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RESUMO

O Parkinson é wuma doenca cronica que atinge o0s neurdnios
dopaminérgicos levando a morte dos mesmos e causando sintomas como:
bradiscinesia, rigidez postural e tremor de repouso. A doenga ocorre normalmente na
fase idosa, mas quando atinge pessoas mais jovens, é denominada de inicio precoce, e
tém causalidade em sua maioria por mutagoes no gene PARK?2, que codifica a proteina
Parkin. Sabe-se que, além dos sintomas citados, a sarcopenia também pode aparecer
ao decorrer da doencga, e esse disturbio esta relacionado com desregulagdes no
turnover proteico e disfungdes mitocondriais, como no processo de mitofagia.
Mitofagia € a autofagia seletiva de mitocondrias disfuncionais, que pode ocorrer pela
via PINKT1 e Parkin. Estudos confirmam que os animais Parkin’ possuem mitofagia
prejudicada, e, no tecido muscular, podem ser afetados em regeneracdo e contracao.
Diante disso, o trabalho apresentado objetivou analisar o tecido muscular esquelético
de camundongos Parkin’ na meia-idade (10 meses), investigar vias de sintese proteica
e funcionamento mitocondrial, em dois diferentes musculos: sbéleo e tibial.
Observamos que os animais Parkin” na meia-idade nao apresentam perda de
capacidade ou de locomocao motora, mas tém um pequeno déficit no equilibrio.
Vimos que o musculo séleo desses animais € menor em massa e também no didmetro
de miofibras. Além disso, a capacidade respiratdria mitocondrial do sdéleo diminui na
meia-idade nos animais Parkin’. Observamos adicionalmente, que a via de sintese
proteica sofre alteragdes com a idade em ambos os musculos, quando analisamos as
proteinas AKT e 4E-BP1. Em conclusdo, observamos que camundongos Parkin’
apresentam alteragdes na via de sintese proteica muscular na meia-idade,
independente do tipo de miofibra, e que tém atrofia e disfuncao mitocondrial
precocemente nas miofibras oxidativas.

Palavras-chave: Parkin, Mtsculo esquelético, atrofia.



ABSTRACT

Parkinson's is a chronic disease that affects dopaminergic neurons, leading
to their death and causing symptoms such as bradykinesia, postural rigidity and
resting tremor. The disease usually occurs in the elderly, but when it affects younger
people, it is called early onset, and is mostly caused by mutations in the PARK2 gene,
which encodes the Parkin protein. It is known that, in addition to the aforementioned
symptoms, sarcopenia can also appear during the course of the disease, and this
disorder is related to dysregulations in protein turnover and mitochondrial
dysfunctions, such as in the process of mitophagy. Mitophagy is the selective
autophagy of dysfunctional mitochondria, which can occur via the PINK1 and Parkin
pathway. Studies confirm that Parkin-/- animals have impaired mitophagy, and in
muscle tissue, regeneration and contraction may be affected. In view of this, the
present work aimed to analyze the skeletal muscle tissue of Parkin-/- mice at middle
age (10 months), to investigate protein synthesis pathways and mitochondrial
functioning in two different muscles: soleus and tibialis. We observed that middle-
aged Parkin-/- animals do not show loss of motor capacity or locomotion, but have a
small deficit in balance. We saw that the soleus muscle of these animals is smaller in
mass and also in the diameter of myofibers. Furthermore, the mitochondrial
respiratory capacity of the soleus decreases in middle age in Parkin-/- animals. We
additionally observed that the protein synthesis pathway changes with age in both
muscles, when we analyzed the AKT and 4E-BP1 proteins. In conclusion, we observed
that Parkin-/- mice show changes in the muscle protein synthesis pathway in middle
age, regardless of the type of myofiber, and that they have mitochondrial atrophy and

dysfunction early in oxidative myofibers.

Keywords: Parkin, Skeletal Muscle, Atrophy
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INTRODUCAO

Parkin e Doenca de Parkinson

A doenca de Parkinson é uma patologia neurodegenerativa cronica, que ocorre
maioritariamente por razdes idiopaticas em pessoas com idade superior a 65 anos, mas
também pode acometer individuos com 45 anos ou menos, sendo entao referida como
de inicio precocel.Ultimos dados da OMS em 2019 relataram que 8,5 milhGes de pessoas
no mundo sao portadoras da doenca, e que desde o ano de 2000, mais de 300 mil mortes
acometidas por Parkinson foram registradas.

Ja é bem evidenciado que a morte das células nervosas dopaminérgicas € a
causa dos sintomas motores caracteristicos da doenga, como por exemplo a bradicinesia,
rigidez muscular, tremor no repouso e instabilidade postural. Tais caracteristicas
comecam e permanecem o decorrer da doenga, atingindo primeiramente um unico
hemisfério, e com passar dos anos, torna-se bilateral2,3. Ainda nao se sabe a fundo sobre
essa lateralidade, mas é bem evidenciado que o hemisfério contralateral ao do comego
dos sintomas € mais afetado, com maior perda de dopamina 53.

Fatores genéticos, toxicos, reagdes neuro inflamatdrias e disfun¢des do sistema
ubiquitina-proteassoma sao algumas das razdes etioldgicas da doenga, e diversos
modelos animais tém sido criados para estudar melhor o Parkinson4. MutagOes
genéticas correspondem até 10% dos casos da doenga, e mais de 10 genes foram
identificados. O gene PARK2 (Parkin) ¢ alvo de muitos estudos, pois suas mutag¢oes
correspondem até 50% dos casos da patologia de inicio precoce. Parkin codifica uma
proteina de 465 aminodcidos, da classe E3 ubiquitina ligase, que tem importante papel
na manutencao da integridade mitocondrial, através do processo de mitofagia. Animais
Knockout PARK2 mostram actumulo de mitocondrias disfuncionais, o que indica um
importante papel da proteina na fungao celular4.

