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Resumo

O stresse oxidativo é considerado um dos fatores chave no desencadeamento e progressdo de
diversas doencas neurodegenerativas. Uma vez que a perda progressiva de neuronios
dopaminérgicos na substdncia nigra pars compacta constitui a principal caracteristica da
doenca de Parkinson e que esta populacdo neuronal esta sujeita a elevados niveis de stresse

oxidativo, sugere-se que este possa estar na base da grande vulnerabilidade destes neuronios.

A DJ-1 é uma pequena proteina com papel neuroprotetor em situacdes de stresse oxidativo e
que tem sido associada a DP esporadica. Apesar das mdultiplas funcdes atribuidas a esta
proteina, o seu papel neuroprotetor possui grande relevancia nesta patologia, uma vez que
ela funciona como um sensor de stresse oxidativo. A DJ-1 é expressa quer por neurdnios, quer
por astrocitos, localizando-se no citoplasma, nlcleo celular, mitocondria e também

extracelularmente. A sua libertacao para o meio parece ser facilitada por oxidacao.

Este trabalho pretendeu avaliar o papel protetor da DJ-1 extracelular usando como modelo
experimental culturas primarias de neurdnios do mesencéfalo ventral e co-culturas de
neuronios e astrocitos. A lesdo neuronal foi induzida por exposicdo ao estimulo oxidante,
H,0,, numa concentracdo a qual apenas os neuronios dopaminérgicos foram lesados. Ao
contrario do esperado a lesao dopaminérgica ndo foi afetada pela presenca de astrdcitos.
Estudos de imunodeplecao da DJ-1 presente no meio mostraram que esta promove a protecao
dopaminérgica quer em condicées controlo quer apds exposicao a lesdo oxidativa. Por
quantificacdo da DJ-1 presente no meio mostramos que esta é secretada e que a exposicao a
H,0, estimula a sua libertagcao. Com recurso ao uso de DJ-1 conjugada ao fluoroforo Alexa 488
confirmamos a capacidade dos neurdnios em captar a proteina extracelular. No entanto,
apenas uma pequena percentagem dos neurdnios apresentaram incorporacado significativa e
curiosamente nenhum dos neuronios dopaminérgicos presentes incorporou a proteina
marcada, pelo que nao é clara a relevancia desta recaptura para a protecao neuronal

observada.

Em conjunto os resultados obtidos mostraram que neurdnios e astrocitos mesencefalicos tém
a capacidade de libertar DJ-1, quer em condicdes basais quer em condicdes oxidantes, e que
a proteina secretada para o meio é relevante para a sobrevivéncia dopaminérgica.
Verificamos ainda que a DJ-1 extracelular pode ser recaptada por neurdnios, o que sugere

uma acao paracrina desta proteina.
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Abstract

Oxidative stress is considered one of the key factors in triggering and in the progression of
several neurodegenerative diseases. Since the progressive loss of dopaminergic neurons in the
substantia nigra pars compacta is the main characteristic of Parkinson's disease and that this
neuronal population is subject to high levels of oxidative stress, it is suggested that this can

be a cause of the great vulnerability of these neurons.

The DJ-1 is a small protein with a neuroprotective role in oxidative stress situations and has
been linked to sporadic PD. In spite of the multiple tasks assigned to this protein, its
neuroprotective role is very important in this pathology, since it functions as a sensor of
oxidative stress. DJ-1 is expressed by brain cells and astrocytes, it is located in the
cytoplasm, in the cell nuclei, in the mitochondria and also extracellularly. Its release to the

medium seems to be facilitated by oxidation.

This present study aimed at evaluating the protective role of the extracellular DJ-1 using as
experimental model primary neuron cultures of ventral midbrain and co-cultures of neurons
and astrocytes. The neuronal lesion was induced by exposure to the oxidant stimulus H,0, in a
concentration at which only the dopaminergic neurons were harmed. Unlike what was
expected, the extension of the dopaminergic lesion was not affected by the presence of
astrocytes. Studies in which DJ-1 was immunodepleted from the extracellular milieu showed
that it promotes dopaminergic protection, either in basal conditions or after exposure to an
oxidative lesion. Quantifying the extracellular DJ-1 present in the medium showed that DJ-1
is released and that the addition of H,0, stimulates its secretion. By using the DJ-1
conjugated to fluorophore Alexa 488, the ability of neurons to capture the extracellular
protein was confirmed. However, only a small percentage of neurons showed a significant
incorporation, and, curiously, none of the dopaminergic neurons present in the preparations
incorporated the marked protein, thus, it is not clear the relevance of this uptake for the

neuronal protection observed.

Taken together the results obtained showed that midbrain neurons and astrocytes have the
capacity to release DJ-1, both in basal and oxidizing conditions, and that the protein secreted
into the medium is relevant for the dopaminergic survival. It was also verified that the
extracellular DJ-1 can be recaptured by neurons, suggesting a paracrine action of this
protein.
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Capitulo 1

Introducao

1. Etiologia e Patologia da Doenca de Parkinson

O aumento da longevidade em associacdo com a queda da natalidade abrem portas ao
fendmeno global de envelhecimento da populacdo, ao qual se associa a deterioracao do
estado de salde e por acréscimo a vulnerabilidade ao aparecimento de determinadas doencas
neurodegenerativas, onde o envelhecimento é fator-chave. O stresse oxidativo parece
estabelecer um elo de ligacdao entre o envelhecimento e doencas neurodegenerativas.
Existem evidéncias de que o aumento do stresse oxidativo em associacdo com apoptose estao
no centro da patogénese de distintas doencas neurodegenerativas relacionadas com a idade
(1). De entre as teorias que tentam explicar o processo de envelhecimento a mais aceite
sugere que alteracdes associadas a este resultam da acumulacdo de efeitos das espécies
reativas de oxigénio (ERO) ao longo da vida (2,3).

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum,
enquadrando-se neste grupo de doencas cujo principal fator de risco € a idade (4,5). Foi
descrita inicialmente pelo neurologista inglés James Parkinson em 1817 na sua monografia
intitulada “An Essay on Shaking Palsy” (6) mas so6 reconhecida décadas mais tarde quando
Jean Martin Charcot a denominou como atualmente é conhecida (7).

Esta doenca caracteriza-se pela perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos (ND) na
substdncia nigra pars compacta (SNpc), assim como por presenca de inclusdes eosinofilicas em
consequéncia de acumulacdo anormal da proteina a-sinucleina, designadas corpos de Lewy
(8). A perda de ND associa-se a perda seletiva de dopamina (DA) no estriado, causando
desregulacao dos circuitos dos nlcleos da base que conduzem ao aparecimento de tremor em
repouso, rigidez muscular, bradicinesia e instabilidade postural, sinais cardinais desta doenca
(9), e que normalmente surgem de forma assimétrica (10). No entanto sintomas nao motores
podem antecipar os motores, nomeadamente alteracdes do sono REM e depressao as quais
constituem uma importante causa de incapacidade funcional (11).

Em termos epidemioldgicos, como referido anteriormente a idade é o maior fator de risco
(12), atingindo 1-2% da populacao com mais de 60 anos e 3-4% da populacdao com mais de 80
anos (7). O género também parece influenciar, sendo varios os estudos que demonstram
existir maior incidéncia nos individuos do sexo masculino. Neste contexto os estrogénios tém
sido apontados por possuir possiveis efeitos neuroprotetores, no entanto este ainda é um

ponto controverso (13). Fatores ambientais estdo igualmente associados, hipotese que se



intensificou apos identificacao de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), subproduto
da sintese de heroina, que causa degeneracdo seletiva dos neuronios dopaminérgicos,
principalmente os da via nigroestriatal, por inibicdo do complexo | da mitocéndria (14). De
facto a exposicao a poluentes toxicos, como pesticidas e metais tem sido sugerida como causa
de neurotoxicidade dopaminérgica. Fungicidas e inseticidas, entre eles a rotenona, um
inibidor do complexo | da cadeia respiratoria, tém sido associados a DP (15). Para além dos
fatores ambientais também fatores genéticos parecem contribuir para a predisposicdao para a
doenca, no entanto os primeiros parecem mais ligados a DP de inicio tardio e os segundos a
DP de inicio precoce (16). A identificacdo de distintas formas hereditarias monogénicas da
doenca despertou o interesse dos estudos genéticos na DP (8). Embora somente 5-10% dos
pacientes tenham mutacdo num dos genes ja identificados como causadores de formas
autossomicas dominantes ou recessivas, ha evidéncias de que estes mesmos genes possam
desempenhar forte papel tanto na forma esporadica da doenca quando associados a fatores
ambientais (7,8,11).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Metil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fenil
https://pt.wikipedia.org/wiki/Piridina

2. Stresse Oxidativo

Como referido anteriormente o stresse oxidativo tem sido associado a varias doencas
neurodegenerativas, incluindo a DP, devido a sua capacidade de alterar a funcao e estrutura
de lipidos celulares, proteinas e acidos nucleicos, provocando dano oxidativo nestas
biomoléculas (1,17,18). Espécies reativas de oxigénio, assim como espécies reativas de azoto
(ERA), sdo produtos do metabolismo celular e podem ter efeitos quer benéficos quer
prejudicais consoante a situacdo (19). As ERO e ERA sdo benéficas quando em concentracoes
baixas a moderadas, tendo ai funcao sobre inimeros sistemas de sinalizacdo, na defesa contra
agentes infeciosos e na inducdo de resposta mitogénica (2). No entanto quando produzidas em
excesso ocorre desequilibrio entre defesas antioxidantes e agentes oxidantes que resulta no
stresse oxidativo (1,2). Sabe-se que grande percentagem das ERO celulares sao produzidas na
mitocondria, ao nivel da cadeia transportadora de eletrdes ou cadeia respiratoria (23).
Durante este processo de transporte de eletroes através da cadeia respiratoria ha eletroes
que reagem com o oxigénio, o que leva a formacdo das chamadas ERO, assim sendo cerca de

1-3% das moléculas de oxigénio sao transformadas em espécies reativas (20,22,23) (Fig. 1).

