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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum no
mundo, sendo a primeira a doenga de Alzheimer. Os pacientes com DP possuem
perda de neurbnios dopaminérgicos na substancia negra dos ganglios da base e
comprometimento motor, devido a diminuicdo da sinalizacdo da dopamina. Estudos
mostram que o acumulo anormal da a-sinucleina nos neurénios esta relacionado com
a neurodegeneracao. Além disso, mutacdo de alguns genes, como 0 SNCA, PARK2,
PINK1, DJ-1, ATP13A2 e LRRK2 e/ou a exposi¢cdo a agentes neurotdxicos, como
paraquat e rotenona, podera aumentar as chances de desenvolver a DP. Existem
varios modelos animais usados para estudar a doenca de Parkinson, o Caenorhabditis
elegans (C. elegans) fornece varias vantagens para o estudo da doenca de Parkinson,
pois esse nematdide possui sistema de neurotransmissao conservados durante a
evolucao; produzem dopamina, através dos 8 neurénios dopaminérgicos; podem ser
usados para estudar o efeito de neurotoxinas; além de também possuirem cepas que
expressam a a-sinucleina humana. Além do mais, pode ser avaliado os genes Irk-1,
pink-1, pdr-1, djr-1.1, catp-6, genes semelhantes aos dos humanos e que estdo
relacionados com a DP. Sendo assim, discutiremos sobre o uso de C. elegans como
modelo animal para o estudo da doenca de Parkinson. Nesse trabalho de revisédo
bibliografica foram selecionados 99 estudos através de pesquisas nas bases de dados
eletrébnicas MEDLINE (PubMed), Science direct (Elsevier) e Google Académico. A
maioria dos trabalhos selecionados relataram que o0s nematdides expostos as
neurotoxinas (6-OHDA, MPP+, paraquat e rotenona) tiveram neurodegeneracao
dopaminérgica, déficits dependentes de dopamina e diminuicdo da sobrevivéncia.
Alguns artigos relataram que a expressdo de LRRK2 (G2019S) humana causou
neurodegeneracédo e que a delecdo pink-1, pdr-1 e djr-1.1 causou diversos efeitos em
C. elegans, dentre eles disfungdes mitocondriais. Além disso, a delecdo de catp-6
causou disfuncdo comportamental, danos mitocondriais e reducdo da sobrevivéncia.
Ja os nematdides que expressam a-sinucleina, tiveram neurodegeneracao e déficits
dependente de dopamina. Portanto, C. elegans € um modelo animal que pode ser
usado para elucidar mecanismos envolvidos na DP.

Palavras-chave: Nematdide. Neurotoxinas. Neurodegeneragdo. a-sinucleina.
Dopamina.
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ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease in
the world, the first being Alzheimer's disease. Patients with PD have loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra of the basal ganglia and motor
impairment as a result of decreased dopamine signaling. Studies show that abnormal
accumulation of a-synuclein in neurons is related to neurodegeneration. In addition,
mutation of some genes, like SNCA, PARK2, PINK1, DJ-1, ATP13A2 and LRRK2
and/or exposure to neurotoxic agents, such as paraquat and rotenone, may increase
the chances of developing PD. There are several animal models used to study
Parkinson's disease, the use of Caenorhabditis elegans (C. elegans) provides several
advantages for studying PD, as this nematode has conserved neurotransmission
system during evolution; it produces dopamine, through the 8 dopaminergic neurons;
it can be used to study the effect of neurotoxins; and also has strains that express
human a-synuclein. Furthermore, the relationship of Irk-1, pink-1, pdr-1, djr-1.1, catp-
6, genes that are similar to those in humans and are related to PD, can be evaluated.
Therefore, we will discuss the use of C. elegans as an animal model for the study of
PD. In this literature review, 99 studies were selected by searching the electronic
databases MEDLINE (PubMed), Science direct (Elsevier) and Google Scholar. Most
of the selected scientific reports that nematodes exposed to the neurotoxins (6-OHDA,
MPTP, paraquat and rotenone) had dopaminergic neurodegeneration, dopamine-
dependent deficits and decreased survival. Some articles reported that expression of
human LRRK2 (G2019S) caused neurodegeneration and that pink-1, pdr-1 and djr-1.1
deletion caused several effects in C. elegans, among them mitochondrial dysfunctions.
In addition, deletion of cat6 caused behavioral dysfunction, mitochondrial damage and
reduced survival. Nematodes expressing a-synuclein, on the other hand, had
neurodegeneration and dopamine-dependent deficits. Therefore, C. elegans is an
animal model that can be used to elucidate mechanisms involved in PD.

Key words: Nematode. Neurotoxins. Neurodegeneration. a-synuclein. Dopamine.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) € uma doenca neurodegenerativa que afeta cerca
de 1% da populacao acima dos 60 anos (BRUNETTI et al, 2020; CHEON et al, 2017).
Apesar de haver raros casos de DP em pacientes mais jovens, essa enfermidade tem
inicio tardio, com uma prevaléncia maior que 3% em pessoas com mais de 80 anos
de idade (COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b). Por ser uma doenca com
comprometimento motor, 0s principais sintomas sao: tremor de repouso, lentidao de
movimento, instabilidade postural, marcha arrastada e rigidez (COOPER et al, 2018a).
Além de também apresentar sintomas nao motores, como: distirbios do sono,
deméncia, ansiedade, depressao e entre outros (COOPER et al, 2018a; CHANDLER
et al, 2021; BRUNETTI et al, 2020).

Ainda néo esta clara a etiologia da DP, mas possivelmente seja resultado de
uma interacdo ambiental e fatores genéticos, como exposicdo a neurotoxinas e
mutacdes (BRUNETTI et al, 2020; LONG et al, 2022). O que ja se sabe € que o0s
sintomas motores estdo relacionados a perda seletiva de neurénios dopaminérgicos
presentes na substancia negra (SN), nos ganglios da base (CHEN et al, 2021;
COOPER et al, 2018a). Além do mais, 0 acumulo anormal da proteina a-sinucleina e
a formacdo de corpos de Lewy estdo relacionados com a neurodegeneracao
(HUGHES et al, 2022).

A a-sinucleina € uma proteina pequena, possuindo 140 aminoacidos, que é
normalmente expressa pelo sistema nervoso (HSU et al, 2021; PERNI et al, 2018). As
suas funcdes sdo pouco conhecidas, mas acredita-se que essa proteina desempenha
papéis relacionados a neurotransmissdo (HSU et al, 2021). A conformacdo dessa
proteina é instavel e a-hélice é facilmente convertida para folha 3, resultando no
dobramento anormal e a agregacado da a-sinucleina, formando fibrilas (corpos de
Lewy), que sdo observados no cérebro de pacientes com a DP (HSU et al, 2021).
Além do mais, a a-sinucleina é codificada pelo gene SNCA e mutag¢des, polimorfismos
e coOpias extras desse gene tém sido associados com a DP (CHEN et al, 2021;
COOPER et al, 2018a). Ademais, foram encontrados outros genes que s&o
relacionados com a DP, como: PARK2, PINK1, DJ-1, ATP13A2 e LRRK2 (COOPER
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et al, 2018a; ALVAREZ et al, 2020; VOZDEK; PRAMSTALLER; HICKSI, 2022). A
relagao desses genes com a agregagao da a-sinucleina ainda é incerta (COOPER et
al, 2018a).

Estudos em modelos in vivo, sdo importantes pois, € possivel replicar doencgas,
como a DP, além de investigar provaveis medicamentos (CHEN et al, 2021). Porém,
estudos em modelos vertebrados sédo caros, demorados e precisam passar pelo
comité de ética (BRUNETTI et al, 2020). A utilizacdo de Caenorhabditis elegans (C.
elegans) fornece vérias vantagens para o estudo da DP pois, possui o ciclo de vida
rapido, baixo custo e pequeno tamanho (~1 milimetro do nematéide adulto),
possibilitando uma manutencao simples (GIUNTI et al, 2021). Além disso, por ter o
genoma sequenciado, sabe-se que cerca de 40-50% dos genes codificadores de
proteinas sdo semelhantes a dos humanos (COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b).
Mesmo que haja grandes diferengcas anatdomicas entre o sistema nervoso dos seres
humanos e de C. elegans, esse nematoide possui 0s sistemas de neurotransmissao
conservados durante a evolucao, possuindo neurotransmissores semelhantes dos
humanos (CHANDLER et al, 2021; CHEN et al, 2021). Os nematbides contém 8
neurdnios dopaminérgicos, sendo: quatro neurdnios cefalicos anteriores (CEPS), dois
neurdnios deirideos anteriores (ADES), dois neurbnios deirideos posteriores (PDES)
(CHALORAK et al, 2021a)

Ademais, é facil usar neurotoxinas como 6-hidroxidopamina (6-OHDA), 1-metil-
4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), paraquat e rotenona, para induzir a morte
dos neurdnios dopaminérgicos e assim poder visualizar fen6tipos comportamentais
especificos que caracterizam a neurodegeneracdo no nematdide (CHALORAK et al,
2021a; TSAI et al, 2020). Além disso, a existéncia de cepas transgénicas, que
expressam a a-sinucleina humana, possibilitou a andlise do efeito dessa proteina
anormal no nematoide (CHEN et al, 2021). A expressao da a-sinucleina pode ser
visualizada através de uma proteina fluorescente (CHALORAK et al, 2021a). Também
€ possivel avaliar a expressao e delecdo dos genes: Irk-1, pink-1, pdr-1, djr-1.1 e catp-
6 no nematdide (Ma et al, 2018). Por esses motivos, C. elegans oferece varias
vantagens para a investigacao da DP (COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b).

Portanto, nesta revisao falar-se-a sobre 0os genes e neurotoxinas que estao

relacionados com a DP, enfatizando a importancia de estudar a agregacao da a-
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sinucleina, pois € um ponto chave para o desenvolvimento de farmacos eficazes para

tratar a DP.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DOENCA DE PARKINSON

2.1.1 Historico

A DP ficou assim conhecida devido ao médico inglés James Parkinson, que foi
0 primeiro a descrever essa doenca, em 1817, a qual antes era chamada de Paralisia
Agitada (YOUSSEF; TANDON; REZAI, 2019; CHIA et al, 2020). Anos depois (em
1895), Brissuad relatou sobre a possibilidade de a DP afetar a substancia negra e
conseguentemente causar os sintomas motores (YOUSSEF; TANDON; REZAI, 2019).
Em seguida, Lewy (1912) descreveu a formacédo de aglomerados de proteinas em
varias regides do cérebro em pacientes com DP (YOUSSEF; TANDON; REZAI, 2019).
Trétiakoff, em 1919, validou as teorias de Brissuad e Lewy, chamando os agregados
de proteinas na substancia negra como corpos de Lewy (YOUSSEF; TANDON;
REZAI, 2019). E em 1997, Spillantini percebeu que a a-sinucleina era a principal
proteina presente nos corpos de Lewy (YOUSSEF; TANDON; REZAI, 2019) (Figura
1).

Ainda assim, a etiologia da DP ainda é pouco compreendida, mas sabe-se que
a maioria dos casos da DP séo esporadicos, possivelmente causada pela combinacao
de fatores genéticos e ambientais (BRUNETTI et al, 2020). Diante disso, abordaremos

nos préximos itens, os principais fatores até agora evidenciados.
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Figura 1: Representacéo em ordem cronoldgica da descoberta da doenca de Parkinson

1817 1859 1912 1919 1997
Parkinson Brissuad Lewy Trétiakoff Spillantini
| |
| |
Descreveu a Relatou que a DP afeta Descreveu os Chamou os aglomerados Relatou que a a-
Doenca de a substancia negra e aglomerados de de proteinas de corpos sinucleina é a principal
Parkinson por isso causa os proteinas nos cérebros de Lewy proteina presente nos
sintomas motores de pacientes com DP corpos de Lewy

Fonte: Autoral, 2022.