Mitocondria

A mitocondria é uma organela responsavel pela geracao de energia (ATP),
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producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e também de antioxidantes, e tem papel
crucial no fornecimento de energia celular, além de intervir em fungdes apoptdticas. Um
processo de extrema importancia para controle de qualidade mitocondrial ¢é
denominado Mitofagia, uma autofagia seletiva que remove mitocOndrias
disfuncionais1l. A mitofagia pode ocorrer por mecanismos dependentes de receptores
e de ubiquitina. Na mitofagia dependente de receptores, proteinas como BNIP3,
NIX/BNIP3L, FUNDCI1, BCL2-L-13 e FKBP8 sao relacionadas. O foco de nosso presente
estudo ¢ a Mitofagia dependente de Parkin, que como citado acima, age como uma E3
ubiquitina ligase. Parkin é ativada via PINK1 e entdo ubiquitina proteinas da
membrana externa da mitocondria, como VDAC e Tom20 para dar inicio ao processo de
mitofagia. As cadeias de ubiquitinas deixadas por Parkin sdo reconhecidas por
receptores autofagicos (p62/SQSTM1), que ao se ligarem a LC3 I e II formam a
membrana do autofagossomo. Por fim, a mitocondria é degradada com a fusao do
autofagossomo ao lisossomo13-16.

A disfun¢ao da mitofagia mediada por Parkin pode ser componente de
diversos quadros patoldgicos: doengas neurodegenerativas, disturbios em Orgaos
enddcrinos, coracao e doencas musculares, além de ser uma caracteristica do
envelhecimento normal. Fibras musculares de individuos acima dos 90 anos possuem
deficiéncia na cadeia respiratoria mitocondrial26. As deficiéncias funcionais na
mitocOndria relacionadas a idade levam a um aumento de estresse oxidativo, através de
uma elevada produgao de ROS. H4 também um desequilibrio em redutores, como o
NADH, e consequentemente essas alteragdes levam a perda de fungao do musculo
esquelético, e a perda de massa muscular27.

Tecido Muscular Esquelético e sintese proteica

O tecido muscular esquelético é o mais abundante nos vertebrados, e além de
ser um determinante de forca, desempenho e resisténcia, estd envolvido em outras
fun¢des importantes, como a captacao de glicose. Também possui alta capacidade
regenerativa, por ser altamente suscetivel a lesdes28. O musculo esquelético possui

diferentes tipos de miofibras, que sao divididas em: contracao lenta “vermelha” —I e Ila
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e contragao rapida “branca” — IIb e IIx. Nao s6 a morfologia das miofibras ¢ diferente,
como o metabolismo também: as fibras vermelhas utilizam mais dos lipidios como
obtencao de energia, e sao mais ricas em mitocondrias. J4 as miofibras brancas, utilizam
em sua maioria a glicose como substrato energético22.

A estruturacdo da massa muscular esquelética, bem como o tamanho da fibra
é reflexo do equilibrio entre sintese e degradacdo de proteinas nesse tecido, o também
chamado turnover proteico. Esse processo, no entanto, pode ser afetado diretamente
pela fusao de células satélites, perda ou adicao de miontcleos, ja que a fibra muscular é
uma estrutura multinucleada. A reducao do volume muscular, também chamada de
atrofia, ocorre com a desregulacdo desse turnover, mas pode responder de maneiras
diferentes, a depender do estimulo6. Como exemplo, a desnervagio do musculo
diafragma do rato leva a atrofia das miofibras tipo IIx e IIb, a0 mesmo passo em que, as
miofibras Ila ndao sofrem alteragdes e as miofibras do tipo I, sofrem uma leve
hipertrofiaZ7. Num outro caso, de privagao de nutrientes, os musculos de contragao lenta
como o soleo, tem menos sensibilidade em compara¢do aos musculos de contragdao
rapida8. A diferenga nessa resposta pode refletir ao fato de que a atividade contratil,
relativamente maior em fibras tipo I e Ila, opdem-se ao processo de atrofia, via
coativador transcricional PPAR-y coativador-1a (PGC-1a)9.

Uma via indispensavel para crescimento e sobrevivéncia celular que se mostra
alterada no processo de atrofia, é a IGF-1/PI3BK/AKT/mTOR. Apos a ativagao através da
tfosforilagao de PDK1 por PI3K, AKT ativa Ikka, que fosforila e ativa mTORCI1. Nessa
cascata, duas proteinas sao bem estabelecidas como efetoras: elF4E e 4E-BPs. A elF4E é
dependente da translocagao de cap para iniciar a traducao. Para isso, a fosforilacao de
4EBP ¢ indispensavel. No final da via, ocorre a inibi¢ao da fosforilacao de 4ebp, inibindo
elF4E estimulando a sintese proteical0. Além disso, O IGF-1 aumenta os niveis de
proteina de B-catenina (um fator de transcri¢ao envolvido no crescimento do musculo
esquelético) pela fosforilacao da glicogénio sintase quinase 3 beta (GSK3[3), que previne

a atrofia e pode até induzir hipertrofia em ratos tratados com dexametasona36.