NADPH oxidase OH-
lipoxigenase
cicloxigenase Reagdo de Fenton,
. Reacédo de Haber-Weiss
citocromo P450 \ (Cu, Fe)
xantina oxidase
Catalase
Oz = * 0. » H202 » H20

. . . Superoéxido dismutase
hipoxantina xantina (SOD) K Glutationa redutase }
xantina 4cido arico :. '
'
; :
i H
' GSH '
: reductase '
NADH citocromo : GSH GSSG E
H+ ' H
desidrogenase 4 : NADP* NADPH '
! FoF1ATPase “ )

Ry . .

NADH Ubiquinona

NAD*

Figura 1. Reducdo do oxigénio a agua, com producdo de espécies reativas de oxigénio. O O; é
reduzido na cadeia transportadora de eletrdes presente na membrana interna da mitocondria e é
convertido pela xantina oxidase em radical superdxido (0;*"), podendo este também ser produzido pela
citocromo P450, cicloxigenase, lipoxigenase e NADPH oxidase. Seguidamente ocorre conversao em
peroxido de hidrogénio (H;02), pela superdxido dismutase (SOD). Grande parte do H;0; é transformado
em agua (H;0) pela glutationa peroxidase e catalase, no entanto parte do H;0, da origem também ao
radical hidroxilo (HO*) pela reacao de Fenton ou de Haber-Weiss. Adaptado de Valko et al 2004 e
Kamata et al 1999 (20,21).



A ERO que se encontra em maiores quantidades e possui um tempo de semivida mais elevado
€ o H,0,. Sabendo que esta espécie reativa pode originar HO*, em conjunto com o facto de o
H,0, possuir capacidade de atravessar membranas celulares, faz com que este, apesar de ser
considerado uma ERO de baixa reatividade, seja considerado um importante mediador do

stresse oxidativo (24).

2.1. Principais fontes de stresse oxidativo produzidas pelos ND da SNpc

2.1.1. Metabolismo da Dopamina

Uma das causas de stresse oxidativo na SNpc, prende-se com o metabolismo da dopamina
(DA). A sintese de DA ocorre por hidroxilacdo do aminoacido tirosina em 3,4-dihidroxi-L-
fenilalanina (L-DOPA) que requer oxigénio e Fe* e é catalisada pela enzima tirosina
hidroxilase (TH), seguida de descarboxilacao de L-DOPA em DA, por acao da enzima
descarboxilase dos aminoacidos L aromaticos, existindo libertacdo de dioxido de carbono
(CO,) (25). Em condicdes normais a dopamina € captada para as vesiculas secretoras por acao
do transportador vesicular de monoaminas do tipo 2 (VMAT-2) onde o lumen acidico das
vesiculas protege a dopamina da auto-oxidacao. Alteracoes no transporte da dopamina levam
a sua acumulacao no citoplasma onde o pH mais elevado propicia a sua oxidacdo que produz
ERO. O acimulo de dopamina desencadeia também a sintese de neuromelanina, um pigmento
produzido a partir da oxidacao desta amina e que pode constituir uma forma de reducédo da
toxicidade da dopamina. No entanto, a neuromelanina também acumula ferro e perante
elevadas concentracdes deste metal, este pigmento torna-se indutor de toxicidade (25-30). A
dopamina é também oxidada por accao enzimatica. A metabolizacdo da dopamina pela
monoamina oxidase B (MAO-B) leva a producao de acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e
acido homovanilico (HVA), assim como de 0,, H,0, e dopamina quinonas (1) (Fig. 2). A
producao de H,0,, pela reacdo de Fenton na presenca de elevados niveis de ferro, ira

conduzir a producao de *OH, que como ja mencionado é altamente reativo (27).

Os ND encontram-se especialmente sujeitos ao stresse oxidativo, pois para além de
armazenarem uma molécula propicia a oxidacdo com geracdo de ERO possuem também
grande quantidade de ferro e baixos niveis de componentes antioxidantes como a glutationa
reduzida (GSH) (4,30).
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Figura 2. Esquema ilustrativo da degradacdo da dopamina. Degradacao da dopamina que se encontra
no citosol com recurso a enzima monoamina oxidase (MAO), ocorrendo producdo de acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), acido homovanilico (HVA) e libertacao de H,0,. Transportador vesicular
de monoamina 2 (VMAT-2); catecol-O-metiltransferase (COMT); S-adenosilmetionina (SAM). Adaptado de

Mufioz et al 2012 (31).



2.1.2. Disfuncao Mitocondrial

Uma vez que as mitocondrias sao um dos locais de maior producdo de ERO, também acabam
por ser um dos primeiros alvos da acdo destes. Como ja referido anteriormente a cadeia
respiratoria encontra-se na membrana mitocondrial interna, logo existe grande proximidade
entre o local de producao de ERO e a membrana da mitocondria onde estdo presentes lipidos
em grande quantidade, existindo por isso maior probabilidade de peroxidacdo do lipido
cardiolipina, que é afetado pelo stresse oxidativo, resultando na libertacao de citocromo ¢
para o citosol e no desencadear do processo de apoptose (32-34). Por outro lado a
peroxidacao lipidica, desencadeia a formacao de produtos de oxidacdao acessorios, uma vez
que os lipidos reativos formados vao reagir com proteinas. As proteinas que formam os
complexos da cadeia respiratoria ou mesmo na ATP sintase podem ser alvo destes produtos de

peroxidacao, comprometendo em consequéncia a sintese de ATP (18).

Também a a-sinucleina parece estar relacionada com o stresse oxidativo, uma vez que a
oxidacao desta a torna mais propensa a agregacao. Por outro lado, concentracdes elevadas de

a-sinucleina podem também ser indutoras de stresse oxidativo (35).

O ADN mitocondrial (ADNmt) também é um dos primeiros alvos do stresse oxidativo, por falta
de associacao com histonas e pela proximidade com o local de producao de ERO (33). Por
conseguinte a acumulacao de danos acaba por conduzir a disfuncdo mitocondrial e
posteriormente a morte celular (20). Os neurdnios dopaminérgicos da SNpc sado
particularmente sensiveis as mutacdes no ADN mitocondrial, facto comprovado por ocorréncia
de morte neuronal dopaminérgica uma vez atingido um limite critico de mutacao de 60% em
moléculas de ADNmt (29). O complexo | da cadeia respiratoria parece ser especialmente
sensivel aos danos provocados no ADNmt, uma vez que sete das suas subunidades sao
codificadas por este. Os dados existentes sugerem que a atividade do complexo | se apresenta

reduzida no SNC de individuos com DP, em resultado da lesdo oxidativa (30).

Sabendo que o sistema nervoso central (SNC) contém grande numero de mitocondrias
altamente ativas, necessitando de cerca de 20% do suprimento energético do organismo, e
que possui baixa capacidade de regeneracdo celular, é facil compreender a sua enorme

vulnerabilidade ao stresse oxidativo (1,17).



2.1.3. Neuroinflamacao

A microglia, principais células imunitarias no sistema nervoso central, parece participar de
modo significativo na degeneracdo dopaminérgica, através de neuroinflamacdo cronica. A
ativacao microglial acontece como mecanismo de autodefesa perante lesao ou agressao
toxica, removendo detritos celulares e agentes patogénicos, por libertacdo de mediadores
pro-inflamatorios e libertacdo de fatores troficos, responsaveis pela manutencdo da
viabilidade neuronal (1,15,36). A sua capacidade neuroprotetora também é visivel pela
presenca de niveis elevados de glutationa e glutationa peroxidase, que protegem dos niveis
elevados de H,0, (36). No entanto a excessiva ativacdo destas células conduz a processos
neuroinflamatorios cronicos em que ha libertacdo excessiva de espécies reativas,
nomeadamente oxido nitrico (NO) e O, que contribuem para o stresse oxidativo e acabam por
conduzir a neurodegeneracao. Uma vez que o mesencéfalo contém 4,5 vezes mais microglia
que qualquer outra regiao e sabendo da sensibilidade dos ND ao estresse oxidativo
compreende-se a sua maior vulnerabilidade na SNpc (15,37). No entanto também pode
ocorrer aumento da suscetibilidade destes neurodnios por diminuicdo da capacidade
antioxidante endogena (38). Um ciclo vicioso é desencadeado, iniciando-se com ativacao da
microglia, consequente neurodegeneracao e posterior ativacao microglial, agravando a lesao
neuronal, uma vez que os neuronios danificados libertam moléculas inflamatdrias,
nomeadamente neuromelanina, a-sinucleina e uma forma ativa de mataloproteinase-3 (MMP-
3), que conduzem a microgliose reativa (15,36). A continuacao deste ciclo ira levar mais tarde
a degeneracao massiva da via nigroestriatal (15). Pode entao sugerir-se que a
neuroinflamacao e suas consequéncias, nomeadamente o stresse oxidativo sdo criticos na

patogénese da DP (36).

Apesar dos dados que apoiam a contribuicado de diversos fatores para a vulnerabilidade dos ND
da SNpc, nenhum dos fatores isolados explica de modo satisfatorio a grande suscetibilidade
destas células, a qual podera resultar da combinacdo dos varios fatores mencionados em

conjunto com outros fatores ainda desconhecidos (30).

2.2, Sistema Antioxidante

Os antioxidantes, endogenos e exdgenos, sao responsaveis pela inibicao de formacao de ERO,
eliminacao das mesmas, ligacdo a ides metalicos necessarios a catalise de formacédo de
espécies reativas e aumento da regulacao de defesas antioxidantes endogenas (26), estando
envolvidos quer na prevencao, quer na reparacao de danos causados pelos agentes oxidantes
(1). Os antioxidantes possuem importante funcdo tanto em processos fisiologicos normais,

nomeadamente no envelhecimento, como na prevencao de doencas crdénicas degenerativas



por controlo de espécies oxidantes (3). No entanto, a sua capacidade protetora depende do
tipo, do local de producao e da severidade das ERO (26). O sistema antioxidante pode ser
classificado em enzimatico e ndo enzimatico. Catalase e glutationa peroxidase, principais
responsaveis pela remocdo do H,0,, além do superdxido dismutase (SOD) e aldeido
desidrogenase assim como algumas enzimas de suporte, constituem os antioxidantes
enzimaticos (4,39). Ja o sistema ndo enzimatico é composto por antioxidantes de acdo
indireta, como é o caso de agentes quelantes, e antioxidantes de acdo direta nos quais se
incluem acido ascorbico (vitamina C), lipdico, retindico (vitamina A) e Urico, tocoferdis
(vitamina E), carotendides e polifenois derivados da dieta, com grande importancia na defesa
contra o stresse oxidativo (26,39). A vitamina E, pelo facto de ser lipossolivel tem a
capacidade de prevenir eficazmente a peroxidacao lipidica provocada pelo excesso de ERO
(39). Este sistema ao contrario do enzimatico é constituido por grande quantidade de
compostos com fontes quer endogenas quer exdgenas, apesar de apenas pequeno nimero ser
sintetizado pela propria célula, nomeadamente a glutationa e o nicotinamida-adenina-
dinucledtido-fosfato reduzida (NADPH) (26). A marcada diminuicao de glutationa detetada em
doentes de Parkinson, € uma das primeiras alteracdes registada, tendo ja sido demonstrado
que essa diminuicdo em neurdnios dopaminérgicos € consequéncia de reducao da atividade do

complexo | mitocondrial (2).