2.1.2 Epidemiologia

A populagéo idosa € mais suscetivel a ter doengas ndo transmissiveis, as quais
estao relacionadas com a idade (MAULIK et al, 2019). Cancer, cardiopatias e doencas
neurodegenerativas sdo exemplos de doencas que diminuem a qualidade de vida dos
idosos (YANG et al, 2020). A DP é a segunda doenca neurodegenerativa mais
prevalente no mundo (HUGHES et al, 2022), afetando cerca de 1-2% da populacao
(MANALO; MEDINA, 2020). No Brasil, devido a falta de notificacédo, foi feito uma
estimativa que em 2005 haviam 160 mil casos de DP no territorio brasileiro e que em
2030 esses numeros aumentariam para 340 mil casos (CONCEICAO et al, 2022)
devido ao aumento da expectativa de vida (SILVA et al, 2021). Além disso, ainda que
a DP afete ambos os sexos, 0 acometimento do sexo masculino € maior que ao
feminino (SILVA et al, 2021). A hip6tese formulada € que o estr6geno gere uma
protecdo as mulheres (FERNANDES; DE SOUZA ANDRADE FILHO, 2018).

2.1.4 Fisiopatologia

A perda de neurdnios responsaveis pela producéo e liberacdo da dopamina,
localizados no mesencéfalo, na substancia negra parte compacta, fez com que a DP
ficasse conhecida como uma doenca que possui disturbios motores (VILARINHO;
CASTRO; SANTOS, 2021). A dopamina € um neurotransmissor com funcdes

motoras e cognitivas, além de também proporcionar sensacfes de prazer e motivagdo
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(DE SOUZA et al, 2021).

Em uma pessoa saudavel, a dopamina possui muitos destinos dentro da
sinapse, podendo ser recaptada, degradada ou depositada em neuromelanina (da o
pigmento para o0 qual a substdncia negra € chamada) (MOR; DANIELS;
ISCHIROPOULQOS, 2019). Na sintese da dopamina, a tirosina é convertida em L-
DOPA, através da enzima tirosina hidroxilase (TH) (MOR; DANIELS;
ISCHIROPOULQOS, 2019). Posteriormente a L-DOPA ¢é transformada em dopamina
pela descarboxilase de aminoacidos aromaticos (AADC) (MOR; DANIELS;
ISCHIROPOULQOS, 2019). Depois de sintetizada, a dopamina entra nas vesiculas
sindpticas, pelo transportador vesicular de monoamina 2 (VMAT2) e sao liberadas
durante a sinapse (MOR; DANIELS; ISCHIROPOULQOS, 2019) (Figura 2).

A dopamina que nao é guardada na vesicula ou degradada, € capaz de se auto-
oxidar ou ser oxidada por metais de transicdo, como o ferro (MOR; DANIELS;
ISCHIROPOULOS, 2019).

Figura 2: Sintese de dopamina em humanos
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A DP afeta os neurdnios dopaminérgicos presentes na substancia negra
compacta do mesencéfalo (SILVA, 2022). A alteracdo da funcdo da via nigroestriatal,
diminui progressivamente a neurotransmissao dopaminérgica para o corpo estriado,
especialmente para o putamen (CARRETE, 2017). A substancia negra faz conexdes
com os nucleos da base, e é um dos componentes do sistema motor extrapiramidal o
gual possui papel importante no controle, planejamento, aprendizado e execugéo das
habilidades motoras (SILVA, 2022). A interrupcdo da via dos nucleos basais gera uma
diminuicéo da atividade do tadlamo, diminuindo o controle da fung&o cortical, por meio
da ativacéo glutamatérgica (SILVA, 2022). Dessa forma, ha uma reducéo da atividade
do cortex motor, desencadeando na atenuagdo dos movimentos voluntarios (DA
SILVA SANTOS; DE LIMA FERRO, 2022). Além disso, a lesdo extrapiramidal pode
levar ao excesso de acetilcolina na fenda sinaptica, resultando em alteragéo do ténus

muscular e contracdo musculares constantes (SILVA, 2022).

Como dito anteriormente, a patogenia da DP ainda € pouco entendida, porém
a predisposicdo genética e a exposicdo ambiental podem causar morte neuronal
dopaminérgica (SILVA et al, 2021).

Atualmente, existem duas hipdteses patogénicas mais aceitas (SILVA et al,
2021). A primeira fala sobre a disfuncdo mitocondrial associada ao estresse oxidativo
(SILVA et al, 2021). Ja foi observado que os pacientes com DP possuem reducéo da
atividade mitocondrial na substancia negra, ou seja, reducdo da sintese de ATP
(adenosina trifosfato), a qual leva ao acumulo de elétrons livres, aumentando, assim,
0 estresse oxidativo (SILVA et al, 2021) (Figura 3). A segunda propde que agregacao
e conformagdes anormais de proteinas, com a formacao de corpos de Lewy, séo
fundamentais para a inducdo do processo de morte neuronal (SILVA et al, 2021)
(Figura 3). Isso porque a presencga dos agregados de a-sinucleina gera um processo
inflamatorio, o qual esta relacionado com a producao de espécies reativas ao oxigénio
(EROs) e liberacédo de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL1-B, IL-2 e IL-10), que
podem contribuir para a neurodegeneracdo dopaminérgica (MAGALHAES et al, 2022;
SOMENSEI, 2022). Além disso, hd muta¢des em alguns genes, como: PRKN, LRRK2,
PINK1 e DJ-1, que podem influenciar na agregacdo e/ou na degradacdo da a-

sinucleina, por isso estudar esses genes sao importantes para analisar as
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particularidades da DP (ARAUJO et al, 2021).

Figura 3: Representacéo da fisiopatologia da DP
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2.1.3 Sintomas

A DP, tem preocupado a sociedade, pois a progressao dessa doenca impacta
na qualidade de vida dos portadores (SAEWANEE et al, 2021). Clinicamente a DP é
definida pela existéncia de quartos sintomas: tremor de repouso, rigidez muscular,
bradicinesia e desequilibrio postural (JOHNSON et al, 2018). Esses sintomas estao
associados a diminuicdo da dopamina na substancia negra (FERNANDES; DE
SOUZA ANDRADE FILHO, 2018). Alguns portadores da DP possuem sintomas nao
motores, como: disfuncéo olfativa, constipacao, depressao e distarbio do sono, esses
sintomas podem aparecer antes dos sintomas motores (SILVA et al, 2021; VAN PELT
et al, 2020). A deméncia e a disfuncéo cognitiva sdo mais comuns nos pacientes que
estao na fase final da doenga (SILVA et al, 2021). A diminuicdo das catecolaminas e
serotonina estdo associadas ao aparecimento dos sintomas nao motores
(FERNANDES; DE SOUZA ANDRADE FILHO, 2018). Portanto, a DP ndo é s6 um
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distarbio do movimento, mas uma sindrome complexa que afeta a qualidade de vida

ao decorrer do avanco da doenca (ARAUJO et al, 2021).

2.1.5 Diagnéstico

O diagndstico da DP continua sendo pela andlise clinica do paciente, pois ainda
nao existem exames que possam ser realizados in vivo e que comprovem a doenca
(SILVA et al, 2021). No diagnéstico clinico, inicialmente é identificado a sindrome
Parkinsoniana, excluindo as formas atipicas de parkinsonismo e tremor essencial, e
posteriormente é feito o teste terapéutico com levodopa, que resulta na melhora dos
déficits motores nos paciente com DP (DOS SANTOS et al, 2022; SILVA et al, 2021).0
diagnastico histopatoldgico post mortem permanece sendo o padréo ouro (CHIA et al,
2020; ARAUJO et al, 2021). Em alguns casos, 0s exames de imagem, cOmo
tomografia e ressonancia magnética, podem auxiliar no diagnostico diferencial de
outras sindromes parkinsoniana (ARAUJO et al, 2021).

Portanto, o diagndstico precoce da DP é bastante dificil, pois sintomas clinicos
s6 aparecem depois de grande perda neuronal dopaminérgica (cerca de 50-70%),

guando a doenca ja esta avancada (HARTMAN et al, 2019).

2.1.6 Tratamento

O aumento da populacdo mundial e da expectativa de vida fez com que também
houvesse aumento de individuos com doencas neurodegenerativas, pois a idade é
um dos fatores de risco para a neurodegeneracdo (POHL et al, 2019). Ainda nédo ha
um tratamento disponivel que interrompa a progressdo da DP, o tratamento com
drogas dopaminérgicas propde corrigir somente os sintomas (MAULIK et al, 2019).

O uso da levodopa melhora o0s sintomas motores, restaurando a
neurotransmissao, porém o uso prolongado desta droga pode causar efeitos colaterais
graves (MANALO; MEDINA, 2020; CHALORAK; DHARMASAROJA; MEEMON,

2020). Dentre esses efeitos, estdo: movimentos involuntarios, agitacao, peristaltismo
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gastrointestinal lento, entre outros (YAN et al, 2019). Por isso, outros medicamentos
podem ser usados para minimizar as complicacbes causadas pela levodopa, como
por exemplo os inibidores da monoamina oxidase tipo B, antagonista do receptor de
N-metil-d-aspartato (NMDA) e agonistas do receptor de dopamina (CHIA et al, 2020;
Ll et al, 2021).

O uso desses farmacos alivia apenas o0s sintomas, ndo alterando o
desenvolvimento da DP (YAN et al, 2019).

2.2 USO DE MODELOS ANIMAIS PARA ESTUDAR A DOENCA DE PARKINSON

Varios modelos animais que sdo usados para modelar a DP, a fim de pesquisar
a patogénese e também descobrir novos farmacos anti-Parkinson (ZENG et al, 2018).
Os modelos vertebrados, como Zebrafish e roedores, sdo bastante utilizados para
estudar a DP, pois possuem mais semelhanca com os humanos (ZENG et al, 2018).
Os roedores, por exemplo, sdo usados devido a disponibilidade de transgénicos e
também devido aos protocolos bem estabelecidos. Aléem disso, a neurodegeneracao
dopaminérgica esta associada aos déficits motores humanos (ZENG et al, 2018).
Contudo, esses animais séo grandes, de alto custo, de dificil manipulacdo e também
precisam passar pelo comité de ética (BRUNETTI et al, 2020). Por esses motivos, o
uso de modelos animais invertebrados, como C. elegans e Drosophila melanogaster,
sdo benéficos, pois ndo precisam passar pelo comité de ética, sdo baratos e faceis de
manipular, além de poderem reproduzir a DP (MA et al, 2021). O estudo dos efeitos
de fatores ambientais e genéticos, nos modelos invertebrados, fornece informacgdes
das vias importantes para a patogénese da DP (SURGUCHOV et al, 2021). Além
disso, esses animais possuem tempo de reproducao curto e genes semelhantes aos
humanos (SURGUCHOV et al, 2021).

Atualmente o uso de modelos animais, para reproduzir caracteristicas clinicas
e patologicas da DP, sdo divididos em duas categorias: modelos genéticos
(associados a forma familiar) e modelos neurotéxicos (associados a forma esporadica)
(ZENG et al, 2018).
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2.2.1 Modelos Neurotéxicos

As neurotoxinas mais usadas para estudar os efeitos da neurodegeneracgéo
dopaminérgica  sdo:  6-hidroxidopamina  (6-OHDA), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), paraquat e rotenona (ZENG et al, 2018).

2.2.1.1 6-Hidroxidopamina (6-OHDA)

A 6-OHDA é uma toxina, que afeta os neurénios produtores de catecolaminas
(TSAI et al, 2017). Para estudar os efeitos da 6-OHDA € preciso injeta-la no
prosencéfalo ou neostriatum de cérebros de animais, pois essa ndo atravessa a
barreira hematoencefalica (CHIA et al, 2020; TSAI et al, 2017). No caso dos
nematoides, a exposicdo de 6-OHDA é feita em meio liquido (OFFENBURGER;
JONGSMA; GARTNER, 2018a).

