,95). Contudo, as
classes de ncRNAs recentemente estudadas, como os IncRNAs e circRNAs, ainda ndo possuem
genes de referéncia bem estabelecidos na literatura. Dessa forma, embora os genes testados
neste estudo tenham sido calibrados com base em genes de referéncia estaveis para RNAm, a
busca por genes de referéncia mais estaveis e ideais as condigdes dos alvos estudados se faz

necessaria para refinar a calibragdo e a precisao dos resultados obtidos.

A participacdo de miR-7 na patogénese da DP ¢ caracterizada por sua funcao sobre
diversos mecanismos celulares, incluindo a regulagdo da a-sinucleina, neuroinflamagao, fung¢ao
mitocondrial, estresse oxidativo, apoptose, via glicolitica e expressao génica (96). Estudos in
vitro e in vivo revelaram niveis reduzidos de miR-7 em regides cerebrais relacionadas a
neuropatologia, notadamente na substancia negra, ¢ essa deple¢ao estd correlacionada ao
aumento da expressdo de a-sinucleina, perda de neurdnios dopaminérgicos e deplecdo de
dopamina estriatal (44,45,97). Tais achados sdo complementados por evidéncias de
neuroprote¢do, nas quais o aumento da expressdo de miR-7, assim como de miR-153,
demonstrou capacidade de proteger de forma significativa neurdnios primarios da morte

celular, bem como evidenciado em modelos in vitro de DP induzida por MPP+ (97-99).
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Estudos demonstram que os circRNAs estdo significativamente enriquecidos no
sistema nervoso e tendem a se acumular com a idade, o que ¢ atribuido a alta importancia do
splicing alternativo e a expressao da maioria dos genes produtores desses RNAs no cérebro
(62,100-103). CDR1as atua como uma esponja de miR-7 no tecido cerebral, devido a sua alta
expressdo, estabilidade, circularidade e aos multiplos sitios de ligagdo conservados (61).
Embora o sequestro do miR-7 seja sua fung¢ao principal, achados sugerem que CDR1as possui
fungdes adicionais, podendo atuar como scaffold para proteinas ou regular outros RNAm,
modulando, assim, a concentracao local de diversos fatores moleculares (61). No presente
estudo, a analise de expressdo génica de CDR1as revelou um aumento significativo de 104%
(2,04-fold) nas células SH-SY5Y expostas a | mM de MPP+ por 24 horas em relagdo ao grupo
controle, enquanto miR-7 e miR-671 revelaram uma diminui¢ao de expressao de 38,7% (0,613-
fold) e 56,1% (0,439-fold), respectivamente, corroborando sua relevincia patologica com
achados ja descritos. O microRNA miR-671 € capaz de induzir a clivagem de CDR1as, processo
dependente da enzima Ago2. A consequente redu¢do do CDRlas provoca uma diminui¢ao

correlata nos niveis do RNAm-alvo de CDR1as (75).

Quanto aos alvos, Kleaveland et al. (2018) descreveu, pela primeira vez, uma rede
regulatdria pods-transcricional, estabelecida pela interagdo entre quatro RNAs nao codificantes:
0 IncRNA Cyrano, o circRNA CDR1as e os microRNAs miR-7 ¢ miR-671 (58). Utilizando
camundongos geneticamente modificados, os autores demonstraram que Cyrano atua como um
regulador chave de miR-7, promovendo sua degradagdo por meio de um sitio de ligacao
altamente complementar. Ao diminuir os niveis de miR-7, Cyrano alivia a repressao sobre seus
mRNAs-alvo e permite o acumulo de CDR1as em neurdnios. Em contrapartida, a auséncia de
Cyrano resulta em um excesso de miR-7, o que leva a desestabilizagdo e degradacdo de
CDR1as, um processo que ¢ potencializado pelo aumento do processamento de CDRlas
mediado pelo segundo microRNA da rede, miR-671. Esses achados se alinham com as
observagoes funcionais de Piwecka et al. (2017), destacando que CDR1as ¢ um dos transcritos
mais alvejados por microRNAs no cérebro, associado a modulagdo sensdério-motora e a
transmissdo sinaptica (56). A concordancia entre os estudos, sugere que Cyrano, CDR1as e
miR-671 sdo moléculas importantes no equilibrio dindmico, na concentra¢do e na
biodisponibilidade de miR-7 para as fungdes neuronais. Contudo, a divergéncia metodolédgica
do nosso modelo experimental de MPP+ em relagdo ao estudo de Piweka pode explicar a
auséncia de mudanga significativa na viabilidade celular com a suplementacdo de miR-7 e miR-