2. Proteina DJ-1

0 gene da DJ-1 foi inicialmente identificado como um novo produto oncogénico e mais tarde
reconhecido como gene mutante localizado no cromossoma 1p36.23, no locus PARK7. Este
gene codifica a forma monomérica da proteina constituida por 189 aminoacidos e com
~20kDa. A DJ-1 tem uma estrutura flavodoxin fold, formado por 6 folhas-8 paralelas centrais
rodeadas por duas camadas de a-hélices (Fig. 3). In vitro, forma homodimeros. Esta proteina
pertence a superfamilia de proteinas ThiJ/Pfpl/DJ-1 e é ubiquamente expressa e altamente
conservada em diversas espécies (40-47). A funcao da ThiJ esta relacionada com a biossintese
de tiamina e a Pfpl é uma protease intracelular, presente na maioria das bactérias e archaea
(48). Apesar das suas semelhancas estruturais, a DJ-1 diferencia-se por possuir uma triade
catalitica (glutamato 18, cisteina 106 e histidina 126) distorcida, quando comparada com as
proteases bacterianas que seria essencial na atividade proteolitica e pelo fato do seu local
ativo estar ocluido por uma hélice C-terminal, tendo ja sido demonstrada existéncia de

atividade proteolitica quando esta hélice é removida (46,49).



Figura 3. Estrutura monomérica e dimérica da DJ-1. (A) Ilustracdo representativa do monémero de DJ-
1, em que elementos da estrutura secundaria a azul dizem respeito a hélices-a e a verde a folhas-B. As
setas indicam as posi¢ées do C-terminal (C) e N-terminal (N). (B) Ilustracdo representativa do dimero de
DJ-1, em que é possivel observar a verde um dos monémeros e a azul o outro. Adaptado de Honbou et al
2003 (50).

2.1. Funcao Neuroprotetora

Esta € uma proteina que possui multiplas funcdes (50,51), como modulador antioxidante
sensivel ao stresse oxidativo (52), como regulador de vias de mecanismos anti-apoptoticos,

como regulador transcricional (53) ou na homeostase mitocondrial (46).

A resposta antioxidante esta associada a oxidacao de DJ-1, mais especificamente no residuo
de cisteina 106. No entanto, a oxidacao excessiva pode conduzir a perda da funcao da DJ-1
(54).

No processo de oxidacdo ha mudanca do ponto isoelétrico (pl) da DJ-1 de 6,2 para 5,8,
tornando-se assim mais acidica (visto que a DJ-1 possui varias isoformas com diferentes
pontos isoelétricos) o que sugere adsorcdo das ERO (28,44,50,52). A DJ-1 contém trés residuos
de cisteina, C46, C56 e C106, sendo que o residuo C106 se destaca por ser particularmente
sensivel a oxidacdo, havendo dados que sugerem ser este o residuo chave na ativacao
oxidativa da proteina (46,49,55). De facto a mutacdo da DJ-1 na C106 resulta em perda de

funcdo da proteina (55). A oxidacdo do grupo sulfidrilo desta cisteina da origem a acido



sulfénico (C-SOH), posteriormente ao acido sulfinico (C-SO,H), a partir do qual a oxidacao se
torna irreversivel, e por fim ao acido sulfonico (C-SO;H), que se pensa corresponder a forma
inativa da proteina (55,56). O acido sulfinico (C-SO,H) é considerado o responsavel pelas
mudancas de pl das proteinas responsivas a H,0,. Por outro lado a mutacao de cisteina 53
para alanina anula a variacao de pl, confirmando que esta é responsavel pelo dano oxidativo.
Outra modificacdo a que a DJ-1 é sujeita em condicdes oxidantes é a sumolacdo da lisina 130
(K130) necessaria para a sua atividade, que parece ocorrer em excesso em algumas formas
mutadas da DJ-1. O aumento das ERO altera ainda a cisteina 46 e cisteina 53 (Fig. 4),
alterando a dimerizacdo da DJ-1 e logo a funcao da proteina. A oxidacdo da cisteina 53 a em
C-SO,H destabiliza tanto o dimero, como a hélice presente na regidao C-terminal da DJ-1.
Como referido anteriormente esta oxidacao ativa a atividade proteolitica (50,55).

Os dados disponiveis mostram que a DJ-1 funciona como um sensor do stresse oxidativo e

ganhar atividade proteolitica que auxilia a digestdo das proteinas danificadas por este (50).
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Figura 4. Oxidacdo das cisteinas e consequente ativacdo proteolitica de DJ-1. Na imagem
esquematica é possivel observar os trés residuos de cisteina localizados nos aminoacidos nimero 46, 53
e 106, representadas por C46, C53 e C106. E verificada oxidacdo sequencial do residuo C106, até C-
SOsH, correspondendo a forma inativa da proteina e S-nitrosilacdo em conjunto com oxidacdo nos
residuos C46 e C53, assim como sumoilacdo em K130. Adaptado de Ariga et al 2013 (55).

Parece existir correlacdo entre a localizacao celular de DJ-1 e a sua funcao protetora. A
translocacdo da DJ-1 para a mitocondria parece ser facilitada oxidacdo da cisteina 106 (57).
Também a translocacao para o nlcleo esta relacionada com o stresse oxidativo, comprovado

pelo seu aumento no nuicleo na presenca de diversos fatores de stresse oxidativo (58). A nivel
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temporal a translocacdao da DJ-1 para a mitocondria parece acontecer em primeiro lugar,
sendo a principal responsavel pela protecdo contra o stresse oxidativo numa fase inicial e

posteriormente ocorrer translocacao para o nicleo (57).

2.1.1. ADJ-1 na homeostasia mitocondrial

Sabendo que a disfuncdo mitocondrial € uma fonte de stresse oxidativo nos ND da SN e visto
que estes se tornam extremamente sensiveis a esta disfuncao (59), qualquer funcao exercida
pela DJ-1 que impeca a ocorréncia deste acontecimento é relevante para a sobrevivéncia
dopaminérgica.

Como referido anteriormente, o complexo | da cadeia respiratoria é especialmente sensivel
aos danos provocados no ADNmt. Por sua vez, danos neste complexo fazem com que eletroes
sejam libertados da cadeia respiratoria conduzindo a formacao de ERO. Existindo dados de
mostram que os DP possuem mitocondrias com atividade do complexo | reduzida (30). A DJ-1
mitocondrail parece no entanto ajudar a regular a atividade deste complexo (60).

A DJ-1 encontra-se distribuida entre o nlcleo e citoplasma, mas predominando neste ultimo.
No entanto, perante estimulo oxidativo ocorre translocacdo para a mitocondria, sendo para
isso necessario ocorrer oxidacdo da C106 e presenca de uma sequéncia de direcionamento
mitocondrial. Logo mutacdes no gene da DJ-1, também vao interferir com a redistribuicao
especifica da proteina. Uma vez que a mitocondria esta na origem da producao de grandes
quantidades de ERO, a translocacao preferencial da proteina pode ter como funcao reduzir a

producao de espécies reativas ou atuar na prevencao da lesdao mitocondrial (44,57,61).

2.1.2. A DJ-1 naregulacao da transcricao

Existem evidéncias de que a DJ-1 exerce efeitos contra o stresse oxidativo por ligacao a varios
fatores transcricionais, incluindo o recetor androgénico, a p53, o fator de polipirimidina de
ligacdo ao trato associado a proteina de splicing (PSF) e a keap1, modulando a expressdao
génica (58,62).

A DJ-1 é considerada indispensavel na estabilizacdo de um regulador chave da resposta ao
estresse oxidativo, denominado Nrf2 (fator relacionado com o fator nuclear eritroide 2). Em
condicoes basais, no citoplasma ocorre ligacao entre este fator e a proteina inibidora keap1,
promovendo a degradacao de Nrf2, por outro lado perante condicdes oxidantes a DJ-1 atua
impedindo a associacdo entre estes dois elementos o que permite a libertacdo de Nrf2 que é

translocado para o nucleo (53). Ja no nlcleo Nrf2 em conjunto com pequenas proteinas Maf,
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ligam-se ao elemento de resposta antioxidante que é uma sequéncia chave para ativacao da
transcricao de genes que codificam enzimas antioxidantes e de destoxificacao (29,43).

A DJ-1 também atua como co-ativador transcricional interagindo com proteinas nucleares de
modo a proteger contra a apoptose (29). A DJ-1 parece ter funcdo especifica na protecao dos
neurdnios dopaminérgicos, contra a toxicidade induzida pela dopamina, visto que a
transcricao do gene TH humano, parece ser regulado positivamente pela DJ-1, por sequestro
de PSF, repressor transcricional. No entanto, a elevada oxidacao de DJ-1 induz a perda desta
atividade (Fig. 5) (55).

o
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4

Figura 5. Esquema ilustrativo de ativacdo do gene que codifica a enzima tirosina hidroxilase (TH),
com recurso a DJ-1. O gene TH, que codifica a enzima chave da sintese de dopamina, pode ser
regulado positivamente pela DJ-1, deste modo quando a DJ-1 nado esta presente, o PSF repressor
transcricional, liga-se a regiao promotora do gene TH, reprimindo a expressao deste. Ja pelo contrario
quando na presenca de DJ-1 esta vai ligar-se a PSF, impedindo a ligacdao do mesmo a regido promotora
do gene TH, ocorrendo aumento da expressao deste, por substituicao por um complexo co-ativador.
Adaptado de Ariga et al 2013 (55).