14

Mitocondria, tecido muscular e Parkin

Sabe-se que na atrofia muscular, ha aumento da produgao de ROS, prejuizo na
producao de ATP e disfungao do poro de transicao da permeabilidade mitocondrial
regulador da apoptose (mPTP)11. Pesquisas apontam a importancia da proteina Parkin
na integridade das mitocondrias, e na satide do musculo esquelético. Animais Parkin-/-
mostram-se com fung¢do mitocondrial prejudicada, além de apresentarem
comprometimento em contragdo muscularl7-18. Um estudo mostrou que a falta de
Parkin potencializa a perda de massa muscular induzida pelo jejum em camundongos,
regulando positivamente genes catabdlicos29. Um outro estudo apontou que a
superexpressao de Parkin no musculo tibial de camundongos envelhecidos atenua a
perda de massa muscular decorrente da idade, e melhora atividades de enzimas
mitocondrias, além de aumentar a for¢a30. Adicionalmente, nosso grupo demonstrou
que camundongos Parkin-/- apresentam prejuizo em regeneragao apods lesdo do
musculo tibial anterior19.

Parkin também estd envolvido em outras patologias, como na Doenga
pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). Um estudo em células epiteliais pulmonares de
camundongos modelos da doenga, concluiu que a superexpressao da proteina recupera
a mitofagia prejudicada e mitiga a progressao da DPOC43. Além disso, outro estudo
observou que pacientes com Sarcopenia relacionada a DPOC tinham menor expressao
de parkin no musculo, e maior acimulo de MURF-1, uma proteina relacionada a atrofia
muscular. Adicionalmente, observaram em miotubos C2C12 que o Knockdown de
Parkin levou a um aumento na producao de ROS no tratamento com extrato de
cigarro44. Parkin também esta relacionado com as disfun¢des mitocondriais da Diabetes
tipo 2. Uma revisao enfatizou o papel da mitofagia na doenga, e revela que modelos
animais e humanos da doencga tem redugao da expressao de PARK2 acompanhados de
um aumento de ROS em células § pancreaticas45. Em conjunto, esses dados nos revelam
que a proteina estd relacionada com a mitofagia em diversos tecidos, e que a diminuicao
de sua expressao aparece em diversos quadros patoldgicos, em conjunto a falhas na

respiracao mitocondrial.
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Esta claro que a proteina Parkin exerce importante papel na satde muscular,
e que a perda ou disfuncdo da mesma, leva a desordens no tecido. Porém hd escassez de
dados em modelos animais de meia-idade. Nao estd claro quando as disfungdes
advindas da falta de Parkin comecam ou sdo acentuadas, e de qual maneira elas se
iniciam e afetam o musculo esquelético e suas diferentes fibras. Diante disso, tivemos
como foco principal analisar o musculo esquelético de camundongos Parkin-/- na idade
de 10 meses, enfatizando funcionamento mitocondrial e sintese proteica em diferentes
musculos. Nossa hipdtese inicial, era de que os animais Parkin-/- na meia idade
apresentassem precocemente alteracoes musculares relacionadas a perda de massa
muscular natural da idade avangada, e que essas alteragdes seriam diferentes entre os

tipos de fibras musculares.
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CAPITULO 1: OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi apontar as caracteristicas morfologicas e
biomoleculares do musculo esquelético de animais Parkin-/- na meia-idade

Capitulo 1.1 Objetivos especificos

Avaliar capacidade de equilibrio de animais na meia-idade. Aqui, realizamos o
protocolo de Walking beam test, onde mensuramos pegadas, tempo de percurso,
empurrdes e escorregoes dos animais WT e Parkin-/- na idade de 10 meses.

Analisar a locomogao motora dos animais nos diferentes genotipos e idades. A
fim de observarmos se os animais Parkin-/- apresentam mudangas na locomocao
motora, medimos a movimentagao, em centimetros, no teste de Open Field

Avaliar capacidade motora e poténcia maxima. Aqui, realizamos o teste em
esteira de poténcia maxima e o teste de spider mice, a fim de observarmos se a
capacidade de realizacao de tais testes tem influéncia de gendtipo e/ou idade.

Analisar massa corporal e muscular. Antes da coleta dos tecidos, os animais
foram pesados em balanga de precisao. Apds eutandsia, os musculos: soleo e tibial
anterior foram coletados e pesados. A escolha de tais musculos se deu por apresentarem
tipos de fibras distintas.

Examinar a morfologia das fibras musculares. A fim de observarmos a estrutura
da fibra muscular, apds coloragao de hematoxilina e eosina (no musculo tibial) e
atividade atpasica da miosina (ATPase - no musculo sdleo), utilizamos o software Image]
para mensurar a area de secgao transversal através da medida de minimo didmetro de
Feret. No soleo, o diametro foi mensurado por tipo de fibra.

Verificar capacidade de respiragao mitocondrial dos musculos. Tibiais e soleos
de animais com 10 meses de idade tiveram a capacidade de respiragao mitocondrial

mensurada através do protocolo de Oroboros, a fim de verificar a fungao da organela.
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Investigar proteinas relacionadas a sintese proteica. Para observarmos o
Turnover proteico, através de Western Blot, analisamos a expressao de marcadores de

sintese proteica.
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CAPITULO 2: METODOLOGIA

Animais

Os animais utilizados para o desenvolvimento deste trabalho (CEUA n° 5628-
1) foram camundongos machos C57BL/6] (WT) e animais nocaute para Parkin, da
linhagem Parkintm1Shn (Parkin-/-), fornecidos pelo Centro multidisciplinar para
investigacao bioldgica na area da ciéncia em animais de laboratério, CEMIB. Foram
mantidos em regime claro/escuro de 12 horas/ 12 horas, em gaiolas dispostas em
gabinetes com exaustdao de ar e temperatura variando de 20 a 26°C. A umidade foi
monitorada entre 40 a 60% no Biotério Central da Faculdade de Ciéncias Aplicadas. A
racao utilizada para alimentacdo foi do tipo padrao comercial (Nuvilab®) e a dgua
potavel e clorada, ambas ad libitum. Os animais foram acompanhados na pesquisa
desde os 2 até os 10 meses de idade. Esse trabalho utilizou um total de 120 animais.