671. Devido as limitagdes inerentes ao modelo empregado, investigagdes futuras utilizando
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modelos de superexpressdo de a-sinucleina, como vetores virais ou fibrilas pré-formadas,

poderao elucidar de forma mais precisa esses papéis.

Entre as limitagdes do presente estudo estdo a auséncia de diferenciacdo celular.
Embora seja uma abordagem metodologica para aproximar as células SH-SYS5Y de
neuroblastoma de um fenotipo de neuroénio dopaminérgico, esse procedimento pode introduzir
vieses, como a altera¢do do padrdo de expressdao de ncRNAs ou a indugdo de protegdo celular
artificial. Assim, optou-se por manter a condi¢ao celular original da linhagem SH-SY5Y em
vez de diferencid-la. Além disso, as limita¢des centrais do estudo decorrem da propria natureza
da linhagem SH-SYS5Y. Por ser derivada de um neuroblastoma, a célula apresenta aberracdes
oncogénicas que limitam as conclusdes do nosso estudo. Ademais, o modelo nao representa
disfungdes sinapticas nem processos complexos da neuropatologia do Parkinson, como a

neuroinflamag¢ao e a formacgao dos corpos de Lewy.

Os principais achados mostram que o circRNA CDRlas apresentou aumento
significativo de 2,04 vezes, enquanto miR-7 e miR-671 tiveram suas expressoes reduzidas em
0,613 € 0,439, respectivamente. Contudo, dados preliminares utilizando imitadores de miR-7 e
miR-671 ndo demonstraram efeito neuroprotetor, o que limita a comprovagdo de um papel
funcional dessas moléculas no modelo de MPP+. Por fim, o presente estudo confirmou que a
preparagao experimental com MPP+ a ImM em células SH-SYSY estd adequada como modelo
para estudo de injaria de células dopaminérgicas, uma vez que foi capaz de induzir estresse

oxidativo e morte celular em niveis comparaveis aos da literatura.

6 CONCLUSAO

A perda de viabilidade de células dopaminérgicas SH-SYS5Y, com aumento de estresse
oxidativo e fragmentacdo nuclear indicativa de apoptose ¢ acompanhada de mudancas no
padrdo de expressdo génica dos RNAs ndo-codantes CDR1as, miR-7 e miR-671. Por se tratar
de moléculas com papel biologico relevante e que formam uma rede regulatoria, esses achados
sugerem seu envolvimento na morte de neur6nios dopaminérgicos e, assim, novos estudos
funcionais em modelos in vivo sdo relevantes para aprofundar o conhecimento sobre a

neurobiologia da doenc¢a de Parkinson.
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7 CONTRIBUICOES E PERSPECTIVAS

A principal contribui¢do deste trabalho esta em mostrar, pela primeira vez, que a rede
regulatéria de miR-7 se altera no modelo in vitro de neurodegeneragao dopaminérgica induzida
por MPP+. Embora nosso ensaio piloto de suplementacao destes microRNAs nao tenha
conferido prote¢do celular, novos ensaios com sistemas de expressdo mais robustos e doses de
estruturas sintéticas sdo relevantes no mesmo modelo in vitro de DP. Uma perspectiva
importante para a continuidade da pesquisa sera testar o papel destes ncRNAs em modelos in
vivo e, portanto, mais robustos de Parkinson, incluindo aqueles com superexpressao de a
sinucleina por meio de vetor viral e os derivados de fibrilas pré-formadas, a fim de elucidar o
papel funcional desta rede regulatéria em um contexto patoldgico mais representativo da
doenca. Por fim, a aplicabilidade clinica de utilizar-se estes ncRNAs como biomarcadores deve

ser buscada mediante analise da expressao génica em amostras biologicas de pacientes com DP.
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