Devido a semelhanca estrutural com a dopamina, a 6-OHDA entra nos
neurdnios dopaminérgicos atraves do transportador de dopamina (DAT) e se acumula
nas mitocondrias, inibindo atividade do complexo 1 da cadeia respiratoria mitocondrial
(ZENG et al, 2018; LONG et al, 2022). A exposicao de 6-OHDA produz ERO, como
peroxido de hidrogénio, superoxido e hidroxilas, a qual levam a disfuncdo mitocondrial
e neurodegeneracdo (CHIA et al, 2020). Sendo assim, a 6-OHDA é usada como
modelo de lesdo, pois permite analisar os efeitos da neurodegeneracéo
dopaminérgica (CHALORAK; DHARMASAROJA; MEEMON, 2020), além de verificar

potenciais estratégias terapéuticas para a DP (REN et al, 2019).

2.2.1.2 1-Metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP)

A MPTP €& uma molécula lipofilica capaz de atravessar a barreira
hematoencefalica (CHIA et al, 2020). A oxidacdo do MPTP através da monoamina
oxidase B produz o MPP+ (1-metil-4-fenilpiridinio) (CHIA et al, 2020). O MPP+ entra
no neurbnio dopaminérgico através do transportador de dopamina, devido a sua

semelhanca com a dopamina, causando inibicdo do complexo 1 na respiragao
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mitocondrial (CHIA et al, 2020). A inibicdo do complexo 1 resulta em diminuicao de
ATP e producdo de ERO, que posteriormente gera apoptose e necrose desses
neuronios (CHIA et al, 2020; JOHNSON et al, 2018; MURPHY; PATEL,
WIMALASENA, 2021). Vale ressaltar, que a inibicdo da MAO-B pode impedir a
neurodegeneracao dopaminérgica (ZENG, et al, 2018).

2.2.1.3 Paraquat e rotenona

O paraquat € um herbicida muito utilizado e devido a sua semelhanca com o
MPP+ foi considerado neurotoxico (CHIA et al, 2020). A entrada do paraquat no
neurdnio dopaminérgico é mediada pelo transportador de aminoacidos neutros, sendo
dependente de sodio (ZENG, et al, 2018). O paraquat ndo inibe o complexo
mitocondrial 1, como o MPP+, mas ele prejudica o ciclo da glutationa e da tiorredoxina,
afetando a protecéo contra o estresse oxidativo (CHIA et al, 2020). A exposicao a este
herbicida esta relacionada aos sintomas da DP idiopatica (TRAN et al, 2021).

A rotenona é um inseticida que inibe o complexo mitocondrial 1, porém ao
contrario do MPTP (que também inibe o complexo mitocondrial 1) a rotenona produz
inibicAo sistémica, enquanto que o MPTP tem como alvo 0s neurdnios
catecolaminérgicos (CHIA et al, 2020). Por ser lipofilico, a rotenona pode atravessar
a barreira hematoencefalica e a biomembrana do neurénio, ndo dependendo de DAT
(ZENG, et al, 2018).

2.2.2 Modelos Genéticos

Apesar da maioria dos casos de DP serem esporadicos, cerca de 15% séo
familiares (COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b). Esses casos foram relacionados
com mutacBes em diversos genes, como: SNCA (codifica a a-sinucleina), LRRK2 (que
codifica a quinase 2 de repeticdo rica em leucina), PINK1, Parkin, DJ-1 e ATP13A2
(relacionados com a disfungdo mitocondrial) (VOZDEK; PRAMSTALLER; HICKS,
2022; COOPER et al, 2018a).
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2.2.2.1 Quinase 2 de repeticao rica em leucina (LRRK2)

Mutacbes na LRRK2 estédo relacionadas com a DP autossémica dominante
(COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b; LIANG; MCKINNON; RANKIN, 2020). Além
disso, essas mutacOes estdo associadas a modificagcbes na atividade GTPase e
quinase da LRRK2 (CALDWELL; WILLICOTT; CALDWELL et al, 2020; CHIA et al,
2020).

A LRRK2 faz parte da familia de proteinas de mdltiplos dominios, incluindo
também a LRRK1 (BAE et al, 2018). A familia ROCO, a qual a LRRK2 faz parte, &
formada por um dominio GTPase Ras-like (Roc), seguido pelo dominio COR, além de
também ter um dominio serina-treonina quinase (capaz de fosforilar a si mesma e
alguns substratos) (SEEGOBIN et al, 2020). Também faz parte: dominio Armadillo
(ARM), dominio Ankyrin (ANK), Leucine Rich Repeats (LRR) e dominio WD40
(CHANDLER et al, 2021). Essa proteina tem grande importancia no trafego de
membrana ao longo da via endolisossomal, fazendo a endocitose de vesiculas
sinapticas, degradacéao e reciclagem de receptores, dentre outros (SEEGOBIN et al,
2020). No entanto, ainda néo se sabe como a funcdo normal de LRRK2 ou mutada
levam a neurotoxicidade (BEILINA et al, 2020).

Grande parte das mutacoes relacionadas a DP estdo localizadas no dominio
ROC-COR e quinase (CHANDLER et al, 2021). Uma substituicdo de serina por glicina
na posicao 2019 no dominio quinase do gene LRRK2 representa a mutacao genética
mais prevalente na DP (LONG et al, 2018). A mutacdo G2019S aumenta a atividade
da quinase (CHANDLER et al, 2021; SENCHUK; VAN RAAMSDONK; MOORE, 2021).
Muitos pacientes com a mutacdo LRRK2 (G2019S) tém corpos de Lewy no cérebro,
sugerindo que tal mutacdo esteja relacionada com a agregacao da a-sinucleina e,

consequentemente, neurodegeneracao (BAE et al, 2018).

2.3.2.2 PRKN, PINK1 e DJ-1

PINK1 codifica a serinal/treonina quinase 1 induzida por PTEN, essa proteina
esta presente na membrana mitocondrial interna (WU et al, 2018). PRKN codifica uma

Ubiquitina E3 ligase, que consegue adicionar a ubiquitina a uma proteina alvo a fim
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de promover a degradacdo dessa proteina alvo pelo proteassoma 26s (HSU et al,
2021). Hoje em dia, sabe-se que alguns pacientes com DP apresentam PINK1 e parkin
mutadas (HSU et al, 2021).

Alguns estudos revelaram que a via PINK1l/parkin é capaz de proteger as
células de diversos tipos de estresse celular, isso porque essa via atua através do
sistema ubiquitina-proteassoma (SUP), a qual tem mecanismos de controle de
gualidade mitocondrial e autofagia (TSAI et al, 2020). Quando h& dano na mitocondria,
a PINK1 se acumula na membrana externa, recrutando e ativando a parkina, através
da fosforilacdo das cadeias de ubiquitina, sendo assim, é induzida a mitofagia
(TJAHJONO et al, 2021). Portanto, um defeito na via PINK1/parkin resulta na
disfuncédo da mitofagia (TSAI et al, 2020).

Varios estudos indicam que o gene DJ-1 codifica uma proteina antioxidante, a
gual é bastante util para neutralizar o ambiente de estresse oxidativo (CHIA et al,
2020). Ja se sabe que mutacdes no DJ-1 estéo relacionadas com formas recessivas
de Parkinson familiar (CHIA et al, 2020).

2.2.2.3 ATP13A2

O gene ATP13A2 codifica a bomba ATPase tipo 5, a qual mantém a funcéo do
lisossoma (ANAND et al, 2020). Essa bomba transporta poliaminas (espermidina e
espermina) do lisossomo para o citosol (VRIJSEN et al, 2020). As poliaminas possuem
papéis importantes como: estabilizacdo dos acidos nucleicos, no dobramento de
proteinas e etc (VRIJSEN et al, 2020). Esse transporte alivia o estresse oxidativo,
mantendo a saude mitocondrial, portanto, deficiéncia ATP13A2 interrompe o
transporte de poliaminas, cumulando-as nos lisossomos, o que pode levar a ruptura
(SURGUCHOV et al, 2021). A toxicidade da poliamina lisossomal € um dos fatores
gue causam a neurodegeneracao (SURGUCHOV et al, 2021).

Mutacdes nesse gene estdo relacionadas a forma precoce da DP, chamada de
Sindrome de Kufor Rakeb (KRS), que tem como sintomas: dificuldade de realizar
movimentos finos, distonia, deméncia e paralisia supranuclear (ANAND et al, 2020).
Perda funcional de ATP13A2, gera deposicéo de ferro nos ganglios da base (LI et al,

2020), isso porque os lisossomos ndo conseguem armazenar o excesso de ferro,
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causando toxicidade as células neuronais dopaminérgicas (ANAND et al, 2020).

2.2.1.4 SNCA

A a-sinucleina é uma proteina codificada pelo gene SNCA humano e foi o
primeiro gene a ser relacionado com a DP autossémica dominante (MAULIK et al,
2019). Essa proteina pode ser dividida em trés partes: regido N-terminal, envolvida a
ligagdo a membrana; o componente 3 ndo amildide (NAC), propenso a agregagao
devido a alta hidrofobicidade e a regido C-terminal, relacionada a ligacao de calcio e
outros ions metalicos (ULAMEC et al, 2022; DOHERTY et al, 2020; MOR; DANIELS;
ISCHIROPOULOS, 2019).

A a-sinucleina faz parte de 1% das proteinas citoplasmaticas cerebrais,
podendo ser encontrada nas mitocondrias ou no nucleo (HSU et al, 2021). A sua
principal funcdo é regular atividades envolvendo atividade e reciclagem das vesiculas
sinapticas e liberacdo de neurotransmissores (HSU et al, 2021).

Agregados anormais de a-sinucleina selvagem ou mutante, formam os corpos
de Lewy, os quais estdo presentes em pacientes com DP (PERNI et al, 2021. A
agregacao da a-sinucleina pode se dar pela: disfuncédo das chaperonas moleculares,
modificacdes pos-traducionais e mutacdes familiares no gene SNCA (PERNI et al,
2021). Mutagdes como A53T, A30P e E46K acontecem na regiao a-helicoidal, e estédo
associadas a DP precoce devido a alta capacidade de agregacédo e formacédo de
fibrilas (corpos de Lewy) (MOR; ISCHIROPOULOS, 2018). A mutacdo A53T, por
exemplo, gera a mudanca de uma alanina por treonina na posicédo 53 do gene SNCA,
resultando em uma proteina com forte tendéncia de dobramento incorreto e
agregacado (GAETA; CALDWELL; CALDWELL, 2019). Além disso, a triplicacdo do
locus SNCA também esta relacionado com acumulo de a-sinucleina (GAETA,;
CALDWELL; CALDWELL, 2019).

Para a formacéo de corpos de Lewy, os monémeros de a-sinucleina formam
oligbmeros e posteriormente fibrilas insollveis, forma mais presente no cérebro de
portadores da DP (GARCIA-MORENO et al, 2019). Foi visto que a forma oligomérica
€ téxica para os neurdnios (CASCELLA et al, 2019), enquanto que as formas

poliméricas e fibrilas, sdo encontradas nos corpos de Lewy (GAETA; CALDWELL;
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CALDWELL, 2019) (Figura 4).

Figura 4: Representagao da agregagao da a-sinucleina

Morte dos neurénios Presente nos corpos de Lewy na
dopamlnerglcos DP
OOO —-»\J M
Mondmero Oligbmero Fibrila

Fonte: Adaptado de GAETA; CALDWELL; CALDWELL, 2019.