Os animais estavam sendo sempre observados quanto a sinais de dor e
estresse, e, para evitar os desconfortos, o manipulador se apresentava livre de odores
artificiais (perfumes e afins), utilizando corretamente os EPIs (mdscara, touca, luvas,
propés e jaleco).

Os animais agrupados desde a sua chegada ao biotério nao foram reagrupados
em outras caixas, e se mantinham em cinco animais por gaiola. A mesma foi
frequentemente trocada, com maravalha limpa e livre de umidade. As garrafinhas de
agua foram higienizadas a cada troca. A eutandsia ocorreu por superdose de anestésico.
Aplicamos por via intraperitoneal uma dosagem de 240 mg/kg de cetamina e 30mg/kg
de xilazina.

Sobre o desenho experimental da pesquisa, utilizamos as duas linhagens

descritas (WT e Parkin-/-) em duas idades diferentes:

Walking beam test
O teste foi realizado no periodo da tarde, as 14:00 horas. Nesse protocolo, os

camundongos de meia-idade WT e Parkin-/- foram treinados para atravessar trés vigas
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de diametros diferentes e comprimento de 80 centimetros. No teste mensuramos
numero de pegadas, escorregdes com as patas traseiras e tempo de percurso. As vigas
ficaram a 50 centimetros do chao, na direcdo horizontal. Cada viga tinha 1 metro de
comprimento e os didmetros de: 6 milimetros, 12 milimetros e 18 milimetros. O percurso
analisado foi de 80 centimetros, sendo que, nos 10 centimetros iniciais da viga, os
camundongos foram colocados, e nos 10 centimetros finais foram retirados. Os
camundongos foram primeiramente vivenciados em dois dias consecutivos, no mesmo
horario. O teste foi filmado e a camera foi posta de maneira que se possa enxergar o
comeco e o final de cada viga. Os camundongos foram submetidos a caminhar 1x em
cada viga, comecando do maior didmetro para o menor.
Open-field

O teste foi realizado no periodo da manha, as 10:00 horas. Com uma arena de
formato circular de 60 centimetros de diametro e 48 centimetros de altura, o teste de
campo aberto (open field) foi realizado nos camundongos machos WT e Parkin-/- nas
idades de 3 e de 10 meses. O protocolo objetivou-se em analisar a atividade locomotora
dos animais dentro da arena, que é dividida em 19 quadrantes, e tem sua parte superior
aberta. Durante 10 minutos os camundongos permaneceram na arena, sendo os 5
minutos iniciais de reconhecimento e adaptagao, e nos 5 minutos seguintes houve a
gravacao e a avaliacao da ambulagao total.

Teste de poténcia maxima

O teste foi realizado no periodo da tarde, as 14:00 horas. Os animais foram
previamente adaptados numa esteira (AVS projetos) no dia anterior ao teste. O mesmo
consistiu na verificacdo da poténcia maxima de corrida dos animais. Os camundongos
foram colocados na esteira, que aumentava de velocidade a cada 3 minutos. A
velocidade inicial é de 12 metros por minuto. O estimulo de choque fazia com que os
camundongos continuassem a atividade e a fadiga era atingida quando os mesmos nao
respondiam mais ao choque. Entao, eram retirados da esteira, e o tempo de percurso,
velocidade e distancia eram anotados.

Spider mice
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O teste foi realizado no periodo da manha, as 10:00 horas. Os camundongos
foram previamente adaptados, numa grade de 45 centimetros x 45 centimetros, com
quadrados de 1 centimetro x 1 centimetro, nos quais os animais se agarravam, de
maneira a ficar suspensos acima de um tambor com agua. A adaptacdo consiste em
deixa-los pendurados e depois, direciond-los a dgua, por trés vezes. O teste se inicia apds
a adaptacao, e, um por um, os animais sao colocados na grade e € verificado o tempo em
que permanece agarrado, de ponta cabecga, até que caia na agua. Todos os animais
passaram no teste por trés vezes, e a média dos tempos foi utilizada.

Coloracao Hematoxilina e Eosina
O musculo tibial anterior foi coletado, e preservado em Isopentano e OCT, e
armazenado em Freezer. O corte dos tecidos ocorreu em criostato, tamanho de 9um e
cada lamina apresentava um total de 4 cortes do mesmo tecido. 4 laminas de cada animal
foram direcionadas a coloracdo de hematoxilina e eosina, da seguinte maneira: alcool
95% para fixar o tecido, por 2 minutos. Retiramos o alcool e acrescentamos hematoxilina
por 90 segundos, e na sequéncia, eosina por 1 minuto. Ap0s isso, as laminas passaram
por banhos de alcool 70%, 80% e 95%, cada um com 3 minutos de duragao. O &lcool
absoluto foi usado na sequéncia, por 3 minutos em 3 banhos, para entao, ocorrer 3
lavagens com xilol. Apds secas, as laminas foram fechadas com laminulas e entellan.
ATPase
Os tipos de fibras (I e II) do musculo soleo foram mensurados a partir da técnica de
ATPase descrita em “Bancroft’s Theory and Pratice of histological techniques”. Apds
preservacao, o tecido foi seccionado em cortes de 8um. Para cada animal, utilizamos 2
laminas: uma para coloragao com tampao basico (pH 9,4) e uma para tampao 4cido (pH
4,6). A mensuragao dos resultados foi feita via Imagej, através da medida de Ferret’s, de
maneira cega.
Respiragao mitocondrial
O consumo de oxigénio mitocondrial (pmol s- mL-1) foi determinado utilizando
o Oroboros O2k (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria), e analisado no DatLab 7