2.1.3. ADJ-1 em vias de mecanismos contra o estresse oxidativo

A DJ-1 possui também a capacidade de prevenir a morte e promover o crescimento celular

por ativacao de vias de sinalizacao contra o stresse oxidativo (55).

A enzima fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) provoca ativacdao da cascata de sinalizacao
intracelular de Akt e de sinais extra e intracelulares neuroprotetores apds estimulo oxidativo.
Akt é uma proteina cinase especifica de serina/treonina, que na forma ativa para além de
controlar o crescimento e proliferacao celular, sinaliza a sobrevivéncia protegendo as células
de fendmenos apoptoticos. A DJ-1 estimula a sobrevivéncia celular por inibicdo da atividade
de PTEN (proteina fosfatase homologa da tensina), potente inibidor desta via de sinalizacao.

Estudos vieram demonstrar que a exposicao a condicoes oxidantes ativa a Akt (55,63).
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Deste modo verifica-se que a DJ-1 exerce funcdo neuroprotetora através de diversos
mecanismos, sendo eficaz no combate ao stresse oxidativo, existindo ja varias evidéncias
deste seu papel a nivel intracelular. Contudo também se encontra descrita a sua presenca em
soro de pacientes com cancro da mama, melanoma, polineuropatia amiloidética familiar e
acidente vascular cerebral, assim como em tecidos e meio de varias culturas celulares,
indicando secrecao da mesma (51,55,64). No entanto ainda existem poucos dados

relativamente ao papel desta proteina a nivel extracelular.
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Capitulo 2

Objetivos

O presente estudo teve como objetivo geral analisar o papel neuroprotetor da DJ-1 em
culturas primarias do mesencéfalo ventral expostas a condicdoes oxidantes. Os objetivos

especificos foram:

1. Determinar a influéncia da presenca dos astrocitos na protecdo neuronal exercida
pela DJ-1;

2. Analisar a secrecao de DJ-1 por neurdnios e astrocitos em condicoes oxidantes;

3. Avaliar a capacidade de astrocitos e neurénios incorporarem a DJ-1 extracelular.
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Capitulo 3

Métodos

1. Animais

Todos os animais utilizados na preparacao das culturas celulares foram tratados de acordo
com os requisitos éticos de pesquisa animal e com a Convencao Europeia para a Protecao dos
Animais Vertebrados Utilizados para Fins Experimentais ou Outros Fins Cientificos (Diretiva
2010/63/EU).

2. Culturas Primarias de Mesencéfalo

2.1. Recolha dos Embrioes

Para este procedimento foram usadas fémeas Wistar com 15 ou 16 dias de gestacao. Apods
anestesia com isoflurano foi efetuado um corte na regiao abdominal, os embrides foram
removidos e a fémea sacrificada por deslocamento cervical. Os sacos uterinos recolhidos
foram colocados em tampao fosfato salino (PBS: 1400mM de NaCl, 81mM de Na2HPO, 27mM
de KCl e 15mM de KH2PO4, pH 7.4). JA& em camara de fluxo laminar foram removidas as

membranas amnioticas envolventes, permitindo a exposicao dos embrides.

2.2. Preparacao da Suspensao Celular

A regido correspondente ao mesencéfalo ventral foi dissecada com a ajuda de uma lupa e
colocada em PBS frio até finalizar desta etapa.

Em ambiente estéril o tecido resultante da disseccao foi colocado em PBS frio e dissociado
mecanicamente. Este passo foi efetuado por pipetagem sequencial e repetitiva, utilizando
duas pipetas (10 e 5ml), e uma micropeta (1000ul), até obter uma suspensao celular
homogénea. De seguida foi realizada uma centrifugacao de 3 min a 1500rpm (3K18C Bioblock

Scientific; Sigma Laboratory Centrifugues). Apods centrifugacdo o sedimento resultante foi
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ressuspenso em 10ml de Meio Neurobasal (MNB; Gibco, Paisley, Scotland, UK) suplementado
com 2% de B27 (cat. 17504-044; Invitrogen), 05mM de L-Glutamina (cat. G3126; Sigma-
Aldrich), 25uM acido L-Glutamico (cat. G8415; Sigma-Aldrich) e 120ug/ml de gentamicina
(cat. G1272; Sigma-Aldrich). A contagem das células viaveis foi efetuada numa camara de

Neubauer utilizando o teste de exclusao pelo azul de tripano (65).

2.3. Cultura de Neuroénios e Co-cultura de Neuroénios e Astrocitos

Apods contagem as células foram plaqueadas de acordo com o ensaio a que se destinavam. As
células a usar em ensaios de imunocitoquimica foram cultivadas a uma densidade de 0,4 x 10°
células/poco em placas de cultura de 24 pocos (BD Biosciences, San Jose, California, USA)
com lamelas de 13mm de diametro devidamente revestidas com 10 mg/ml de poli-D-lisina
(PDL; cat. P1024; Sigma-Aldrich). Para este revestimento a solucao de poli-D-lisina foi
mantida em contacto com as lamelas durante a noite a 37°C e no final deste periodo o
excesso de PDL foi removido e foram feitas trés lavagens com H,0 MQ. As células a usar em
ensaios de western blot foram cultivadas a uma densidade de 1,2 x 10° células/poco em
placas de 6 pocos também previamente revestidas com poli-D-lisina. Para obtencdo de co-
culturas de neurdnios e astrocitos foi adicionado ao meio de cultura 10% de FBS (Biochrom
AG) previamente inativado pelo calor. As culturas foram mantidas a 37°C, numa atmosfera
com 5% de CO, durante 5 dias. Ao terceiro dia em cultura o meio foi substituido por meio de
aminoacidos nao essenciais (MANE), constituido por Meio Minimo Essencial de Eagle (MEM;
Sigma, M0268) ao qual foi adicionado 2,2g/L de bicarbonato de sodio (cat. s/4240/60; Fisher,)
e suplementado com 1g/L de Glucose (cat. G/0500/60 Fisher Chemical), 0,29g/L de L-
Glutamina (cat. G3126; Sigma-Aldrich), 0,11g/L de Piruvato de Sodio (cat. P-2256; Sigma-
Aldrich) e 1% de aminoacidos ndo essenciais (cat. M7145, Sigma-Aldrich). Passo ja nao

efetuado no ensaio de DJ-1 aplicada exogenamente.

3. Imunodeplecéao de DJ-1

Para avaliar o efeito da imunodeplecao de DJ-1 na sobrevivéncia neuronal dopaminérgica em
culturas de neurdnios e co-cultura de neurodnios e astrocitos, na presenca e auséncia de
estimulo oxidativo, efetuou-se o seguinte procedimento.

Ao quinto dia de cultura, e 10 horas antes da adicao do estimulo com H,0,, o0 meio de cultura

foi substituido por meio sem FBS (600 ul/poco em placa de 24 pocos). Quatro horas depois
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foram adicionados os respetivos anticorpos anti DJ-1 (cat. sc-55572; Santa Cruz
Biotechnology) e anti Ig-M (cat. A0425; DakoCytomation) a uma concentracao de 0,5 pg/ml. O
anticorpo contra Ig-M foi adicionado como controlo, com objetivo de perceber se a adicao de
um qualquer anticorpo que nao interage com as células em uso por isso so interfere com a
viabilidade dopaminérgica da cultura celular, tanto numa situacdo controlo como apods
exposicao a H,0,. Seis horas mais tarde foi efetuada estimulacao com 25uM de H,0, (cat. H-
1009; Sigma-Aldrich). Apds 24h foi removido o meio, foi feita uma lavagem e as células foram
fixadas com paraformaldeido 4% (PFA) durante 10 min. As lamelas foram mantidas a 4°C em
PBS até inicio da técnica de imunocitoquimica. O procedimento experimental efetuado

encontra-se esquematizado na figura 6.
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Figura 6. Representacdo esquematica do procedimento usado nos ensaios de imunodeplecado de DJ-
1 e estimulacéo celular com H;0,. Procedimento experimental efetuado em culturas de neuronios e co-
cultura de neurdnios e astrocitos de modo a avaliar o efeito da imunodeplecao de DJ-1 na sobrevivéncia
dopaminérgica na presenca e auséncia de estimulo oxidativo.

4. Andlise da DJ-1 secretada para o meio

A fim de esclarecer se a exposicdo a um estimulo oxidativo em culturas de neuronios e co-
cultura de neuronios e astrocitos influencia a secrecdo de DJ-1 para o meio de cultura,

realizou-se o ensaio descrito na seccao seguinte.

4.1. Preparacao das Amostras

Ao quinto dia de cultura e apods efetuadas 5 lavagens com PBS a 37°C o meio foi substituido
por meio sem FBS (2000ul/poco em placa de 6 pocos) (51). Cerca de 8h depois as células
foram expostas a H,0, 25uM sendo entao incubadas por mais 24h com este agente a 37°C em
atmosfera com 5% de CO,. O periodo temporal de cada procedimento encontra-se

esquematizado na figura 7.
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Figura 7. Representacdo esquematica do procedimento experimental usado na estimulacdo celular
para analise da secrecdo de DJ-1. Procedimento efetuado em culturas neuronios e co-culturas de
neurdnios e astrdcitos expostas a H,0;, com objetivo de avaliar a secrecao de DJ-1 para o meio de
cultura perante condicdes basais e apos estimulacéo.

No fim do respetivo periodo de estimulacdao foi feita recolha dos meios e posterior
centrifugacdo durante 3 min, 3000g, a 4°C (Beckman Coulter 1y Allegra ™ X-22R Centrifuge),
com objetivo de remover as células e os restos celulares (51). Os meios foram concentrados
usando tubos de fracionamento molecular (Sartorius vivaspin20), durante cerca de 50min a
1800g, a 4°C e armazenados de seguida a -80°C. Apods efetuada liofilizacdo (Scanvac
CoolSafeTM, Frilabo) procedeu-se a diluicdo das amostras com 56ul do respetivo tampao
(25mM Tris, 2,5mM EDTA, 2,5mM EGTA, 1% Triton X-100, 1mM DTT, 1mM fluoreto de
fenilmetilsulfonilo e 25pug/ml leupeptina) ao qual foi adicionado 14l de solucao desnaturante
(6,5mM de Tris-HCL (pH6.8), 2% de SDS, 10% de glicerol e 140mM de B-mercaptoetanol). Todas

as solucoes foram mantidas em gelo durante o procedimento.