A utilizagcao de modelos animais demonstrou que a a-sinucleina esta envolvida
tanto nos casos de DP familiar quanto nos casos de DP esporadico e que a sua
presenca causa disfuncdo ou perda de neurdnios, principalmente os neurénios
dopaminérgicos (YOUSSEF et al, 2020). A agregacao da a-sinucleina pode causar
neurotoxicidade, pois os agregados dessa proteina podem aumentar os niveis de
EROs causando assim estresse oxidativo (CHALORAK et al, 2018). A producéo de
ERO também pode ser por causa do metabolismo da dopamina, disfuncéo
mitocondrial e neuroinflamacdo (CHALORAK et al, 2018).

2.3 Uso DE C. ELEGANS COMO MODELO ANIMAL PARA ESTUDAR A DP

A apresentacdo do nematdide Caenorhabditis elegans (C. elegans) para a
comunidade cientifica por Sydney Brenner, nos anos 60, estabeleceu esse nematdide
como um modelo animal (GIUNTI et al, 2021).

C. elegans € um nematoide de vida livre, facilmente encontrado em matéria
vegetal apodrecida, local que contém um amplo suprimento de bactérias, sua fonte de
alimento (GIUNTI et al, 2021). Seu pequeno tamanho, ~1 milimetro do nematdide

adulto (GIUNTI et al, 2021). No laboratorio, esses animais sédo facilmente cultivados
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em placas de petri, contendo agar e bactéria Escherichia coli (E. coli), sua principal
fonte de alimento (YOUSSEF; TANDON; REZAI, 2019; SANDHOF et al, 2020;
(NARANJO-GALINDO et al, 2022).

2.3.1 Ciclo De Vida

O ciclo de vida de C. elegans é bastante curto, levando aproximadamente 3
dias para desenvolvimento do ovo até o nematoide adulto, na temperatura de 20 °C
(COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b). Esse nematéide pode se desenvolver como
machos (~0,2 % da populacdo) ou hermafroditas autofecundantes (GIUNTI et al,
2021). Os nematoéides hermafroditas sdo capazes de produzir cerca de 300 progénies,
enquanto que se acasalarem com o macho, produzem 1000 descendentes (GIUNTI
et al, 2021). A embriogénese dura aproximadamente 16 horas e acontece dentro do
ovo (GIUNTI et al, 2021). Apos a eclosao do ovo, os animais entram em estégio larval
(divididos em 4 estagios - L1 a L4) que dura aproximadamente 36 horas (DHAKAL et
al, 2021). Depois de 16 horas datroca de cuticula do L4, o hermafrodita adulto comeca
a produzir descendentes (DHAKAL et al, 2021) (Figura 5). Porém, durante o
desenvolvimento larval, podera haver a formacéo da larva Dauer (fase de parada de
desenvolvimento), permitindo que esse nematdide sobreviva a condi¢cdes
estressantes por meses, mas apds encontrar condi¢des favoraveis € retornado ao seu
desenvolvimento (GIUNTI et al, 2021; NARANJO-GALINDO et al, 2022) (Figura 5).
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Figura 5: Representagéo do ciclo de vida do C. elegans
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Fonte: Autoral, 2022.

O envelhecimento é o principal fator de risco para doencas neurodegenerativas
(NARANJO-GALINDO et al, 2022). A perda de homeostase proteica e 0 acumulo de
agregados proteicos esta presente no envelhecimento e em doencas relacionadas a
idade, como a Doenca de Alzheimer ou DP (SANDHOF et al, 2020).

Em C. elegans, o envelhecimento € modulado principalmente pela via de
sinalizacdo semelhante a insulina (ILS), essa via € regulada pelos ligantes nomeados
de INS-1 a INS-39 (HAQUE et al, 2020). Esses ligantes modulam a atividade do DAF-
2, um receptor tirosina quinase, semelhante ao receptor de insulina/IGF em mamiferos
(SANDHOF et al, 2020; HAQUE et al, 2020). Ativacdo desse receptor desencadeia a
ativacdo de uma cascata de fosforilacdo, a qual termina com a fosforilacdo da DAF-
16 (fator de transcricdo semelhante ao fator de transcricdo da familia FOXO em
humanos), impedindo a sua entrada no nucleo e consequentemente a transcricdo de
genes envolvidos na defesa fisiolégica e resposta de homeostase (HAQUE et al,
2020). Mas a reducédo da sinalizagdo de DAF-2, DAF-16 nao é fosforilada e com isso
consegue entrar no nucleo (HAQUE et al, 2020).

A delecdo do gene daf-2 diminui a sinalizagao insulina/IGF-1, modulando a
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expressdo da DAF-16, consequentemente hd aumento do tempo de vida dos
nematoides, pois € aumentando a resisténcia contra estresses, como o oxidativo por
exemplo (DINDA et al, 2019). Mas quando hé& o silenciamento do daf-16, o efeito € o
contrario (DINDA et al, 2019). Também foi visto que a mutacdo no daf-2, também
prolonga a vida da Drosophila melanogaster e em camundongos (APFELD;
FONTANA, 2017). Além disso, variantes do gene Foxo3A estdo relacionadas a
longevidade humana (APFELD; FONTANA, 2017).

2.3.2 Neurobiologia

Ainda que haja grandes diferengas anatdmicas entre o sistema nervoso dos
seres humanos e de C. elegans, esse nematéide possui 0s sistemas de
neurotransmissédo conservados durante a evolugcdo e utilizam neurotransmissores
para fazer as sinapses, como a acetilcolina, glutamato, acido y-amino-butirico (GABA),
serotonina e dopamina (CALDWELL; THIES; CALDWELL, 2018). Os nematdides
hermafroditas contém 302 neurdnios, sendo oito deles dopaminérgicos, sistema esse,
relacionado a DP (CALDWELL; THIES; CALDWELL, 2018). Os seis neurbnios
dopaminérgicos localizados na cabeca, incluem: dois pares de neurbnios cefalicos
(CEPs), e um par de neurénios deirideos anteriores (ADES) e os localizados na cauda:
neurdnios deirideos posteriores (PDEs) (CALDWELL; THIES; CALDWELL, 2018;
ZHANG et al, 2018) (Figura 6).

Figura 6: Corpos celulares (indicado pelas setas) e axénios marcados por GFP nos neurdnios

dopaminérgicos de C. elegans

Fonte: CALDWELL; THIES; CALDWELL, 2018.



30

A sintese de dopamina pelos neurdnios dopaminérgicos de C. elegans se da
pela: (1) conversdo da tirosina para L-DOPA, através da enzima CAT-2 (tirosina 3-
monooxigenase); (2) a L-DOPA é convertida em dopamina através da enzima L-DOPA
descarboxilase (BAS-1) (AKINYEMI et al, 2019; VINCE, 2020). A dopamina produzida
€ posta em vesiculas, através da CAT-1, e essas vesiculas liberam a dopamina na
fenda sinaptica, que eventualmente se ligam a receptores presentes na célula
sinaptica, transmitindo assim o sinal neuronal (AKINYEMI et al, 2019). O transportador
de dopamina, DAT-1, recupera as dopaminas presentes entre as células pré-
sindpticas e sinapticas (AKINYEMI et al, 2019) (figura 7).

Figura 7: Sintese de dopamina em C. elegans
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Fonte: Autoral, 2022.

Vale ressaltar que todas as conexdes de todos os neurdnios desse nematoide
foram mapeadas, formando um conectoma do sistema nervoso mais completo que
gualquer organismo (COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b). Sendo assim, é possivel
associar quais neurdnios sao responsaveis por determinados comportamentos
(COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b) como rastejar, nadar, quimiotaxia,
acasalamento, resposta ao toque e outros (SANDHOF et al, 2020).

Os neurbnios dopaminérgicos, acometidos na DP, s&o considerados

mecanossensorial, pois ele promove mudancas do comportamento de C. elegans
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através do ambiente (HUGHES et al, 2022; SAEWANEE et al, 2021). Sendo assim,
0s neurbnios dopaminérgicos regulam comportamentos como: locomoc¢do mediante a
disponibilidade de alimentos, mudanca entre rastejar e nadar, e forrageamento
(VOZDEK; PRAMSTALLER; HICKS, 2022). Analises do comportamento de C.
elegans tém sido usadas para verificar a relacdo da perda neuronal com o fenétipo,
além de também analisar a associacdo de genes e o comportamento (SOFELA et al,
2021).

2.3.2.1 Ensaio de resposta de desaceleracao basal

Os nematoides realizam a flexdo do corpo para se movimentar (TSAI et al,
2020). Quando os nematoides se aproximam de comida, € diminuida a taxa de flexao,
para que esse animal consiga se alimentar de forma eficaz (TSAI et al, 2020). Esse
comportamento é mediado pelos neurénios dopaminérgicos, ou seja, nematoides que
possuem neurodegeneracdo dopaminérgica e ndo conseguem diminuir a frequéncia
de curvatura em resposta a comida (TSAI et al, 2020). Nesse ensaio € visto a diferenca
de curvatura corporal por 20 segundos entre os nematoéides na presenca de alimento

e 0s nematoides sem alimento (LIU et al. 2021).

2.3.2.2 Ensaio de evitacdo ao etanol

A neurodegeneracdo dopaminérgica pode afetar as transmissdes olfativas,
cerca de 90 % dos pacientes com a DP possuem alteracao olfativa (YAN et al, 2019).
Em C. elegans, a funcao olfativa é observada pelo comportamento de quimiotaxia
(YAN et al, 2019). Para avaliar a funcao quimiotatica, os nematoides sao expostos ao
etanol, de forma aguda ou crénica, e depois sdo deixados por trinta minutos em uma
placa dividida em quadrantes (dois quadrantes possuem etanol e dois quadrantes com
agua destilada) (REN et al, 2019). Posteriormente, € contado o nimero de nematoéides
em cada quadrante (CHALORAK et al, 2021b). O indice de evitar o etanol é calculado
como a diferenca entre 0 numero de nematéides no quadrante controle e o nimero
de nematdides no quadrante com etanol, dividido pelo niumero total de nematoéides
(CHALORAK et al, 2021b).
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2.3.2.3 Ensaio de pesquisa com area restrita

Os nematdides exploram a area que esté atras de alimentos, com isso se viram
com frequéncia, em angulos agudos (COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b). Quando
ndo encontrado a comida, a area € expandida e o numero de voltas diminui
(COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b). Para esse teste, os nematdides sao
colocados em uma placa sem alimentos e 0 seu movimento € gravado depois de 5
min de transferéncia e novamente apés 30 min (CHALORAK et al, 2021b). O nimero
de voltas superiores a 90° podem ser analisadas pelo programa WormLab
(CHALORAK et al, 2021b). A taxa de pesquisa com area restrita é calculada através
do numero de voltas superiores a 90° por nematéides em 5 min, dividido pelo nimero
de voltas superiores a 90° em 30 min (CHALORAK et al, 2021b).

2.3.2.4 Ensaio de movimentos de natacéo

Esse ensaio € usado para avaliar a toxicidade causada pela a-sinucleina em
cepas que superexpressam essa proteina na musculatura dos nematoéides (WANG et
al, 2019). Os nematoides sao colocados em placas de 96 pocos, contendo tampao M9
(WANG et al, 2019). O movimento de natacdo é contado no tempo de 30 minutos e
pode ser usado programas como o WMicroTracker (Phylum Tech) para avaliar essa
atividade (WANG et al, 2019). Animais que expressam a a-sinucleina humana nos

musculos possuem diminuicdo da atividade de natacdo (WANG et al, 2019).

2.3.2.5 Ensaio paralisia induzida por natacéo

Quando saudaveis, os nematbides que estdo bem alimentados se debatem
vigorosamente em meio liquido, mas apdés 6 minutos o nematoide tende a ficar
paralisado, exibindo o fenétipo de SWIP (COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b). Os
animais com a funcdo dopaminérgica falha, ndo exibem esse comportamento
(COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b).
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2.3.3 Genética

Sendo o primeiro organismo multicelular a ter o genoma sequenciado, C.
elegans possui todas as células identificadas, sendo no total 959 células
(COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b). Com isso, apds o sequenciamento do
genoma humano, foi possivel comparar e achar semelhancas entre os dois genomas
(COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b) C. elegans conserva cerca de 41% dos genes
humanos (CALDWELL et al, 2020). Dentre eles, os genes implicados na DP:
LRRK2/Irk-1, PINK1/pink-1, PRKN/pdr-1, DJ-1/djr-1.1/djr-1.2 e ATP13A2/catp-6
(COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018b).