(Oroboros Instruments). Musculos séleo e tibial dos animais foram coletados e levados
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a camara O2k, em meio Mir05 em um volume total de 2 mL por camara. Foram
adicionados os substratos para andlise da atividade de oxidagao de acidos graxos (FAO),
Complexo I (CI) e Complexo II (CII). O protocolo foi adaptado do descrito em
https://wiki.oroboros.at/index.php/SUIT-017. A adicdo dos substratos foi feita na
seguinte concentracao: Malato (0,5mM), Octanoylcarnitina (0,2mM), ADP (2.5mM),
Glutamato (10Mm), Succinato (10mM) e ADP (5mM). A via de oxidacao de acidos
graxos foi estimulada com Malato e Octanoylcarnitina, e ao adicionar ADP, a via de
fosforilagao oxidativa foi ativada, utilizando-se de acidos graxos com o substrato. Em
seguida, o complexo I foi estimulado ao adicionarmos Glutamato e a atividade do
complexo II com adi¢ao de Succinato. Por fim, a segunda adigao de ADP estimulou
novamente a via de fosforilacao oxidativa na presenca de substratos do complexo I e IL
Western Blot

Os musculos foram macerados e diluidos em tampao de extragao (0.625% Nonidet P-
40, 0.625% [W/V] deoxicolato de sddio; 0.00625M Fosfato de sodio pH 107,2, ImM EDTA
pH 8 e 1 % de inibidores de fosfatase e protease) e centrifugados a 15.000 G por 10
minutos. O sobrenadante foi entdao retirado e em seguida encaminhado para a
quantificacdo utilizando o método Bradford (Bio-Rad). O gel de eletroforese foi
preparado com gradiente de 4-10% e o de stacking 5% e para eletroforese foram
aplicados 40ug de proteinas diluidas em tampao de Laemmli. Antes da incubagao com
o anticorpo primdrio a membrana passou por 4 lavagens de 5 minutos com TBS-T (0,1
% tween 20) e pré-bloqueio com solucao de 5% de BSA em TBS-T por 1 hora. Os
anticorpos primarios foram diluidos em uma solugao com 5% de BSA em TBS-T e
incubados overnight a 4°C. Apos a incubacdo com o anticorpo primdrio, a membrana
passou por mais 4 lavagens com TBS-T e foi incubada com anticorpos secundarios
conjugados com peroxidase, em uma proporcao de 1:20.000 em uma solugao de TBS-T.
Para finalizar, a membrana foi lavada novamente, por 3 vezes, e entdo revelada
utilizando o reagente Luminata Forte Western HRP (EMD Millipore) e
fotodocumentador.

Analises estatisticas
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Os dados foram comparados como média e desvio padrao. As diferencas entre os
grupos foram analisadas usando o teste ANOVA two Way e Teste T de Student, apos a
determinacdo da normalidade dos dados (GraphPad Prism 9), tendo
como nivel de significancia estabelecido em menor de 5%. Andlises de area de seccao
transversal foram realizadas com o software Image]. Toda a andlise dos testes

comportamentais e dos experimentos histoligicos foram realizadas de maneira cega

CAPITULO 3: RESULTADOS

Primeiramente, objetivamos analisar como os animais se encontravam com relacao a
funcionalidade motora. Ao utilizarmos o protocolo de Walking beam test pudemos
observar se animais Parkin- em meia idade possuem déficits no equilibrio. Nao
encontramos diferencas significativas em numeros de escorregdes, estimulos ou
tempo de travessia de feixe entre os grupos (Figura 1 B). Porém, no didametro menor
(bmm), os animais Parkin+ apresentam um nuimero maior de passos, o que pode
indicar adaptagoes locomotoras perante um desafio (viga estreita). Em seguida,
realizamos o teste Open field, para avaliarmos a locomocao dos animais. Os animais
Parkin+ na meia-idade tinham uma maior ambulacao total em relagao aos WT na
mesma idade e aos dois genotipos mais jovens (Figura 1 C). Por dltimo, para
avaliarmos o desempenho motor, utilizamos dois testes: de Poténcia maxima em
esteira e o Spider mice. No primeiro, ndo encontramos diferencas entre os grupos

(Figura 1 D). Ja no segundo teste, ambos os gendtipos aos 10 meses permaneceram



23

menos tempo pendurados na grade, com relagdo aos mais jovens. (Figura 1 E)
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Figura 1- Avaliacdo de capacidade motora e equilibrio. A- Desenho experimental. B- Caminhada de Feixe:
Anadlise do tempo de percurso, pegadas, escorregdes e empurrdes, no teste Walking beam, de animais WT e Parkin-
- na idade de 10 meses. (n=6). C- Atividade motora: Analise de ambulacao total de animais WT e Parkin’ nas
idades de 3 e 10 meses, através do teste de Open field. (n=6) D- Poténcia maxima: Andlise de poténcia maxima,
medindo tempo maximo de permanéncia em esteira e distancia percorrida, progredindo velocidade (n=6). E-
Spider mice: Andlise do tempo total (em segundos) que os camundongos permaneceram pendurados. Estatisticas
realizadas em GraphPad, Teste two-way ANOVA, e post-hoc de Bonferroni. Valor de p<0,05