4.2. Dot Blot

Com objetivo de identificar a presenca da DJ-1 no meio foi realizado dot blot das amostras
anteriormente preparadas, para isso 20yl de amostra foram aplicados diretamente em
membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF, GE Healthcare, Amersham Hybond, UK), a
qual também foi adicionada um controlo positivo e um negativo. O controlo positivo foi
preparado por diluicao de 6-His-DJ-1 (concentracao inicial de 2,012 mg/ml) (cedido pelo
Doutor Bruno Manadas, Centro de Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade de
Coimbra, Portugal) em tampao de amostra e solucao desnaturante, a uma concentracao de
0,02012 mg/ml. Como controlo negativo foi adicionado somente o tampao com solucao

desnaturante. No dia seguinte a membrana foi ativada em metanol 100%, sendo de seguida
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imersa em TBS-T (0,1 % Tween, 20mM de Tris, 137mM de NaCl e 0,38% HCl 1M) por duas
vezes. Apos ativacao e a fim de evitar ligacoes inespecificas do anticorpo foi feito bloqueio
durante 1h a temperatura ambiente com 5% de leite em po (Paturages, Franca) diluido em
TBS-T. De seguida a membrana foi passada por TBS-T e com esta solucao foram efetuadas 3
lavagens de 15 minutos. O passo seguinte consistiu na incubacdo com o anticorpo primario de
anti-DJ-1 (diluicdo 1:1000; cat. sc-55572; Santa Cruz Biotechnology) diluido em TBS-T, a 4°C
durante a noite, seguida de 1h a temperatura ambiente. Finalizada a incubacdao com o
anticorpo primario foram efetuadas 3 lavagens de 15 minutos, sob agitacdo constante.
Procedeu-se a incubacao com anticorpo secundario dirigido contra as imunoglobulinas de rato
e conjugado com peroxidase de rabano (HRP) (diluicao 1:20000; Santa Cruz Biotechnology; sc-
2004). Com objetivo de remover o anticorpo que nao ligou foram realizadas de novo lavagens
com TBS-T e finalmente a membrana foi exposta ao substrato Luminata ™ Classico Western
HRP durante 5 minutos. O sinal gerado foi detetado utilizando o sistema de imagem BioRad
Chemidoc™ MP.

4.3. Western Blot

A fim de consolidar os resultados obtidos com o dot blot foi efetuado western blot das
mesmas amostras, guardadas a -80°C. Foi adicionado 0,01% de azul de bromofenol as amostras
(marcador de corrida) e de seguida foram aplicados 20ul de cada amostra no gel de
electroforese que consistiu num gel de concentracao com 4% de acrilamida em Tris-HCL 0,5M,
dodecil sulfato de sodio (SDS) 10%, H,0, 0,05% de persulfato de amdnia (PSA) 10% e 0,1% de
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e um gel de resolucdo com 14% de acrilamida em Tris-HCl
1,5M, SDS 10%, 0,05% de PSA 10%, H,0 e 0,05% de TEMED. Para a electroforese foi usada uma
voltagem de 100V, durante aproximadamente 2h a temperatura ambiente (sistema BIO-RAD
PowerPac HC) e o um tampao com 25mM Tris, 192mM glicina, 0,1% SDS. Entretanto procedeu-
se a ativacdo da membrana de PVDF, por imersao em metanol 100%, sendo esta de seguida
colocada em agitacdo por 5min em agua e depois em tampao de electrotransferéncia,
constituido por CAPS 10mM em metanol 10%. Apos o fim da electroforese, o gel de
concentracao foi retirado e o de resolucéo foi colocado em tampao de electrotransferéncia.
Para montagem da sanduiche todos os elementos constituintes da mesma foram passados por
tampao, no meio desta e entre papéis de filtro previamente humedecidos foi colocado o gel e
a membrana. A electrotransferéncia foi realizada a 750mA, em gelo, e durante cerca de 1h

(sistema BIO-RAD PowerPac HC). Os passos seguintes de bloqueio, incubacao com o anticorpo
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primario, secundario e revelacdo foram efetuados do mesmo modo que o descrito no

procedimento de dot blot.

5. Analise da incorporacao de DJ-1 exdgena

Tendo como objetivo perceber se a DJ-1 extracelular pode ser captada por neurénios e/ou
astrocitos foi efetuada marcacdo de DJ-1 exdogena com uma molécula fluorescente e

posteriormente foi exposta a co-culturas de neurdnios e astrocitos.

5.1. Marcacéao de DJ-1

De modo a marcar a proteina DJ-1 foi utilizado um kit comercial de marcacédo de proteina em
microescala Alexa Fluor 488 (cat. A30006; Alexa Fluor 488 Microscale Protein Labeling Kit;
Molecular Probes™ invitrogen detection technologies) e a marcacao foi realizada de acordo
com o protocolo do fornecedor. Deste modo a 41pl de 6-His-DJ-1 a uma concentracao de
1mg/ml (diluido em PBS, a partir de uma concentracdo inicial de 2,012 mg/ml), foi
adicionado 4,1pl de bicarbonato de sédio (a uma concentracao de 1M) e imediatamente apds
preparacao da solucao Alexa Fluor 488 (a uma concentracao de 11,3 nmol/pl) 2,99l desta
foram diluidos na preparacao anterior.

Apos finalizado o tempo de incubacado (15 min) e visando separar a proteina marcada do
corante que nao reagiu, a mistura anteriormente preparada foi aplicada sobre uma resina de
purificacao e centrifugada a 16000g durante 15s. O conjugado foi guardado a 4°C, protegido

da luz.

5.2. Aplicacdo do conjugado Alexa 488-DJ-1

Apos cinco dias em cultura o meio foi substituido por meio sem FBS, ao qual foram
adicionados 3,37pl/poco de conjugado Alexa488-DJ-1, a uma concentracao de 3pM e de

seguida colocados no minispin (MiniSpin plus; Eppendorf) a 14000rpm, por cerca de 1min, com
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objetivo de remover possiveis agregados de sonda. Apesar de durante a marcacao de DJ-1 ser
efetuado um passo de purificacao, como descrito anteriormente, foi efetuada aplicacao de
Alexa 488 a uma concentracdo semelhante a presente no conjugado, de modo a verificar se
de facto a fluorescéncia observada através de Alexa 488 corresponde a ligacao especifica a
DJ-1, para tal foi realizado o mesmo procedimento que efetuado na aplicacao de Alexa 488-
DJ-1. Apds 1h de incubacado efetuou-se fixacao da cultura com paraformaldeido 4% (PFA)

durante 10 min. As lamelas foram mantidas a 4°C em PBS até ao inicio da imunocitoquimica.

6. Imunocitoquimica

Apds a remocao do PBS em que as lamelas sdo armazenas procedeu-se a permeabilizacdo da
membrana plasmatica com 1% de Triton X-100 em PBS, durante 10min. De seguida, com
objetivo de minimizar a ligacao inespecifica dos anticorpos procedeu-se a uma incubacdo com
uma solucao de bloqueio constituida por PBS contendo 0,1% de Tween (PBS-T) e 20% de FBS
durante 1h, a temperatura ambiente. Entre este Ultimo passo e a incubacdao com o respetivo
anticorpo primario foi realizada uma lavagem com PBS-T. Os anticorpos primarios (Tabela 1)
foram diluidos em PBS-T com 1% de FBS (solucdo de diluicido de anticorpos) e incubados
durante a noite (duas noites no caso da marcacao de DJ-1), a 4°C. No dia seguinte, foram
efetuadas 6 lavagens com PBS-T e foram adicionados os respetivos anticorpos secundarios
(Tabela 2) também diluidos na solucdo de PBS-T com 1% de FBS, os quais foram incubados
durante 1h a temperatura ambiente. Apos esta incubacao foram realizadas novamente 6
lavagens com PBS-T e no final foi feita uma incubacdo com Hoescht 2uM (Invitrogen) diluido
em PBS-T durante 10min. Por fim, e apos as células serem lavadas novamente com PBS-T
efetuou-se montagem das lamelas em laminas, utilizando o meio de montagem DAKO
(Glostrup, Denmark) e foi feita a selagem das mesmas com verniz. As laminas foram
guardadas ao abrigo da luz, a 4°C, até aquisicio das imagens no microscopico de

fluorescéncia (Axiobserver Z1, Zeiss).
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Tabela 1. Descricdo dos anticorpos utilizados na técnica de imunocitoquimica. Tirosina hidroxilase
(TH); Proteina associada a microtubulos do tipo 2 (MAP2); Proteina glial fibrilar acida (GFAP)

Proteina An'glcc')r!)o Diluicao Fornecedor Ant1c0|:p9 Diluicao Fornecedor
Primario Secundario
Monoclonal BD
TH murganho 1:1000 Biosciences Ig de cabra
Anti-TH 612300 contra Ig de Invitrogen
murganho e . Molecular
conjugadas Iz Probes
Monoclonal a Alexa 546
DJ-1 murganho 1:200 Sgg_t;s(;;;z
Anti-DJ-1
Policlonal Santa Cruz
MAP2 Coelho 1:500 017 g de cabra _
Anti-MAP2 SE contra Ig de Invitrogen
coglho e 1:1000 Molecular
. conjugadas Probes
Policlonal DAKO a Alexa 546
GFAP Coelho 1:2000 70334
Anti-GFAP

7. Andlise Estatistica

Os dados relativos a seccdo da imunodeplecdo de DJ-1 encontram-se expressos em
percentagem do controlo e representam a média + SEM de pelo menos trés experiéncias
independentes, efetuadas em triplicado. Ja os niveis de proteina observados na experiéncia
de secrecao de DJ-1 foram analisados por densitometria utilizando o programa ImageJ e os
resultados da densidade otica encontram-se expressos em percentagem controlo,
representando a média + SEM de duas, trés ou quatro experiéncias independentes, consoante
referido na respetiva legenda. A analise estatistica, na primeira situacdao foi realizada
utilizando o teste ANOVA de 1 via seguido pelo teste de Bonferroni e no segundo caso o teste
estatistico usado foi o teste t de student. Valores <0,05 foram considerados significativos. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5 demo

(GraphPad Sotware, Inc).
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Capitulo 4

Resultados

1. Participacao da DJ-1 extracelular na sobrevivéncia
dopaminérgica em condicdes controlo e de stresse

oxidativo

Sabe-se que tanto neurdnios como astrocitos expressam DJ-1 (66). Apesar de ser conhecida a
localizacao da proteina, no citoplasma e nlcleo celular, foi descrito que esta também pode
ser secretada, tendo ja sido reportada a sua presenca em soro de pacientes com cancro da
mama, melanoma, polineuropatia amiloidotica familiar e acidente vascular cerebral (64). Foi
também detetada a presenca de DJ-1 em LCR e soro de individuos com forma esporadica da
doenca de Parkinson (64,67). Dados in vitro, também comprovam a secrecdo da proteina
tendo sido encontrada em meios de varias culturas celulares (51). Secrecao essa que no caso
dos astrocitos em concreto parece poder contribuir para a neuroproteccao, uma vez que foi
verificada libertacao de DJ-1 apods estimulo oxidativo com H,0, (52). Deste modo a proteina
parece ter a capacidade de nao realizar somente protecdo intracelular, mas também

extracelular através de sinais paracrinos e autocrinos, resultantes em neuroproteccao (68).