O modelo genético de C. elegans é utilizado para estudar formas familiares da
DP, associando mutacdo especificas com a DP (CHIA et al, 2020). Porém, alguns
desses modelos reproduzem caracteristicas diferentes das encontradas nas doencas
humanas, como exemplos modelos genéticos que néo induzem perda significativa do
neurdnio dopaminérgico, que é a caracteristica patoldégica mais importante da DP
(CHIA et al, 2020).

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Discutir o uso de C. elegans como modelo animal para investigar a Doenca de

Parkinson.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Discutir sobre as neurotoxinas mais comuns associadas a neurodegeneracao
dopaminérgica em C. elegans;
2.2.2 Relatar os genes que estéo relacionados com a DP em C. elegans;

2.2.3 Descrever os efeitos da agregacao da a-sinucleina em C. elegans;
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2.2.4 Discutir os efeitos da exposicdo a neurotoxinas, mutacbes genéticas e
agregacdo da a-sinucleina nos comportamentos especificos do sistema

dopaminérgico em C. elegans.

3 METODOLOGIA

Este estudo consiste em uma revisao bibliografica, que discute sobre o uso do
nematoéide C. elegans como modelo de estudo para a DP. A pesquisa foi realizada
usando as bases de dados eletronicas: MEDLINE (PubMed) e Science direct
(Elsevier), através da consulta pelos seguintes descritores: C. elegans or
Caenorhabditis elegans AND Parkinson or Parkinson’s Disease.

Através da combinacdo dos descritores, 0s artigos recuperados
foram analisados por meio de titulo e resumos, fazendo uma selecao dos artigos que:
(1) utilizam C. elegans como modelo animal para estudar a DP; (2) ou/e que fazem a
comparacao entre o modelo de DP de C. elegans, seja genético (Irk-1, pink-1, pdr-1,
/djr-1.1/djr-1.2, catp-6 e SNCA) ou de neurotoxinas (6-OHDA, MPTP, paraquat e
rotenona), com 0s animais que ndo sdo modelos da DP. Foram selecionados 92
artigos dos ultimos 5 anos e sem restricdo de idioma.

Foi acrescentado 12 trabalhos para melhor esclarecimento sobre a doenca de
Parkinson e 2 trabalhos para melhor entendimento sobre a sintese de dopamina em
C. elegans. Esses estudos foram pesquisados no Google Académico, no periodo

entre 2019- 2022 e sem restricao de idioma.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITOS INDUZIDOS POR NEUROTOXINAS EM C. ELEGANS

Os resultados dos efeitos da exposicdo das neurotoxinas em C. elegans estao

dispostos na tabela 1.
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4.1.1 6-hidroxidopamina (6-OHDA)

6-OHDA é uma neurotoxina semelhante estruturalmente com a dopamina, por
esse motivo, essa toxina consegue utilizar o transportador de dopamina para entrar
no neurénio dopaminérgico (SAEWANEE et al, 2021). Em C. elegans, a 6-OHDA foi
capaz de causar neurodegeneracdo dopaminérgica (YOUSSEF et al, 2020; CHEN et
al, 2022; WEI; CHANG; LIAO, 2017; HSU et al,2021; BOOS; SHUBBAR,
GELDENHUYS, 2021; TSAI et al, 2017; LONG et al, 2022; HE et al, 2022; POHL et
al, 2019) (Tabela 1), observado através da diminuigdo da fluorescéncia da cepa [dat-
1p::GFP], na qual o transportador de dopamina (DAT-1) € marcado com GFP (Green
Fluorescent Protein) (SAEWANEE et al, 2021).

Além disso, muitos estudos mostraram que, por causar neurodegeneracao
seletiva, os nematéides ([dat-1p::GFP ] ou N2) expostos a 6-OHDA tiveram déficits
nos comportamentos dependentes de dopamina, com (1) diminuicdo da taxa de
desaceleracdo basal ao tocar a bactéria, mostrado pela diminuicdo da curvatura
corporal (SAEWANEE et al, 2021; CHEN et al, 2022; HSU et al,2021; REN et al, 2019;
TSAIl et al, 2017; CHALORAK et al, 2021a; LIU et al. 2021; CHALORAK et al, 2018;
LONG et al, 2022; CHANG et al, 2021; HE et al, 2022). (2) Diminuicdo do movimento
de nado (HE et al, 2022) e (3) alteracdo no comportamento de quimiotaxia (Tabela 1),
observado através dos nematoides tratados previamente com etanol e depois
expostos a 6-OHDA, os quais ndo apresentaram preferéncia pelo etanol, enquanto o
grupo controle (também tratado previamente com etanol) apresentou preferéncia
(REN et al, 2019). Ademais, os nematoides selvagens expostos a 6-OHDA tiveram
diminuicdo da sobrevivéncia, quando comparados com o0s animais controle (HSU et
al,2021; MA et al, 2021; TSAIl et al, 2017; CHALORAK et al, 2021a) (Tabela 1).

A literatura mostra que a 6-OHDA leva a danos mitocondriais e geracao
excessiva de EROs (CHEN et al, 2022). O estresse oxidativo, gerado através do
aumento de EROs ou diminui¢do das defesas antioxidantes, € um fator de risco para
algumas patologias, como a DP (OFFENBURGER et al, 2018b). Além disso, as EROs,
como o radical superoxido, produzido por 6-OHDA, podem ser os principais fatores da
morte dos neurdnios dopaminérgicos (SAEWANEE et al, 2021). Nos estudos mais
recentes, foram vistos que 0s nematdides expostos a 6-OHDA tiveram aumento dos

radicais livres, observado através da sonda fluorescente de dihidroetidio (DHE)
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(LONG et al, 2022) ou pelo nivel do biomarcador de estresse oxidativo
(malondialdeido - MDA) ou pela expressdo de genes envolvidos na resposta ao
estresse (MA et al, 2021) (Tabela 1). No estudo de Yan et al 2019, os animais dat-
1p::GFP cruzados com os mutante daf-2 e expostos a 6-OHDA, tiveram aumento da
fluorescéncia ou seja, houve preservacédo dos neurénios dopaminérgicos, pois com a
delecdo de daf-2, permitiu que daf-16 induzisse a expressdo de uma resposta
antioxidante (YAN et al, 2019) (Tabela 1). Esse resultado era esperado, pois ja se
sabe que a ativacdo de DAF-16 (semelhante ao Foxo3 em mamiferos), além de
prolongar a vida, pode gerar resisténcia frente ao estresse (YAN et al, 2019). Apés a
exposicdo de 6-OHDA, os niveis de mRNA de GST-4 (Glutationa-S-transferase) e
GCS-1 (gama-glutamina cisteina sintetase) aumentaram (CHANG et al, 2021),
indicando que a exposicdo a 6-OHDA produz estresse oxidativo, fazendo com que
genes antioxidantes sejam transcritos para amenizar os danos (CHANG et al, 2021).

4.1.2 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP)

A MPTP é uma molécula néo toxica, que ao sofrer oxidacao pela monoamina
oxidade B produz o MPP+, uma neurotoxina (CHIA et al, 2020). Devido a sua
semelhanca estrutural com a dopamina, o0 MPP+ entra no neurénio dopaminérgico
através do transportador de dopamina (CHIA et al, 2020). Em C. elegans, o MPP+
causa diminuicdo da fluorescéncia dos animais transgénicos, que possuem 0S
neurdnios dopaminérgicos marcados com GFP (LEE; HAN; CHA, 2021), ou seja, 0
MPP+ é capaz de causar neurodegeneracao dopaminérgica (TONG et al, 2021; KIM
et al, 2021; MA et al, 2020) (Tabela 1). Murphy; Patel; Wimalasena (2021) relataram
gue os nematdides expostos ao MPP+ tiveram perda de conectividade, auséncia dos
corpos celulares e bolhas nos axénios dos neurbnios dopaminérgicos. Além disso, em
varios estudos foi relatado que os nematdides expostos ao MPP+ ndo mostraram uma
frequéncia de curvatura corporal reduzida em resposta a deteccdo de alimentos,
guando comparados aos nao tratados (MA et al, 2020; KIM et al, 2021; CHEON et al,
2017) (Tabela 1). Também houve aumento da letalidade dos nematdides, quando
comparados com o controle (JOHNSON et al, 2020) (Tabela 1).
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Parecido com o que acontece com os mamiferos, a exposi¢cdo ao MPP+ em C.
elegans induz acumulo dessa neurotoxina nos neurénios dopaminérgicos (CHEON et
al, 2017). Essa neurotoxina inativa o complexo | da cadeia de transporte, causando
disfungdo mitocondrial e morte seletiva do neurdnio dopaminérgico (CHEON et al,
2017; LEE; HAN; CHA, 2021) ou seja, a neurotoxicidade do MPP+ esta diretamente
associada ao estresse oxidativo (LEE; HAN; CHA, 2021). O estudo de Murphy; Patel;
Wimalasena (2021) mostrou que realmente ha producdo de radicais livres, quando os
nematdides sdo expostos ao MPP+, correlacionando com a neurodegeneracdo
dopaminérgica.

4.1.3 Paraquat e rotenona

O paraquat (herbicida) e rotenona (inseticida) sdo substancias toxicas capazes
de matar os neurdnios dopaminérgicos in vitro (WU et al, 2018). Em C. elegans, Wu
et al (2018) relatou diminuicdo da fluorescéncia dos neurdnios dopaminérgicos,
principalmente CEP e ADE, dos animais expostos a rotenona e paraquat. Além disso,
Wu et al (2018) mostrou que os nematoéides tiveram: trajeto irregular e curto, reducao
na velocidade média e na curvatura corporal, podendo tais disturbios serem
consequéncia da morte neuronal dopaminérgica (Tabela 1). Brunetti et al (2020)
também encontrou déficits no movimento quando os nematoides foram expostos a
rotenona (Tabela 1), observando que a taxa de movimentos de natacéo foi reduzida
em mais de 80% quando comparados com o controle. Tran et al (2021) descreveu que
0S nematdides expostos ao paraquat tiveram neurodegeneracdo dopaminérgica
(Tabela 1). Ademais, foi visto que tanto a exposicédo de paraquat (MARSOVA et al,
2020) quanto a de rotenona foi capaz de diminuir a taxa de sobrevivéncia dos
nematoides de forma tempo e dose dependente (WU et al, 2018) (Tabela 1).

A disfuncé@o mitocondrial tem sido proposta como um dos mecanismos para a
degeneracédo dopaminérgica associada a DP, por isso varios estudos estao avaliando
a integridade das mitocondrias frente a exposicéo de toxinas ou em animais mutantes
(WU et al, 2018). Wu et al, 2018 observou que 0s nematdides transgénicos com

marcacao fluorescente nas mitocéndrias e expostos ao paraquat e a rotenona, tiveram
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diminuicdo na intensidade da fluorescéncia e na densidade das mitocéndrias. Além
disso, utilizando microscopia eletronica, foram visualizados: vesiculas autofagicas e
arranjo irregular das cristas mitocondriais dos nematéides expostos ao paraquat e
rotenona (WU et al, 2018). Todos esses resultados indicam que a exposicdo ao
paraquat e a rotenona gera uma Obvia disfuncdo mitocondrial (Tabela 1), e que é
bastante consistente com alguns estudos in vitro (WU et al, 2018). Ademais, esses
resultados revelam que o processo de mitofagia pode ser um mecanismo chave para
0 nao desenvolvimento da DP, pois com a degradacao seletiva das mitocondrias por
autofagia, haveria a preven¢do do acumulo de mitocéndria disfuncional, mantendo,

assim, as células saudaveis (WU et al, 2018).