Em seguida, analisamos a massa corporal total e os musculos dos animais nos
diferentes grupos. Observamos que ambos os genotipos, WT e Parkin’ ganham
peso corporal ao decorrer daidade (Figura 2 A). A massa muscular do musculo tibial
nao sofreu diferencas (Figura 2 B), porém, a massa do sdleo dos animais Parkin’ foi
menor aos 10 meses. (Figura 2 C) Tal medida ¢ complementada ao analisarmos o

diametro de Feret’s, cujo musculo sdleo se encontra menor no grupo Parkin’ aos 10



meses de idade, no geral e no tipo I de fibra. (Figura 2 E) Em contrapartida, no

musculo Tibial, ndo foram observadas diferengas entre os grupos. (Figura 2 D)
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Figura 2- Massa corporal total e massa muscular. A- Massa corporal: Massa corporal total, em gramas, de animais
Wt e Parkin’- aos 3 e 10 meses de idade. (n=6) B- Massa do Tibial: Massa do musculo Tibial Anterior, em razao
a massa corporal de animais Wt e Parkin’ aos 3 e 10 meses de idade. (n=6). C- Massa do Séleo: Massa do musculo
Séleo, em razdo da massa corporal de animais Wt e Parkin’ aos 3 e 10 meses de idade. (n= 6). D- Diametro de
Feret’s: Analise de area de secgdo transversal do musculo Tibial Anterior, medida de Feret, em coloracao de
Hematoxilina e Eosina, de animais Wt e Parkin’ aos 3 e 10 meses de idade. (n=4) E- Didmetro de Feret’s, Tipo I,
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Tipo II e Didmetro total: Area de seccio transversal por tipo de fibra do musculo Séleo, medida de Feret, em
reacao de ATPase, de animais Wt e Parkin’ aos 3 e 10 meses. (n=4) Valor de p<0,05

Dando sequéncia a nosso estudo, observamos o consumo de oxigénio dos musculos
tibial e s6leo, nos animais WT e Parkin’ aos 10 meses de idade. Para isso, os musculos
foram extraidos e levados ao equipamento Oroboros O2k Nossos achados
demonstram que o musculo tibial ndo sofreu altera¢des significativas (Figura 3 A), no
entanto, o musculo soleo de animais Parkin’ tém regulacio negativa em dois
complexos da cadeia respiratéria: Complexo II (com a adicao de Succinato) e

Respiracao maxima (com adi¢ao de ADP) (Figura 3 B)
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Figura 3- Respiracao mitocondrial. A- Musculo tibial: Analise de respiracao mitocondrial através da técnica
de Ouroboros, do musculo tibial anterior de camundongos WT e Parkin’ aos 10 meses de idade. (n=6) B-
Musculo s6leo: Anadlise de respiragdo mitocondrial através da técnica de Oroboros, do musculo séleo de
camundongos Wt e Parkin’ aos 3 meses de idade. Valor de p<0,05

Tendo em vista os resultados anteriores, prosseguimos para a andlise de vias sintese
proteica dos musculos coletados. Para isso, averiguamos os niveis de AKT (ser473)
e 4E-BP1 (TRH70). Curiosamente, no musculo tibial (Figura 4 A), os animais Parkin-
I~ aos 3 meses tém maiores niveis de fosforilagao de AKT comparado ao genotipo
selvagem, e aos 10 meses, a fosforilacao diminui na falta da proteina. Na andlise de
4E-BP1 encontramos que os animais Parkin’ tém menores niveis de fosforilagao na

meia-idade quando comparados aos animais WT. Todavia, no musculo séleo de
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animais Parkin’- observamos uma regulacao positiva na fosforilacao de AKT e 4E-

BP1 aos 3 meses, mas ndo na meia-idade. (Figura 4 B)
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Figura 4- Western Blot. A: Analise de western blot da expressao de atividade de AKT e 4E-BP1, realizada
com a razao da expressao total e fosforilada, do musculo tibial anterior de camundongos WT e Parkin’ aos
3 e 10 meses de idade. (n=4) B: Andlise de western blot da expressao de atividade de AKT e 4E-BP], total e
fosforilados, do musculo soleo de camundongos Wt e Parkin’ aos 3 e 10 meses de idade. (n=4) Valor de

p<0,05

CAPITULO 4: DISCUSSAO

Nosso estudo observou que a falta de Parkin leva a diminui¢gao no tamanho
das miofibras oxidativas e alteracdes moleculares em vias de sintese proteica em
miofibras glicoliticas e oxidativas na meia-idade. Até o momento, nao haviam
evidéncias de como a falta da proteina afetava o tecido muscular em diferentes fibras.
Também mostramos que a capacidade motora dos animais nao é afetada, apesar das

modificagOes histologicas e moleculares.