O objetivo desta parte do trabalho foi o de tentar esclarecer se a DJ-1 extracelular secretada
por neuronios e astrocitos contribuiu para a neuroproteccdo dopaminérgica, nao s6 em
condicbes de stress oxidativo como também numa situacao basal. Com este objetivo foram
utilizadas culturas de neurdnios e co-culturas de neurdnios e astrocitos em condicoes basais e
submetidas a estimulo oxidativo com 25uM de H,0, durante 24h, e nas quais se procedeu a
imunodeplecao de DJ-1. Como controlo foi adicionado um anticorpo que reage contra IgM de
murganho, que nao devera interagir com as células em uso. Para avaliar a lesao
dopaminérgica foi realizada uma imunocitoquimica contra o marcador dos neuronios

dopaminérgicos tirosina hidroxilase (TH) (Fig. 8).

Os resultados obtidos mostram que a exposicdo a H,0, (25uM) reduziu o nimero de neuronios
dopaminérgicos em 39,2% em relacao a situacdo controlo. O bloqueio da DJ-1 extracelular
acentuou a lesao dopaminérgica induzida pelo H,0, observando-se nesta situacdao uma
reducao de 57% dos neurdnios TH* presente quando comparada com a situacao controlo. Para

além de acentuar a lesdo promovida pelo stresse oxidativo a remocao da DJ-1 parece reduzir
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também a viabilidade dopaminérgica observada numa situacdo basal, tendo-se registado
nesta situacdo uma reducao de 27,3% no nimero de neuronios dopaminérgicos relativamente
a uma situacao controlo. No entanto esta diminuicdo nao foi estatisticamente significativa. A
diminuicdo da viabilidade dopaminérgica na presenca do anticorpo contra a DJ-1 parece
resultar da deplecdao da DJ-1 e nao de um efeito inespecifico causado pela presenca do
anticorpo uma vez que a adicao de um anticorpo anti-IgM nao afetou a viabilidade
dopaminérgica da cultura neuronal, quer numa situacdo controlo como aquando da
estimulacao com H,0; (Fig. 8).

A aplicacdo do mesmo procedimento na presenca de astrdcitos (co-cultura neurdnios e
astrécitos) resultou em resultados semelhantes aos anteriormente descritos para a cultura de
neuronios. No entanto observou-se um efeito mais acentuado da deplecao da DJ-1 no caso da
co-cultura neuroénios-astrocitos. O bloqueio da DJ-1 extracelular sé6 por si reduziu a
viabilidade dopaminérgica para cerca de 49% do controlo. Por sua vez o bloqueio feito em
presenca de H,0, levou a uma reducdo de 64% no numero de neurdnios dopaminérgicos,
comparativamente com o controlo (Fig. 8).

A comparacdao dos resultados obtidos com as culturas de neuronios e das co-culturas
neuronios/astrocitos mostrou que a extensdo da lesao dopaminérgica induzida pelo estimulo
oxidativo foi semelhante nos dois tipos de culturas, que a DJ-1 secretada por neuronios e/ou
astrocitos protege os neuronios dopaminérgicos tanto em condicdes basais como em condicoes
de stresse oxidativo e ainda que este efeito protetor da DJ-1 foi mais acentuado quando em

presenca de astrocitos.
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Figura 8. Efeito da imunodeplecdo de DJ-1 na sobrevivéncia dopaminérgica em culturas de
neuronios e co-culturas de neurdnios e astrocitos em condigdes basais e apos exposicao a H20;2. As
culturas foram avaliadas em condicoes basais assim como quando estimuladas com H;0; (25uM) durante
24h e na presenca de anti DJ-1. Anti-IlgM foi utilizado como controlo. Imagens representativas de
imunocitoquimica em que neurdnios dopaminérgicos foram marcados com anti-TH (vermelho) e os
nicleos com Hoescht (azul) permitindo avaliar o n° total células presentes na preparacao. As imagens
foram adquiridas no microscopio de fluorescéncia (Axiobserver Z1, Zeiss) utilizando a objetiva de 63x.
Os dados apresentados graficamente representam a média + SEM de trés experiéncias independentes em
cultura de neurdnios e quatro em co-cultura de neurdnios e astrocitos (trés no caso de anti IgM e anti
IgM + H;0;) realizadas em triplicado e expressas em percentagem controlo. A analise estatistica foi
realizada usando o teste ANOVA de 1 via com o pos-teste de Bonferroni (****p<0,0001, ***p<0,001 e
**p<0,01 comparado com o CTR; #p<0,05 comparado com anti DJ-1; °p<0,05 comparado com H,0;;
Tp<0,01 e Tp<0,05 comparado com anti-IgM).

25



Os resultados apresentados anteriormente mostraram o efeito da deplecao de DJ-1 na
viabilidade dopaminérgica. De forma a avaliar o impacto desta deplecao na populacao global
de neurodnios foi determinado o efeito das mesmas condicdes experimentais no nimero total
de células presentes na cultura. Para este fim foi avaliado o nimero de nicleos celulares
marcados com o marcador nuclear Hoescht, um corante fluorescente que se intercala nas
hélices do acido desoxirribonucleico, e que permitiu avaliar o nimero total de neurénios

presentes (Fig. 9).

No conjunto os resultados mostram que quer o estimulo oxidativo usado quer a deplecdo da
DJ-1 afetaram de forma diferencial os neurdénios dopaminérgicos. Uma vez que os neurénios
dopaminérgicos representam apenas -1% das células presentes nesta cultura ndo é de
estranhar que a morte deste tipo neuronal nao tenha um impacto muito significativo no

numero total de células presentes na cultura.
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Figura 9. Efeito da imunodeplecdo de DJ-1 na sobrevivéncia neuronal geral quando culturas de
Neurénios sdo estimuladas com H;0,. A cultura foi avaliada em condicdes basais assim como quando
estimulada com H;0; (25uM) durante 24h e na presenca de anti DJ-1. O anticorpo contra IgM foi
utilizado como controlo. Imagem representativa de imunocitoquimica em que os nlcleos celulares foram
marcados com Hoescht (azul) permitindo avaliar o n° total células presentes na preparacdo. A imagem
foi adquirida no microscopio de fluorescéncia (Axiobserver Z1, Zeiss) utilizando a objetiva de 63x. Os
dados apresentados graficamente representam a média + SEM de trés experiéncias independentes,
realizadas em triplicado e expressas em percentagem de controlo. A analise estatistica foi realizada
usando o teste ANOVA de 1 via com o pos-teste de Bonferroni (*p<0,05; comparado com o CTR).
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2. Avaliacao da secrecao de DJ-1 em condi¢cdes controlo e de

stresse oxidativo

Uma vez que os resultados mostraram que a DJ-1 extracelular exerceu papel protetor sobre
0s neurodnios dopaminérgicos quer em culturas de neurénios quer em co-culturas fomos
determinar os niveis de DJ-1 libertados para o meio em condicdes controlo e oxidantes nos
dois tipos de culturas.

Culturas de neurdnios e co-culturas de neuronios e de astrocitos foram avaliadas tanto em
condicdes basais como em presenca de estimulo oxidativo, com intuito de perceber se a
exposicao a H,0, afeta a secrecao de DJ-1. Para esse fim efetuou-se analise da DJ-1 secretada
para o meio de cultura por dot blot (Fig. 10 e 12) e western blot (Fig. 11 e 13).

Os resultados obtidos nos ensaios de dot blot sugerem que exposicao a H,0,, em culturas de
neuronios, aumenta a secrecao de DJ-1 para o meio de cultura, contudo dada a variabilidade

registada entre replicados este aumento nao foi estatisticamente significativo (Fig. 10).