Tabela 1: Efeitos das neurotoxinas em diferentes cepas de C. elegans para o estudo da doenca de

Parkinson.

-* Cepa ndo especificada

Neurotoxinas Cepa Efeito Referéncias

YOUSSEF et al, 2020; CHEN et al,
2022; WEI; CHANG; LIAO, 2017,
HSU et al, 2021; BOOS;
Neurodegeneracdo dopaminérgica SHUBBAR; GELDENHUYS, 2021;
TSAIl et al, 2017; LONG et al,

[dat-1p::GFP]
2022; HE et al, 2022; POHL et al,

20109.
Diminui¢&o da taxa de desaceleracado CHEN et al, 2022; LONG et al,
basal 2022; CHANG et al, 2021.
Estresse oxidativo CHANG et al, 2021.

SAEWANEE et al, 2021; TSAI et
al, 2017; CHALORAK et al, 2021a;
LIU et al. 2021; CHALORAK et al,

6-OHDA
Diminui¢&o da taxa de desaceleracao

basal
2018; HE et al, 2022; HSU et al,
2021.
N2 Diminui¢c&o do movimento de natacéo HE et al, 2022.

MA et al, 2021; HSU et al, 2021;
LONG et al, 2022.
HSU et al, 2021; MA et al, 2021;
Diminui¢c&o da sobrevivéncia TSAIl et al, 2017; CHALORAK et
al, 2021a.

Estresse oxidativo

Evitacao ao etanol (exposi¢ao
¥ . REN et al, 2019.
cronica)
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Neurotoxinas Cepa Efeito Referéncias

LEE; HAN; CHA, 2021; TONG et
al, 2021; KIM et al, 2021; MA et al,
2020; MURPHY; PATEL;
WIMALASENA, 2021.

Neurodegeneracao dopaminérgica

[dat-1p::GFP]

Diminuig&o da taxa de desaceleracdo

MA et al, 2020.
basal
MPP+ S MURPHY; PATEL; WIMALASENA,
Estresse oxidativo
2021.
Diminui¢c&o da taxa de desaceleracéo CHEON et al, 2017; KIM et al,
basal 2021.
N2
Aumento da letalidade JOHNSON et al, 2020.

[dat-1p::GFP] Neurodegeneracdo dopaminérgica WU et al, 2018; TRAN et al, 2021.

Déficits motores (trajeto irregular,

reducdo na velocidade média e na WU et al, 2018.

N2 curvatura do corpo)

Paraquat
) ) MARSOVA et al, 2020; WU et al,
Reducéo da sobrevivéncia
2018.

[mio- - .

Disfung&o mitocondrial WU et al, 2018.
3p::GFP]
[dat-1p::GFP] Neurodegeneracdo dopaminérgica WU et al, 2018.
Déficits motores (trajeto irregular,

reducéo na velocidade média e na WU et al, 2018.

N2 curvatura do corpo)

Rotenona Reducéo da taxa de movimentos de
. BRUNETTI et al, 2020.
natagao
Reducéo da sobrevivéncia WU et al, 2018.
[mio- : . )
Disfun¢&o mitocondrial WU et al, 2018.
3p::GFP]

Fonte: Autoral, 2022.

4.2 EFEITOS DOS PRINCIPAIS GENES RELACIONADOS COM A DOENGA DE PARKINSON EM C.
ELEGANS

Os resultados dos efeitos dos genes relacionados com a DP em C. elegans
estdo resumidos na tabela 2. Ja os resultados dos efeitos da agregacédo da a-
sinucleina em C. elegans estédo resumidos na tabela 3.
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4.2.1 LRRK2

Mutacbes na quinase 2 de repeticdo rica em leucina (LRRK2) sdo causas
comuns de DP familiar (CALDWELL; WILLICOTT; CALDWELL, 2020). A mutacéo
mais comum no gene LRRK2 é a G2019S, a qual leva ao aumento da atividade da
qguinase (CHANDLER et al, 2021).

Senchuk, Van Raamsdonk, Moore (2021) observou que durante o
envelhecimento os nematdides transgénicos que expressam a LRRK2 G2019S
humana, tiveram acumulo de GFP nos axbnios e diminui¢do da fluorescéncia nos
dendritos e corpo celular (Tabela 2). O acumulo de GFP nos axénios € um achado
comum em neurbnios em degeneracao (SENCHUK; VAN RAAMSDONK; MOORE,
2021). Apesar do dano neuronal, ndo houve reducdo na sobrevivéncia e nem
alteracao da longevidade dos animais LRRK2 (G2019S), quando comparados com o
controle pDat-1::GFP (SENCHUK; VAN RAAMSDONK; MOORE, 2021) (Tabela 2).
Porém, quando os animais LRRK2 G2019S foram cruzados com cepas com fundo
mutante que prolongam a longevidade, foi visto que além da extensédo do tempo de
vida, houve também neuroprotecdo (SENCHUK; VAN RAAMSDONK; MOORE, 2021)
(Tabela 2). A regulacéo positiva de daf-16, por exemplo, foi capaz de aumentar o
tempo médio de vida dos nematdides LRRK2 (G2019S) para 39,1 dias, além de
também promover neuroprotecdo, enquanto que a regulacdo negativa da via daf-16
teve efeito oposto (SENCHUK; VAN RAAMSDONK; MOORE, 2021). Esses resultados
corroboram com que ja dito sobre o envelhecimento ser um fator de risco para o
desenvolvimento da DP, além disso, esses dados sugerem que retardar o
envelhecimento pode ser neuroprotetor contra a toxicidade induzida por LRRK2
G2019S (SENCHUK; VAN RAAMSDONK; MOORE, 2021).

O estresse oxidativo esta presente no envelhecimento normal, mas também
estd associado a doencas relacionadas a idade, como as doencas
neurodegenerativas (SMITA et al, 2017). Long et al (2018) mostrou que as cepas
transgénicas que expressam LRRK2 do tipo G2019S, quando expostas ao estresse
térmico e oxidativo, tiveram diminuicao da sobrevivéncia (Tabela 2). A fim de verificar
a resposta contra o estresse oxidativo, ele analisou a translocacdo de DAF-16,
cruzando a cepa DAF-16::GFP com a LRRK2 (G2019S). Depois de expor o0s

nematoides ao estresse térmico e oxidativo, a translocacdo de DAF-16 para o nucleo
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foi pouca (Tabela 2). Sugerindo, assim, que G2019S bloqueia a translocagéo nuclear
de DAF-16 sob condi¢Oes de estresse, resultando na diminuicdo da sobrevivéncia
(LONG et al, 2018).

DAF-16 é um fator de transcricdo que possui um papel importante na
resisténcia ao estresse (LONG et al, 2018). Uma vez que DAF-16 é ativado, ele ativa
a expressao de genes como sod-3 para aumentar a resisténcia ao estresse (LONG et
al, 2018). Portanto, a ativacdo dessa via pode ter resultado na neuroprotecao,
observada no estudo de Senchuk; Van Raamsdonk; Moore (2021), enquanto que o
bloqueio da translocacgéo nuclear de DAF-16 pode ser um mecanismo pelo qual a cepa
LRRK2 G2019S induz a toxicidade, visto no estudo de Long et al (2018).

4.2.2 PRKN, PINK1 e DJ-1

A origem da DP ainda é incompreendida, mas ha evidéncias que a disfuncao
mitocondrial € um ponto chave na patogénese dessa doenca (COOPER et al, 2017,
TSAI et al, 2020). Por isso, é preciso estudar os genes envolvidos na funcao
mitocondrial, pois alguns deles ja demonstraram causar formas monogénicas da DP,
como o PRKN, PINK e DJ-1 (COOPER et al, 2017).

PRKN codifica a parkin, proteina que faz parte do complexo multiprotéico que
marca as proteinas para degradacdo no sistema ubiquitina-proteassoma (COOPER
etal, 2017; HSU et al, 2021). Ja PINK-1 codifica PINK-1, a primeira ubiquitina-quinase
conhecida, que recruta receptores de autofagia, aumentando a capacidade de parkin
de marcar as mitocondrias defeituosas, a fim de iniciar a mitofagia (COOPER et al,
2017; HSU et al, 2021). DJ-1, codifica uma proteina antioxidante, bastante util na
neutralizacdo do estresse oxidativo (CHIA et al, 2020). PINK1, PRKN e DJ-1 sao
codificados por pink-1, pdr-1 e djr-1.1 em C. elegans, respectivamente (COOPER et
al, 2017).

Cooper et al (2017) mostrou que a delecédo de pdr-1, pink-1 e djr-1.1 ndo afetou
a longevidade do nematdide, mas alterou o comportamento de fuga induzida pelo
etanol nos mutantes pdr-1 e também reduziu a taxa de desaceleracdo basal dos

nematoides pdr-1 e pink-1 (Tabela 2). Esses comportamentos dependentes de
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dopamina foram observados devido a disfuncdo neuronal, pois ndo houve morte
neuronal. Os nematdides djr-1.1 ndo tiveram déficit significativo no comportamento
dependente de dopamina (COOPER et al, 2017). Ademais, nesse mesmo estudo,
também foi visto que houve disfun¢cdes mitocondriais, ao verificar que os nematdides
com delecgéo pdr-1, pink-1 e djr-1.1 apresentaram morfologias mitocondriais diferentes
dos animais selvagens (COOPER et al, 2017). O consumo do oxigénio e os niveis de
ATP também estavam alterados (COOPER et al, 2017). Além do mais, foi visto que a
via mtUPR (resposta de proteina desdobrada mitocondrial) é ativada em mutantes
pdr-1 e pink-1 e que a interrupcdo de mtUPR, através da delecéo de atfs-1 causou:
diminuicdo da taxa de defecacédo em todas as trés cepas; diminuicdo da sobrevivéncia
e do movimento de natacdo nos mutantes pdr-1 e diminuicdo da velocidade de
rastejamento nos nematoides pdr-1 e pink-1 (COOPER et al, 2017) (Tabela 2).

Quando ha estresse, ha também grande quantidade de proteinas ndo dobradas
ou mal dobradas acumuladas na mitocondria e isso ativa as chaperonas mitocondriais
HSP60 e HSP70 que restauram as proteinas mal dobradas e ajudam as recém
sintetizadas a dobrarem-se corretamente (JI et al, 2020). O mtUPR, desempenham
um papel importante no controle de qualidade mitocondrial, fazendo a sinalizacéo
retrégrada da mitocondria para o nucleo (JI et al, 2020). ATFS-1 é um fator de
transcricdo, ativado pela via mtUPR, que vai até o nucleo para ativar a expressao
génica protetora (MARTINEZ et al, 2017). Por isso, a ativacdo de mtUPR nos
nematoides mutantes pdr-1 e pink-1 pode proteger os nematdides dos efeitos
prejudiciais das mitocondrias anormais (COOPER et al, 2017).

O estudo da interacdo entre genes e exposicao toxica € importante, pois é
possivel explicar o porqué de um subconjunto de populacdo exposta a tal substancia
desenvolver a DP (HARTMAN et al, 2019). Cooper et al (2017) descreveu que 0s
nematoides com a delecdo djr-1.1 expostos ao paraquat tiveram aumento da
sensibilidade ao estresse oxidativo crénico. Wu et al (2018) relatou que os nematoéides
expostos ao paraquat ou rotenona tiveram aumento da expressao de pink-1. Além
disso, as cepas com delecédo de pink-1 tiveram menor letalidade quando expostas ao
paraquat ou rotenona, e apresentaram comportamentos (mudanca de velocidade
média, curvas corporais e comprimento de onda durante o rastejamento) mais
brandos que os animais selvagens (WU et al, 2018). Hartman et al (2019) obteve

resultado parecido, quando observou que os nematoides com delecdo de pink-1 foram
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protegidos da neurodegeneracdo causada por 6-OHDA. Porém, os nematoides com
delecdo de pdr-1 mostraram-se sensiveis a neurodegeneracao induzida por 6-OHDA
(HARTMAN et al, 2019). Esses efeitos opostos podem ser surpreendentes, pois esses
genes estdo associados a mesma via, mas esse efeito divergente ja foi relatado antes
(HARTMAN et al, 2019). HSU et al (2021) mostrou que 0os nematdides N2 expostos
ao 6-OHDA tiveram diminuicédo da expressao de pink-1 e pdr-1 (Tabela 2).