A medida de desempenho no Walking beam test é bastante utilizada para
avaliar coordenacdo motora e equilibrio em roedores. O teste é capaz de detectar
déficits motores relacionados a idade, lesdes cerebrais e farmacologia de algumas
drogas?'. Nosso proposito ao utilizarmos o protocolo era identificar déficits no

equilibrio. Observamos que os animais Parkin’ possuem déficits no equilibrio apenas
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no didmetro menor (6bmm). Isso nos indica que perante a um desafio (viga estreita), o
genotipo apresenta um pior desempenho. Em conjunto com esses dados, observamos
no teste de Open field, uma maior ambulagao total do mesmo grupo. Esse teste visa,
além de avaliar a locomogao, analisar parametros relacionados a ansiedade, através da
exploracao de quadrantes do campo. Ao ser colocado no centro do equipamento,
normalmente o animal corre para a borda e explora ao seu redor. Quando se habitua
ao ambiente, a ansiedade diminui, e ele passa a frequentar mais as regides centrais do
campo’’. Esse aumento de locomogao pode estar associado a niveis de estresse e
ansiedade, porém, para confirmagao, seria necessaria analises mais sucintas como a
permanéncia no centro e niumeros de groomings. Contudo, o foco era apenas investigar
se haviam déficits locomotores e esses pontos nao foram observados. Para
complementar os testes de equilibrio e locomocdo, realizamos protocolos para
averiguar a poténcia aerdbica muscular e resisténcia fisica, através do Teste de poténcia
maxima em esteira e Spider mice. A poténcia maxima nos revelou que idade e genotipo
nao influenciam no rendimento dos animais, porém no Spider mice, ambos genotipos
passam menos tempo pendurados na grade. Uma possibilidade é que a massa corporal
total influencie nesse teste, j4 que ambos possuem aumento dessa medida. Por fim,
nossos dados, coletivamente, mostram que a falta de Parkin leva a alteragdes motoras
pequenas nos animais na meia-idade, apenas relacionadas a equilibrio quando postos

a um maior desafio.

Concluindo que os animais estao funcionalmente estaveis, seguimos com o
estudo e analisamos a massa corporal e muscular esquelética. Mostramos que os
camundongos knockout para Parkin também aumentam a massa corporal ao decorrer
do tempo, como ocorreu com o genotipo selvagem. Ao quantificarmos a massa do
musculo so6leo, observamos uma queda nos camundongos Parkin’ na meia-idade, o
que nao acontece no tibial anterior. J4& foi mostrado anteriormente que Parkin

superexpresso em camundongos envelhecidos protege contra a atrofia e aumenta a
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expectativa de vida de Drosophilas*. Sabe-se que a atrofia do musculo esquelético pode
afetar de maneiras diferentes os tipos de fibra, a depender do processo fisioldgico
envolvido. O desuso muscular e lesdes na medula espinhal levam a diminui¢ao do
diametro das miofibras do tipo oxidativas, enquanto a caquexia e envelhecimento,
acabam atingindo maioritariamente as miofibras do tipo glicoliticas?. Sugerimos
entdo, que os nossos camundongos Parkin’ estejam sendo afetados maioritariamente
nas miofibras do tipo I e Ila, predominantemente oxidativas, do musculo soleo, e nao
no musculo tibial que possui uma maior proporcao de tipo IIb e IIx sendo

predominantemente glicolitico.

Para analisarmos sucintamente as alteragdes histologicas do tecido muscular,
utilizamos o minimo diametro de Feret e observamos que na meia-idade, a falta de
Parkin leva o musculo soleo a apresentar menor didametro de miofibras comparado ao
genotipo WT, o que complementa o achado que descreve menor massa no mesmo
musculo. A literatura nos mostra que as miofibras do tipo oxidativas podem ser
afetadas em diversos quadros, sofrendo conversao para miofibras do tipo glicoliticas
como na obesidade, na lesao da medula e no desuso muscular*#%. Na apneia obstrutiva
do sono, essa conversao também acontece, e ¢ acompanhada da regulacdo negativa de
PGC-1a, um regulador chave da biogénese mitocondrial*’. Diante disso, a conclusao
mais clara € que a falta de Parkin ja tras disfuncionalidades no musculo esquelético na
meia-idade sem intervengdes drasticas ou desafios, e que isso prioritariamente, atinge
as miofibras oxidativas. Além disso, pode existir uma relacao da atrofia especifica ao

tipo de miofibra com funcionamento mitocondrial.

As mitocondrias disfuncionais sao relacionadas a processos de atrofia muscular.
Durante o desuso muscular prolongado, ha aumento na produgao de ROS e
diminui¢ao da capacidade respiratéria mitocondrial do musculo esquelético. Embora

as espécies reativas de oxigénio sejam sinalizadoras na regulacao da homeostasia das
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miofibras musculares, os altos niveis de sua produgao impactam negativamente na
manutenc¢ao de massa muscular?’. Ao mesmo passo, a produgao de ROS também se
eleva no processo sarcopénico juntamente a diminui¢ao na produgao de ATP*. Sabe-
se que a perda de Parkin leva a disfun¢des mitocondriais no musculo e em neurdnios
dopaminérgicos, o que leva a atrofia muscular e a perda desses neuronios®. Além
disso, um estudo realizado em miotubos C2C12 que realizou um knockdown de Parkin
mostrou prejuizos na renovagao mitocondrial e atrofia desses miotubos in vitro*.
Diante disso, avaliamos a capacidade respiratoria de nossos grupos de estudo e
encontramos diferenca no séleo de animais Parkin’ na meia-idade que apresentaram
menor respiracdo na adicdo de Succinato (Complexo II) e de ADP ( capacidade

OXPHOS).