(A) (B)

300~

200 A

Ctr- Ctr H,0, Ctr+

100 A

Niveis de DJ-1
(% Controlo)

Figura 10. Efeito da exposicdao a H;0; na secrecdo de DJ-1 em culturas de Neurénios - Dot Blot.
Culturas de neurodnios foram avaliadas em condicdes basais e de stresse oxidativo (25uM - 24h). (A)
Imagem representativa de Dot Blot para DJ-1. Como controlo negativo foi aplicado tampao de diluicao
com solucao desnaturante e como positivo no mesmo tampao foi diluida DJ-1 (Conc. final=0,02012
pg/pl). (B) Os resultados foram analisados por densitometria dtica e apresentados graficamente onde
cada barra representa a média + SEM de trés experiéncias independentes, expressas em percentagem de
controlo. A analise estatistica foi realizada usando o Teste t (GraphPad Prism).
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Os resultados obtidos apo6s quantificacdo por western blot foram concordantes com o
observado nos ensaios de dot blot, ou seja que em culturas de neurdnios expostas a H,0,
(25pM) houve um aumento da secrecao de DJ-1 para o meio de cultura, de cerca de 35,1%,
em relacao ao controlo, apesar da diferenca aqui apresentada ser visivelmente menor que a
referida anteriormente e nao se apresentar estatisticamente significativa, facto que
possivelmente pode ser ultrapassado com aumento do nimero de amostras analisadas (Fig.
11).
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Figura 11. Efeito da exposi¢do a H,0; na secrecdo de DJ-1 em culturas de Neurdnios - Western Blot.
Culturas de neurodnios foram avaliadas em condicdes basais e de stresse oxidativo (25uM - 24h). (A)
Imagem representativa de Western Blot para DJ-1. (B) Os resultados foram analisados por densitometria
e apresentados graficamente onde cada barra representa a média + SEM de duas experiéncias
independentes, expressas em percentagem de controlo. A analise estatistica foi realizada usando o
Teste t (GraphPad Prism).
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Relativamente a secrecdo de DJ-1 por co-culturas de neurdnios e astrocitos, a analise por dot
blot mostrou que a exposicao a H,0, estimulou a secrecao de DJ-1 para o meio de cultura,
promovendo um aumento desta proteina no meio de 40,3% em comparacao a uma situacao

controlo (Fig. 12).
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Figura 12. Efeito da exposicdo a H,0;, na secrecdao de DJ-1 em culturas Co-culturas de neurdnio-
astrocitos - Dot Blot. Co-culturas de neuronio-astrocitos foram avaliadas em condicdes basais e de
stresse oxidativo (25uM - 24h). (A) Imagem representativa de Dot Blot para DJ-1. Como controlo
negativo foi aplicado tampao de diluicao com solucao desnaturante e como positivo no mesmo tampao
foi diluida DJ-1 (Conc. final=0,02012 pg/pl). (B) Os resultados foram analisados por densitometria otica
e apresentados graficamente onde cada barra representa a média + SEM de quatro experiéncias
independentes, expressas em percentagem de controlo. A analise estatistica foi realizada usando o
Teste t (*p<0.05; comparado com o CTR) (GraphPad Prism).

Os resultados obtidos por western blot apos quantificacdo foram concordantes com os obtidos
por dot blot, confirmando que em culturas de co-culturas de neurdnios e astrocitos expostas a
H,0, (25pM) existe um aumento da secrecao de DJ-1 para o meio de cultura, de 55,6 %, em

comparacgao com a situacao controlo (Fig. 13)

(A) (B)
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Figura 13. Efeito da exposicdo a H,02 na secrecdo de DJ-1 em Co-culturas de Neuroénio-astrocitos -
Western Blot. Co-culturas de neurdnio-astrocitos foram avaliadas em condicdes basais e de stresse
oxidativo (25uM - 24h). (A) Imagem representativa de Western Blot para DJ-1. (B) Os resultados foram
analisados por densitometria ética e apresentados graficamente onde cada barra representa a média =+
SEM de trés experiéncias independentes, expressas em percentagem de controlo. A analise estatistica
foi realizada usando o Teste t (*p<0.05; comparado com o CTR) (GraphPad Prism).
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No seu conjunto os resultados obtidos mostram que ocorre libertacao da DJ-1, quer em
condicdes controlo quer perante estimulo oxidativo, sendo a sua secrecao estimulada pela
adicao de H,0,. Em co-culturas de neurdnios e de astrocitos esse aumento revelou-se
estatisticamente significativo, no entanto em cultura neuronal sera necessario aumentar o

numero de experiéncias para confirmar se a tendéncia observada é de facto significativa.

3. Avaliacao da capacidade de incorporacédo de DJ-1 exoégena

Sabendo que a DJ-1 secretada por neuronios e/ou astrocitos parece estar envolvida na
neuroproteccdo dopaminérgica e que a mesma € encontrada em niveis mais elevados em
condicoes de stresse oxidativo, quando comparada com a situacao controlo, tentamos avaliar
se a DJ-1 presente no meio tem a capacidade de ser novamente incorporada pelas células
para promover protecdo. Visto que, como ja referido anteriormente, a DJ-1 parece promover
protecao quer por uma accao intracelular quer por uma via extracelular através de sinais

paracrinos e autocrinos (68).

Com objetivo de esclarecer se ocorre internalizacao de DJ-1 foi adicionada DJ-1 conjugada
com o fluoroforo Alexa 488 a co-culturas de neuronios e astrocitos. A fim de encontrar a
concentracao e o periodo temporal adequado para incubacdo da sonda foram realizados
testes prévios, em que foram testadas diferentes concentracoes e tempos de exposicdo: 5 pM
e 8 UM e 3h, 4h e 6h. Para as concentracdes de proteina mais elevadas e para tempos de
incubacdo mais longos observou-se um aumento muito acentuado do nimero de células
apopticas, pelo que os ensaios seguintes realizados com incubacdes de Alexa488-DJ-1a 1 pM e
3 pM durante 1h, 2h e 3h. Nestas condicGes ndo se observaram alteracdes significativas de
viabilidade celular e a marcacao mais acentuada foi registada a 3 pM pelo que se optou por
realizar os ensaios seguintes com Alexa 488-DJ-1 3 pM incubada durante 1h. Posteriormente
foi efetuada imunocitoquimica contra DJ-1, MAP,, TH ou GFAP consoante a preparacao

celular, assim como marcacao dos nulcleos celulares com Hoescht.
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Hoescht

Alexa 488-DJ-1

De modo a avaliarmos se a fluorescéncia
observada para Alexa 488-DJ1 era
coincidente a marcacao para DJ-1
procedemos a uma imunocitoquimica
contra esta proteina. Os resultados obtidos
mostram uma sobreposicao da marcacao da
DJ-1 (vermelho) e Alexa 488-DJ-1 (verde)
(Fig. 14). Como seria de esperar a
sobreposicdo nao é total uma vez que a DJ-
1 produzida endogenamente nao marca

para Alexa 488

(B)

Figura 14. Verificacdo de co localizagdo de
Alexa 488-DJ-1 e marcacao para DJ-1. DJ-1
conjugada a Alexa 488 (3uM - 1h) em culturas
mistas (neurdnios e astrocitos). Imagens
representativas de imunocitoquimica mostram
marcacao para DJ-1 (vermelho). Os nlcleos
foram marcados com Hoescht (azul). As imagens
foram  adquiridas no  microscépio de
fluorescéncia (Axiobserver Z1, Zeiss) utilizando
a objetiva de 63x. (B) Ampliacao de uma das
regioes.
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Alexa 488
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Apesar de no procedimento de conjugacao da
proteina DJ-1 a sonda fluorescente Alexa 488
haver um passo de purificacao cujo objetivo é o de
eliminar a sonda nao conjugada procedeu-se a um
controlo que visou eliminar a hipotese da
marcacao fluorescente observada nas células ser
resultado da incorporacao de alguma sonda livre
(nao conjugada) que ainda estivesse presente.
Para este efeito procedeu-se a incubacdo das
culturas celulares com a sonda Alexa 488 livre, na
mesma concentracdo usada para o conjugado
Alexa 488-DJ-1, também durante 1 hora. A analise
por imunocitoquimica contra DJ-1 mostrou que
neste caso nao houve sobreposicao da marcacao da
Alexa 488 e da DJ-1 (endogena). Foram observados
agregados de sonda, nao co-localizados com
marcacao para DJ-1 e em nada semelhantes a

distribuicao anteriormente analisada (Fig. 15).

Figura 15. Andlise da localizacdo de Alexa 488 e
marcac¢ao para DJ-1. A sonda Alexa 488 nao conjugada
foi adicionada a culturas mistas (neuroénios e astrocitos),
durante 1 hora. Imagens representativas de
imunocitoquimica mostram marcacdo para DJ-1
(vermelho). Os nucleos foram marcados com Hoescht
(azul). As imagens foram adquiridas no microscopio de
fluorescéncia (Axiobserver Z1, Zeiss) utilizando a
objetiva de 63x.



Como outro controlo para a especificidade da incorporacao da DJ-1, as células foram expostas
a proteina fluorescente verde (green fluorescent protein - GFP), uma proteina com um peso
molecular préximo do da DJ-1 (26,9kDa), na mesma concentracao que a usada no caso da
incubacao com DJ-1-Alexa 488 (3uM). No entanto, os resultados obtidos nao foram
consistentes, visto ter ocorrido em grande extensao a passagem de sinal da fluorescéncia

fluorescéncia vermelha (DJ-1) quando se procedeu a aquisicao da fluorescéncia verde (GFP).
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3.1 Identificacao do tipo(s) celular(es) que incorporou(ram) Alexa 488-DJ-1

Hoescht

Alexa 488-DJ-1

34

Apds confirmacao de que a fluorescéncia
observada através de Alexa 488
corresponde a incorporacao de DJ-1 fomos
analisar quais as células, neurdnios ou
astrocitos, que estavam a incorporar DJ-1
extracelular. Com essa finalidade, e apos
adicao de Alexa 488-DJ-1 nas condicoes
anteriormente descritas, foi realizada uma
imunocitoquimica contra a proteina
associada aos microtUbulos do tipo 2
(MAP2) um marcador neuronal. Os
resultados mostraram que uma grande
percentagem das células que
internalizaram  Alexa  488-DJ-1 nao

marcavam para MAP2 (Fig. 16).

Figura 16. Incorporacdo de DJ-1 - Analise da
localizacdo de Alexa 488-DJ-1 e marcacao
para MAP-2. DJ-1 conjugada a Alexa 488 (3uM -
1h) foi adicionada a culturas mistas (neurénios
e astrdcitos). Imagens representativas de
imunocitoquimica mostram marcacdo para
MAP-2 (vermelho). Os nlcleos foram marcados
com Hoescht (azul). As imagens foram
adquiridas no microscépio de fluorescéncia
(Axiobserver Z1, Zeiss) utilizando a objetiva de
63x.



Alexa 488-0;'1'

Uma vez que se verificou que existia
internalizacao de Alexa 488-DJ-1 em alguns
neurodnios, para clarificar se os neurdnios
em questdo seriam  dopaminérgicos,
efetuou-se imunocitoquimica contra o
marcador dopaminérgico tirosina
hidroxilase (TH). A analise dos diferentes
campos em que se observaram neuronios
dopaminérgicos ndo permitiu observar
internalizacdao da sonda em células TH*
(Fig. 17).