A mitofagia é um processo importante para prevencdo do acumulo de
mitocondria disfuncional, mantendo as células saudaveis (WU et al, 2018). A inducéo
da mitofagia em C. elegans esta relacionada com o aumento da expresséao de pink-1
(WU et al, 2018) e pdr-1, pois esses genes estdo associados a protecado das células
da disfuncao mitocondrial induzida pelo estresse (HARTMAN et al, 2019). Por isso, a
delecdo desses genes correlacionada com a exposicao a neurotoxinas pode gerar um
aumento de risco de desenvolver a DP (HARTMAN et al, 2019).

4.2.3 ATP13A2

O gene ATP13A2 codifica a bomba ATPase tipo 5, a qual mantém a funcéo do
lisossoma (ANAND et al, 2020). MutacGes no ATP13A2 estado relacionadas a forma
precoce da DP, chamada de Sindrome de Kufor Rakeb (KRS) (ANAND et al, 2020).
C. elegans possui 3 genes semelhantes com ATP13A2, o catp-5. catp-6 e catp-7,
porém grande parte dos estudos verificam a atuacdo de catp-6 devido a sua
semelhanca com o ATP13A2 dos mamiferos (VRIJSEN et al, 2020; VAN et al, 2020).
Em C. elegans, foi visto que a delecédo de catp-6 reduziu a expectativa de vida dos
nematoides (BAESLER et al, 2019) (Tabela 2). Esse resultado revela que a auséncia
de CATP-6 interfere no envelhecimento dos nematéides (BAESLER et al, 2019).

Anand et al (2020) relatou que os nematdides com delecdo de catp-6 tiveram
diminuicdo na taxa dos movimentos de natacao e danos mitocondriais, vistos através
do corante tetrametilrodamina. Também foi observado que os mutantes catp-6 foram
sensiveis a rotenona (ANAND et al, 2020). Esse resultado foi parecido com o de
Vrijsen et al (2020), que relatou aumento do superoxido dos animais com delecédo do
gene catp-6, que foram expostos a rotenona. O estresse oxidativo refletiu no aumento

da letalidade, que foi parcialmente resgatada, quando houve a reexpresséo de capt-



44

6. (Tabela 2). Esses resultados revelam que o catp-6 tem uma funcéo protetora em C.

elegans, tendo um papel importante na resposta ao estresse (VRIJSEN et al, 2020).

Tabela 2: Efeitos da dele¢&o ou expressédo de genes associados a DP em cepas transgénicas de C.

elegans usadas para estudar a doenca de Parkinson.

Gene Cepa Efeitos Referéncias
[Pdat-1::GFP, Pdat- A expressao de LRRK2 (G2019S) SENCHUK; VAN
1::LRRK2(G2019S), lin- humano causou neurodegeneracdo, RAAMSDONK; MOORE,
15(+)] porém nao alterou a sobrevivéncia 2021.
daf-2(e1370) lll; cwrls856 A delec¢édo de daf-2 da cepa que
SENCHUK; VAN
[Pdat-1::GFP, Pdat- expressa LRRK2 (G2019S) humano,
) ) RAAMSDONK; MOORE,
1::LRRK2(G2019S), lin- causou aumento da longevidade e 2021
15(+)] neuroprote¢ao '
A expressao de LRRK2 (G2019S)
humano, causou diminui¢cdo da
Punc51p::LRRK2(G2019S) sobrevivéncia quando os LONG et al, 2018.
nematdides passaram por estresse
LRRK2 o o
oxidativo ou térmico
Diminuigdo da translocacdo de DAF-
Punc51p::LRRK2(G2019S), 16 para o nucleo quando os animais
[DAF-16p::DAF-16a/b::GFP  que expressavam LRRK2 (G2019S) LONG et al, 2018.
+ rol-6] humano e passaram por estresse
oxidativo ou térmico
Diminuicdo dos agregados de o-
Irk-1(tm1898) com o ] i o
. sinucleina, diminui¢édo de bolhas
plasmideo (P myo-2 ::V1S e ) B
axonais e fragmentacdes e melhora BAE et al, 2018.
P flp-21 ::SV2-ICR-DsRed) ] ]
o na expectativa de vida na cepa com
injetado .
delecéo de Irk-1
Delecéo de pdr-1 ndo alterou a
sobrevivéncia, mas foi visto
pdr-1(gk448) diminuicdo do comportamento de COOPER et al, 2017.
evitar o etanol e da taxa de
desaceleragdo basal
dr-1(gk448); vtis7[Pdat- Delecdo de pdr-1 ndo causou
PR par-1(gha4a); vits7] ¢ P COOPER et al, 2017.
1:GFP(pRB490)] neurodegeneragao
pdr-
Delecéo de pdr-1 alterou a
1(gk448); bcls78[Pmyo-

. . ) COOPER et al, 2017
) morfologia e fun¢édo mitocondrial
3::mitoGFP]
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Gene Cepa Efeitos Referéncias
pdr-1(gk448); zcls13[Phsp- . . .
Delecéo de pdr-1 ativou a mitoUPR COOPER et al, 2017.
6::GFP]
Delecédo de pdr-1 e da atf-1 causou
pdr-1(gk448); atfs-1 L o
diminuicdo da sobrevivéncia, do
(gk3094); vtIs7[Pdat- ] . ) COOPER et al, 2017.
movimento de natacéo e velocidade
1::GFP(pRB490)] ) B
de rastejamento nos nematoides
N2 Diminuicdo da expresséo de pdr-1 HSU et al, 2021; TSAI et
dos nemat6ides expostos a 6-OHDA al, 2020.
PRKN d A cepa com delecdo de pdr-1
r'_
P mostrou-se ser sensiveis a
1 (tm598); vtls1 [P dat- o HARTMAN et al, 2019.
neurodegeneracao induzida por 6-
1 ::GFP, rol-6 (su1006)]
OHDA
pdr-1(gk448); jerlsO04[Peft- .
A delec@o de pdr-1 na cepa que
3::a-syn:TagRFP:let- . ;
expressa a-sinucleina causou
858_unc-119(+)]; unc- . o COOPER et al, 2018a.
neurodegeneracgdo e diminui¢cdo do
119(-);vtls7[Pdat- . .
movimento de natagdo
1::GFP(pRB490)]
A delecéo de pink-1 causou
diminuicdo da taxa de COOPER et al, 2017.
desaceleragdo basal
A delecéo de pink-1 gerou menor
) letalidade, comportamento de
pink-1 (0k3538) ] o
mudanca de velocidade média,
curvas corporais e comprimento de WU et al, 2018.
onda durante o rastejamento mais
brandos, quando expostos ao
paraquat ou rotenona
pink-1(0k3538); vtls7[Pdat- A dele¢éo de pink-1 n&o causou
COOPER et al, 2017.
1:GFP(pRB490)] neurodegeneragao
PINK1
pink- _ )
A delecéo de pink-1 alterou a
1(0k3538); bcls78[Pmyo- ) o . COOPER et al, 2017.
) morfologia e fun¢édo mitocondrial
3::mitoGFP]

pink-1(0k3538);
zcls13[Phsp-6::GFP]

A delecéo de pink-1 ativou a mtUPR

COOPER et al, 2017.

pink-1(ok3538); atfs-1
(gk3094); vtis7[Pdat-
1::GFP(pRB490)]

A delecéo de pink-1 e atfs-1 gerou
diminuicdo da velocidade de
rastejamento nos nematoides

COOPER et al, 2018.

[pink-1p::pink-1::GFP +
myo-2p::mCherry + herring
sperm DNA]

Aumento da expresséo de pink-1
guando os animais foram expostos
ao paraquat ou rotenona

WU et al, 2018.
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Gene Cepa Efeitos Referéncias
N2 Diminuicdo da expressao de pink-1 ~ HSU et al, 2021; TSAI et
dos nematoides expostos a 6-OHDA al, 2020.
pink- A delec¢édo de pink-1 protegeu o
1 (tm1779); vtlsl [P dat- nematoide da neurodegeneragéo HARTMAN et al, 2019.
1 ::GFP, rol-6 (su1006)] causada por 6-OHDA
PINK1 pink-1(0k3538);
jerls004[Peft-3::a- A delec¢éo de pink-1 na cepa que
syn:TagRFP:let-858_unc- expressa a a-sinucleina causou
. o COOPER et al, 2018a.
119(+)]; unc- neurodegeneracéo e diminuicédo do
119(-);vtls7[Pdat- movimento de natagdo
1::GFP(pRB490)]
A delec@o de djr-1.1 ndo causou
mudanga do comportamento COOPER et al, 2017.
dependente de dopamina
djr-1.1(tm918) A delecéo de djr-1.1 aumentou a
sensibilidade ao estresse oxidativo
. o COOPER et al, 2018.
crdnico quando os animais foram
expostos ao paraquat
djr-1.1(tm918); vtis7[Pdat- A delecéo de djr-1.1 néo gerou
COOPER et al, 2018.
1::GFP(pRB490)] neurodegeneragéo
- djr-
DL : A delecéo de djr-1.1 alterou a
1.1(tm918); bcls78[Pmyo- ) o . COOPER et al, 2019.
) morfologia e fun¢édo mitocondrial
3::mitoGFP]
djr-1.1(tm918);djr-
1.2(tm1346);jerls004[Peft- A delecdo de djr-1.1 na cepa
3::a-syn::TagRFP:let- que expressa a-sinucleina
L COOPER et al, 2018a.
858_unc-119(+)]; unc- causou diminuigdo do
119(-);vtls7[Pdat- movimento de natagdo
1::GFP(pRB490)]
A delecéo de catp-6 reduziu a
o BAESLER et al, 2019.
sobrevivéncia
A delecéo de catp-6 diminuicdo na
taxa dos movimentos de natagéo e ANAND et al, 2020.
ATP13A2 W08D2.5(0k3473) IV.

danos mitocondriais

A delecéo de catp-6 aumentou o
superoxido e a letalidade dos
animais expostos a rotenona

VRIJSEN et al, 2020.
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Gene Cepa Efeitos Referéncias

catp -6 (0k3473);

jerls004[Peft-3::a- A delec¢édo de catp-6 na cepa que
syn:TagRFP:let-858_unc- expressa a-sinucleina causou
ATP13A2 L . COOPER et al, 2018a.
119(+)] II; unc-119(- diminuicdo do movimento de
);vtis7[Pdat- natacao

1::GFP(pRB490)]

Fonte: Autoral, 2022.

4.2.4 a-sinucleina

O gene SNCA humano codifica a-sinucleina, a agregacdo anormal dessa
proteina forma os corpos de Lewy, presente em pacientes com a DP (PERNI et al,
2021). Sabe-se que a agregacao da a-sinucleina pode ser neurotoxica, pois 0S
agregados dessa proteina podem elevar os niveis de ERO, causando, assim, estresse
oxidativo (CHALORAK et al, 2018). C. elegans n&do possui gene semelhante ao SNCA,
por isso 0s modelos transgénicos superexpressam as formas mutantes e selvagens
da a-sinucleina humana (ALVAREZ et al, 2020; COOPER; VAN RAAMSDONK,
2018b; MA, L. et al, 2018). Podemos encontrar cepas transgénicas de C. elegans que
expressam a a-sinucleina em: (1) células musculares da parede do corpo (2) em
neurdnios dopaminérgicos e (3) todos os neurdnios (ALVAREZ et al, 2020).