Alteragoes na estrutura do musculo envelhecido atréfico estao relacionadas também
a regulacao negativa de PGC-1a e a disfun¢ao na cadeia respiratoria, e isso ocorre de
maneira diferente nos tipos de miofibra*. Um estudo observou que camundongos
envelhecidos possuem diferengas na respiracao quanto ao tipo de miofibra, mas que
isso ndo necessariamente reflete a gravidade da perda de massa. Os autores
observaram que o musculo gastrocnémio tem maior perda de massa muscular que
soleo e EDL, porém, na respiragao, o sdleo apresentou maiores prejuizos®. Nosso
estudo € o primeiro a demonstrar que a falta de Parkin leva a altera¢des no musculo
esquelético na meia-idade, sugerindo que os camundongos knockout sao prejudicados
precocemente, e a depender do tipo de miofibra. O resultado da técnica de Oroboros em
nosso estudo é complementar a atrofia encontrada no séleo, e nos reforca a ideia de
que a falta de Parkin influencia ndo somente na morfologia do tecido muscular de
predominancia oxidativa, mas também na capacidade mitocondrial dos mesmos,

ainda que o modelo experimental nao se encontre em idade avancada ou com lesdes.
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A sintese proteica muscular tem importante fun¢ao no crescimento e manutencao da
massa muscular, o que reflete na satde e qualidade de vida do individuo®. Utilizamos
a técnica de Western Blot para as proteinas AKT e 4E-BP1. A AKT ¢é uma
serina/treonina quinase mediadora do crescimento e sobrevivéncia de células em
diferentes tecidos e promove a sintese proteica de varias maneiras como na ativagao
de p70 e S6K e diminui¢do da sinalizacao FOXO1/3a*. Ja a fosforilagao da 4E-BP1
resulta na desassociacao com elF4E permitindo assim a ligacao de eIF4E a elF4G que

promove o inicio da tradugao®.

Observamos diferentes regulagdes das proteinas nos diferentes musculos. Apesar de
notarmos uma diminui¢ao da fosforilacao de AKT e de 4E-BP1 no gendétipo Parkin’ na
meia-idade no musculo tibial anterior, indicando um menor estimulo de sintese
proteica, 0 mesmo ainda nao resulta em alteragdes morfoldgicas. Além disso, esse
musculo apresenta maiores niveis de fosforilagio de AKT aos 3 meses de idade, na
auséncia de Parkin. Ja no séleo, onde observamos diminui¢ao de diametro de miofibras
na auséncia de Parkin na meia-idade, nao observamos queda da sintese, mas
constatamos que aos 3 meses, a via esta mais ativa. Nao esta claro na literatura se
existem diferencas na sintese proteica muscular com relagao ao tipo de fibra. Um
estudo mostrou no musculo de camundongos que a privagao alimentar por 48 horas
induziu menor sintese proteica nas miofibras do tipo IIx e IIb em comparagao com as
do tipo I e IIa*. Um outro estudo realizou denervagao em camundongos e observou
que a mTOR ¢ ativada e tem importante papel para mitigar a atrofia decorrente do
procedimento, mas que isso ndao ocorria em miofibras do tipo IIb*. O fato de
observarmos que os animais Parkin’ jovens tém a fosforilagao de AKT maior em
ambos os musculos e de 4E-BP1 no sodleo, pode sinalizar uma supercompensacao da
via, onde a necessidade da fosforilacdo das proteinas ¢ maior para manutengao da
sintese proteica e da massa muscular, o que é complementar ao fato de que os animais

knockout aos 3 meses nao tém menor diametro de miofibras em ambos os musculos
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coletados. Nao é a primeira vez em que é demonstrada uma interagdo de Parkin na
via de mTOR. Em situagdes de estresse mitocondrial, em células Hela, mTORC1 ¢é
ubiquitinada por Parkin através dos sitios de ubiquitinagao K2066 e K2306, impedindo
a diminuicao dessa via e promovendo a sobrevivéncia celular’. Outro estudo
demonstrou que a superexpressao de Parkin no musculo esquelético de camundongos
jovens promoveu hipertrofia e maior atividade da via Akt/mTORC1. Além disso, em
camundongos idosos, protegeu da perda de massa muscular decorrente da idade®.
Perante a capacidade de Parkin de manter a ativa¢dao da via de mTOR, uma possivel
explicagao para nossos resultados é que a falta da proteina estd tornando a via menos

ativa numa idade mais avancada, resultando em menor fosforilacao de AKT e 4E-BP1.

A literatura nao nos fornece indicios suficientes, mas nossa descoberta nos leva a crer
que as miofibras do tipo I e Ila sofrem mais com a perda de Parkin em animais na meia-
idade, e que isso pode estar associado a maior demanda mitocondrial, visto que a
perda de Parkin acompanha menor atividade de Complexo II e de capacidade de
OXPHOS no soleo. O musculo tibial ainda nao sofre alteragdes em seu diametro de
miofibras, mas notamos a diminui¢ao na via de sintese proteica com a falta de Parkin
na meia-idade , o que nos reforga o citado acima sobre a interagao da proteina com a
via de mTOR. Isso nos leva a concluir que os camundongos Parkin”" nao acompanham
o quadro comum da sarcopenia no envelhecimento, a qual sofre com a perda de
miofibras glicoliticas maioritariamente. Nossos achados também nos levam a crer, que
a falta da proteina no musculo esquelético de animais jovens demanda uma maior
ativacao da via de mTOR, para manutengao da massa muscular, o que nado se sustenta
ao decorrer da idade, e acarreta em atrofia precoce das miofibras musculares de

predominancia oxidativa.
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CAPITULO 5: CONCLUSAO

Os dados apresentados neste estudo nos levam a concluir que a falta de Parkin em
camundongos na meia-idade leva a alteragdes na estrutura muscular esquelética, no
tipo de fibra e na respiragao mitocondrial, e que isso ocorre de maneira diferente a
depender do tipo de miofibra do tecido. Apesar das altera¢des descritas, observamos
que nao ha prejuizos na capacidade motora ou locomogao, o que fornece indicios de
que o tecido muscular esquelético apresenta disfun¢des biomoleculares na falta de

Parkin na meia-idade,e que isso precede alteragdes mecanicas.
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