Figura 17. Incorporacdo de DJ-1 - Analise da
localizacdo de Alexa 488-DJ-1 e marcagao
para TH. DJ-1 conjugada a Alexa 488 (3uM - 1h)
foi adicionada a culturas mistas (neurénios e
astrocitos). Imagens  representativas  de
imunocitoquimica mostram marcacdao para TH
(vermelho). Os nlcleos foram marcados com
Hoescht (azul). As imagens foram adquiridas no
microscopio de fluorescéncia (Axiobserver Z1,
Zeiss) utilizando a objetiva de 63x.
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Alexa 488-DJ-1
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Apds constatar que existe internalizacao
de Alexa 488-DJ-1 em células MAP2-, foi
efetuada imunocitoquimica contra a
proteina glial fibrilar acida (GFAP) um
marcador astrocitario, a fim de perceber
se essa internalizacdo estd a ocorrer em
astrocitos. Apos analise das preparacoes
foi possivel perceber que nao parece ser
em astrocitos que esta a acontecer
internalizacao de Alexa 488-DJ-1 (Fig.
18).

Figura 18. Incorporacdo de DJ-1 - Andlise da
localizacdo de Alexa 488-DJ-1 e marcacgdo
para GFAP. DJ-1 conjugada a Alexa 488 (3uM -
1h) foi adicionada a culturas mistas (neurénios
e astrocitos). Imagens representativas de
imunocitoquimica mostram marcacao para
GFAP (vermelho). Os nlcleos foram marcados
com Hoescht (azul). As imagens foram
adquiridas no microscopio de fluorescéncia
(Axiobserver Z1, Zeiss) utilizando a objetiva de
63x.



Em conjunto estes resultados mostram que o conjugado DJ-1-Alexa 488 foi incorporado,
contudo o Unico tipo celular em que se observou internalizacdo do mesmo, ainda que em

baixa percentagem, foi em neurdnios, com excecao dos ND onde ndo se verificou

incorporacao da sonda.
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Capitulo 5

Discussao

A DJ-1 é uma proteina com multiplas fungdes (19), que ultimamente tem suscitado grande
interesse devido a sua associacdo a mecanismos de defesa contra o stresse oxidativo
nomeadamente na DP, uma vez que esta possui propriedades antioxidantes e antiapoptoticas
neuroprotetoras que dependem do seu proprio estado de oxidacao (54,57,69,70).

A DJ-1 localiza-se preferencialmente no citoplasma, e encontra-se também em mitocondrias
e no nucleo celular (40,66). Existem ainda evidéncias da sua presenca em meio de varias
culturas celulares, o que sugere a capacidade desta ser secretada pelas células (51).

Com o presente estudo, confirmamos a libertacdo da DJ-1 por neuronios e astrocitos, e
avaliamos o papel protetor da proteina extracelular em ND expostos a lesdes oxidativas.
Utilizando como estratégia a imunodeplecdo da DJ-1 presente no meio observamos uma maior
perda de neurdnios dopaminérgicos, quer em situacdes controlo quer em células expostas a
H202, confirmando a secrecdo extracelular da proteina por parte de neurdnios e/ou
astrocitos, e ainda a capacidade protetora desta sobre ND. Constatou-se ainda que o efeito
protetor € mais acentuado na presenca de astrocitos. Esta libertacao de DJ-1 e consequente
neuroproteccao vai de encontro aos dados apresentados por outros estudos que indicam que a
secrecao da proteina esta envolvida na neuroproteccao in vitro e apos exposicao a H,0,
(68)(52). O facto de se ter observado lesdo dopaminérgica mais marcada na presenca de
astrocitos, apds bloqueio da proteina, podera ser explicada por uma maior diferenca de
condi¢cdes neuroprotetoras, conferidas pela DJ-1, entre a condicao controlo e a condicao em
que foi aplicado anticorpo, uma vez que o bloqueio da proteina na co-cultura corresponde a
deplecdo da DJ-1 neuronal e astrocitaria, e esta descrito que este ultimo tipo celular é
relativamente rico nesta proteina (52).

Sabendo que a moderada oxidacao da DJ-1, parece facilitar a libertacao da mesma (51) e
apos termos verificado que a DJ-1 que a DJ-1 presente no meio extracelular protege os
neurodnios dopaminérgicos, fomos quantificar os niveis de DJ-1 presentes no meio. Os meios
condicionados por culturas de neurdnios expostas a H,0, apresentaram niveis mais elevados
de DJ-1 quando comparados com meios de culturas controlo. De forma semelhante em co-
culturas de neurédnios e astrocitos observou-se também que o stresse oxidativo aumentou os
niveis de DJ-1 presentes no meio. Em conjunto estes resultados mostram que para além de
ocorrer libertacao da DJ-1 em ambas as culturas, esta parece desempenhar neuroprotecao
dopaminérgica, sendo a sua secrecao estimulada pela presenca de stresse oxidativo.

Estes resultados vao de encontro ao observado por outros investigadores. Yanagida e

colaboradores (52), utilizando culturas de astrécitos do cortex e estriado mostraram que a DJ-
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1 é secretada em resposta a presenca de stresse oxidativo, sendo essa libertacdo aumentada
por concentracgoes crescentes de H,0,.

A DJ-1 esta presente no liquido cefalorraquidiano (LCR) em condigdes fisiolégicas normais. No
entanto, em situacoes patoldgicas (os niveis da proteina sdo significativamente aumentados,
sendo esses niveis mais altos no estagio precoce da doenca, o que suporta a hipdtese de que a
DJ-1 possui papel critico em resposta ao stresse oxidativo e ainda a hipotese de poder vir a
ser usada para o diagnostico de fase inicial da DP esporadica (67). Apesar do nosso estudo ter
observado presenca de DJ-1 mesmo em condicdes basais, € concordante com este na medida
em que se verificou que o stresse oxidativo levou a um aumento da libertacdo de DJ-1.
Também em soro de doentes com DP esporadica foi detetada DJ-1. Apesar de ter sido
observada presenca da proteina em todas as amostras analisadas, os niveis da mesma nao
apresentaram diferencas significativas entre controlos e doentes, nem entre estagios da
doenca, possivelmente porque a DJ-1 presente em amostras de soro nao reflete a DJ-1
presente no tecido cerebral, ao contrario da detetada no LCR (64). Em conjunto estes
trabalhos sugerem um papel relevante da proteina extracelular, quer em individuos doentes

quer saudaveis.

Usando como ferramenta experimental a proteina DJ-1 conjugada ao fluorocromo Alexa 488
confirmamos a capacidade dos neuronios do mesencéfalo ventral em incorporar esta proteina.
Curiosamente nao foi possivel identificar neurénios dopaminérgicos que incorporassem esta
proteina marcada. Da analise da marcacao obtida foi ainda possivel observar células negativas
para MAP2 com incorporacao significativa de Alexa-488, o que indica que para além dos
neuronios outras células tém também capacidade de incorporar a proteina extracelular. No
entanto, nao foi possivel clarificar o fenotipo destas células.

Estes resultados estao de acordo com observacdes anteriores que mostraram a incorporacao
de DJ-1 ligada a tag-GST no N-terminal, quando injetada na SN de ratos, ou quando

adicionada ao meio de cultura de células SH-SY5Y (71).

Em conjunto os resultados obtidos mostram que neurdnios e astrécitos mesencefalicos tém a
capacidade de libertar DJ-1, quer em condicdes basais quer em condicdes oxidantes, e que a
proteina secretada para o meio é relevante para a sobrevivéncia dopaminérgica. Verificamos
ainda que a DJ-1 extracelular pode ser recaptada por neurénios, 0 que sugere uma accao

paracrina desta proteina.
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Capitulo 6

Conclusées e Perspetivas Futuras

Tendo por base o nosso objetivo inicial de analisar o papel neuroprotetor da DJ-1 em culturas
primarias do mesencéfalo ventral expostas a condicbes oxidantes, fomos avaliar se a DJ-1
libertada para meio contribui para a neuroproteccdo dopaminérgica, quer em condicoes
basais quer em condicoes de stresse oxidativo. Os resultados obtidos mostraram que a
exposicdao a H,0, induz lesdao dopaminérgica e que a extensdo da lesdo foi semelhante na
cultura de neurodnios na co-cultura de neuronios e astrocitos, comprovamos também que a DJ-
1 extracelular libertada por estas mesmas culturas protege os ND quer em condicées basais,
quer perante estimulo oxidativo sendo essa protecao mais acentuada quando estao presentes
astrocitos.

Relativamente ao bloqueio da DJ-1 extracelular, este deveria ser confirmado por
quantificacdo por western blot, no entanto também se poderia recorrer a uma técnica
diferente para eliminar a proteina presente no meio nomeadamente com recurso a uma
coluna de afinidade.

Nas proximas tarefas, seria interessante utilizar a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC) para analisar marcadores de stresse oxidativo, tanto na presenca como na auséncia de

DJ-1, em condicdes controlo e oxidantes.

Visto que a DJ-1 extracelular protege os ND, tanto em condicGes basais como perante stresse
oxidativo fomos perceber se essa protecao envolve o aumento da libertacao da proteina para
0 meio. A exposicao a H,0, desencadeou o aumento da secrecao de DJ-1 em co-culturas de
neuronios e astrocitos e também em culturas de neurdnios, apoiando a hipotese da DJ-1
extracelular exercer uma acao protetora.

Seria interessante analisar o estado oxidativo da cisteina 106 da DJ-1, de modo a
confirmarmos estes nossos resultados com recurso a uma abordagem diferente, percebendo

simultaneamente em que forma oxidativa esta é libertada.

Nao esta esclarecido se a DJ-1 secretada para o meio exerce o seu efeito por acdo nas
membranas celulares ou se tem a capacidade de ser internalizada e assim induzir a protecao
celular intracelularmente. Usando como ferramenta a DJ-1 conjugada a molécula
fluorescente Alexa 488 verificAamos que a DJ-1 exodgena pode ser em neuronios. Contudo
nunca observamos internalizacdo por ND. Também nao se registou internalizacdo por

astrocitos. De modo a concluir o nosso objetivo principal deve confirmar-se o efeito protetor
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da aplicacdo de DJ-1 exdgena na sobrevivéncia neuronal, por exposicdo destas culturas a
H,0,, como ja efetuado por Inden e colaboradores em linha celular SH-SY5Y.

Visto que a capacidade neuroprotetora da DJ-1 foi comprovada, seria importante dar
continuidade a este estudo tentando perceber de que forma a proteina efetua essa protecao,
nomeadamente verificar se esta promove a expressao de proteinas antiapoptdticas ou

antioxidantes.
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