A utilizacao de cepas que expressam a a-sinucleina humana nas células
musculares é vantajosa, pois a ligagdo da proteina fluorescentes a a-sinucleina
permite visualizar e localizar o acumulo dessa proteina (LONG et al, 2022). Além
disso, € visto os efeitos da agregacdo no comportamento locomotor do nematdide,
assemelhando-se com a sintomatologia da DP (LONG et al, 2022).

A agregacao da a-sinucleina esta relacionada com a idade do nematoide
(HUGHES et al, 2022). Alguns estudos relataram que os animais que expressam a a-
sinucleina nas paredes celulares, tiveram aumento de agregados dependente da
idade (PERNI et al, 2018; HUGHES et al, 2022). Hardenberg et al (2021) revelou que
a a-sinucleina se encontra no estado difuso em grande parte da vida adulta do
nematoide (Dia 1 a 11) e somente na velhice que comecaram a formar as agregacoes

(Dias 13 a 15). A presenga de a-sinucleina nas células musculares do nematoide pode
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alterar os comportamentos relacionados ao movimento (YOUSSEF et al, 2020; LONG
et al, 2022). Alguns estudos observaram: diminui¢éo na curvatura corporal (PUJOLS
et al, 2018; PERNI et al, 2018; HUGHES et al, 2022), aumento da taxa de paralisia
(PERNI et al, 2018) e diminuicAo no movimento de natacdo nos nematdides
(BRUNETT!I et al, 2020). Mesmo com os efeitos motores, alguns estudos mostraram
que a agregacao de a-sinucleina humana nas células musculares dos nematoides,
ndo interferiu na sobrevivéncia do nematdide (HUGHES et al, 2022; WANG et al,
2019). Contudo, Chalorak at al (2021b) revelou que a sobrevivéncia foi reduzida em
22,20%, quando comparado com nematéides do tipo selvagem (Tabela 3).

Ao verificar o efeito da expressam de a-sinucleina nos neurbénios
dopaminérgicos, varios estudos relataram neurodegeneracdo dopaminérgica
dependente da idade, observados pela diminuicdo da fluorescéncia (TRIPODI et al,
2020; POHL et al, 2019; CHALORAK et al, 2021b). Os neurdnios dopaminérgicos sao
mecanorreceptores, sensiveis ao toque aspero e feromoénio (ZHANG et al, 2018).
Além do mais, sdo responsaveis pelo comportamento motor, por isso, danos nesses
neurdnios causam desordens nos movimentos, semelhante com o que acontece com
pacientes com DP (ZHANG et al, 2018). Diante disso, Chalorak at al (2021b) observou
diminuicdo na desaceleracédo basal, evitacdo do etanol e na busca de area restrita nos
nematoides que expressam a a-sinucleina nos neurbnios dopaminérgicos. E
Dominguez et al (2021) observou disfuncéo no comportamento de natacao sugerindo
que a expressao de a-sinucleina afeta a homeostase da dopamina por apresentar
disfuncdes nos movimentos. Além disso, foi visto que a sobrevivéncia foi diminuida
em 7,45% (CHALORAK et al, 2021b) (Tabela 3).

Os animais transgénicos com a expressdao de a-sinucleina ubiquamente
tiveram morfologia neuronal dopaminérgica alterada, com a presenca de vacuolos nos
dendritos (COOPER et al, 2018a). Os danos nos neurénios dopaminérgicos refletiram
na diminuicdo da funcdo neuronal, por isso, foi visto diminuicdo da taxa de
desaceleracao basal (COOPER et al, 2018a) (Tabela 3). Os resultados sugerem que,
embora a expressao de a-sinucleina ndo seja suficiente para causar perda neuronal,
ela leva a disfuncéo neuronal com o avancar da idade (COOPER et al, 2018a).

Ademais, a descoberta de outros genes, além do SNCA, relacionados com a
DP monogénica pode explicar o porqué de a DP ser uma doenca que envolve o

acumulo de a-sinucleina, pois alguns desses genes possuem atividades que podem
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afetar a fungdo ou agregagao da a-sinucleina (COOPER et al, 2018a). A diminuicéo
de Parkina e PINK1 em camundongos, por exemplo, leva ao aumento da agregacao
de a-sinucleina, enquanto que a superexpressdo de DJ-1 e ATP13A2 diminui a
agregacao da a-sinucleina em modelos de levedura (COOPER et al, 2018a). Em C.
elegans, a delecao de pink-1 e pdr-1 nos nematdides que expressam a-sinucleina
ubiquamente resultou em perda neuronal dopaminérgica. Além disso, a delecéo de
pdr-1, pink-1, djr-1.1 e catp-6 nos nematdides que expressam a-sinucleina
ubiquamente levou a diminuicdo do movimento de natacdo (COOPER et al, 2018a)
(Tabela 3).

As cepas mutantes que expressam a-sinucleina no musculo faringeo e nos
neurdnios e que tinham delecdo do gene Irk-1 (semelhante ao LRKK2 humano) n&o
tiveram agregacdo com o envelhecimento (BAE et al, 2018). Além disso, foi visto
diminuicdo dos vacuolos axonais e fragmentacdes e melhora na longevidade, quando
comparados com 0s nematoides que expressavam a-sinucleina no muasculo faringeo
e nos neurdnios e que nao tinham delecao do gene Irk-1 (BAE et al, 2018) (Tabela 3).
Ou seja, a delecao do gene Irk-1 interfere na propagacéao da a-sinucleina, diminuindo
a propagacao e melhorando os efeitos nocivos da a-sinucleina (BAE et al, 2018). A
delecdo do gene Lrrk2 em ratos tiveram efeitos semelhantes aos observados nos
nematoides mutantes Irk-1 (BAE et al, 2018).

As mutacfes de ponto Unico sdo importantes para o desenvolvimento da DP
familiar, até 0 momento sdo conhecidas duas mutacfes (A30P e A30G) na regido N-
terminal e seis (E46K, H50Q G51D, A53T, A53V e A53E) na regido NAC (ULAMEC et
al, 2022). Dentre as mutacdes no gene SNCA, as substituicées de aminoacidos A30P
e AS3T demonstraram estar associados a DP familiar (PERNI et al, 2021). Perni et al
(2021) relatou que os nematdides com a mutacdo A30P apresentam reducdo da
velocidade de movimento e aumento da taxa de paralisia (PERNI et al, 2021).
Enquanto que os nematéides com mutacdo A53T tiveram efeito mais dramatico,
apresentaram frequéncia de curvatura corporal e velocidade de movimento diminuidas
e aumento da taxa de paralisia (PERNI et al, 2021). Huang et al (2021) encontrou
resultados semelhantes quando verificou o efeito da expressao da a-sinucleina A53T,
relatando curvatura corporal e movimento de natacao prejudicados. Além disso, houve
também diminuicdo da sobrevivéncia e danos nos neurénios dopaminérgicos desses
nematoides (HUANG et al, 2021) (Tabela 3).
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Como a DP esta relacionada com a agregacao de proteinas e estresse
oxidativo, 0 aumento da via ubiquitina-proteassoma, da autofagia (TSAI et al, 2020) e
de genes relacionado com a resposta antioxidante pode ser util na prevencao dessa
doenca (HAQUE et al, 2020). Alguns estudos revelaram que a via PINK1/parkin é
capaz de proteger as células de diversos tipos de estresse celular, pois atua através
do sistema ubiquitina-proteassoma (SUP) para promover a mitofagia (TSAI et al,
2020). Hsu et al (2021) e Tsai et al (2020) observou que o0s nematdides que
expressavam a-sinucleina na parede corporal tiveram diminuicdo da expressdo de
pink-1 (semelhante ao PINK-1 humano) e pdr-1 (semelhante ao PRKN humano). O
aumento da expressdo de pink-1 e pdr-1 pode elevar a atividade ubiquitina-
proteassoma e da autofagia, podendo assim reduzir a agregagdo da a-sinucleina
(TSAIl et al, 2020; YANG et al, 2020). Portanto, garantir o funcionamento da SUP e da
autofagia pode ser fundamental para a prevencédo da DP (TSAI et al, 2020). Além
disso, ja foi relatado que a ativacdo de DAF-16 em C. elegans protege 0s neurbnios
contra a proteotoxicidade (HAQUE et al, 2020). Haque et al (2020) observou que o
silenciamento de daf-2 na cepa que expressa a-sinucleina nas células musculares,
causou diminuicdo da expressao da a-sinucleina, visualizada pela diminuicdo da
fluorescéncia (Tabela 3). Esse resultado foi esperado, pois o silenciamento de DAF-2
resultou no deslocamento de DAF-16 para o nucleo, permitindo a transcricdo de
enzimas antioxidantes (HAQUE et al, 2020).

Tabela 3: Efeitos da agregacao de a-sinucleina em diferentes cepas de C. elegans.

a-

) i Cepa Efeito Referéncias
sinucleina
Agregados durante a velhice HARDENBERG et al, 2021.
o - PUJOLS et al, 2018; PERNI et
Diminuigdo na flexao corporal
pkls2386 [ Punc- al, 2018.

I 54:: a -SYN:YFP ] Aumento da taxa de paralisia PERNI et al, 2018.

S Silenciamento de daf-2 causou diminuigdo

) . . . HAQUE et al, 2020.

8 da expressédo de a-sinucleina

°©

D Diminuicdo da expressao de Irk-1, pink-1 e

g TSAI R. et al, 2020.

pkls2386 [Punc- pdr-1
54:: a -SYN:YFP ]

Diminuicdo da expressao de pink-1 e pdr-1 HSU et al, 2021.
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sinucleina

q-

Cepa

Efeito

Referéncias

Parede corporal

(grk-1 (0k1239),
pkls2386 [unc-
54 p::a-
sinucleina::YFP
+unc-119 (+) ]),

Diminuigdo no movimento de nata¢éo nos

nematoides

BRUNETTI et al, 2020.

pkls2386 (unc-54p
;:alfa-
sinucleina::YFP +
unc-119 (+))

Sem interferéncia na sobrevivéncia

al, 2019.

HUGHES et al, 2022; WANG et

Diminuig&o da sobrevivéncia

CHALORAK et al, 2021b.

Diminuig&o na flex&o corporal

HUGHES et al, 2022.

zgls17[P(unc-
54)::asynA30P::YF
Pl

A expresséao de a-sinucleina A30P causou
reducéo da velocidade de movimento e
aumento da taxa de paralisia

PERNI et al, 2021.

zgls52[P(unc54)::a
asyn(A53T)::YFP]

A expressdo de a a-sinucleina A53T causou
frequéncia de curvatura corporal e
velocidade de movimento diminuidas e

aumento da taxa de paralisia

PERNI et al, 2021.

Nos neur6nios dopaminérgicos

[ pdat-1::haSyn;
pdat-1::DsRed ]

Neurodegeneracéo

TRIPODI et al, 2020.

[Pdat-1:GFP;
Pdat-1:a-syn]

Neurodegeneragdo nos nematoides

expostos a 6-OHDA

POHL et al, 2019.

Neurodegeneracao, diminui¢cdo na
desaceleracdo basal, na taxa de evitacdo
do etanol e na busca de area restrita

CHALORAK et al, 2021b.

[Pdat-1:GFP;
Pdat-1:a-syn]

Diminui¢&o da sobrevivéncia

CHALORAK et al, 2021b.

nbls70[dat-
1p::ofp;dat-
1p::SNCA Wt ]

Disfun¢&o no comportamento de natacéo

DOMINGUEZ et al, 2021.

Em todos

0s

neurdnios

dat-1p::GFP; aex-
3p::a-syn(A53T)

A expressao de a-sinucleina A53T causou
danos aos neurdnios dopaminérgicos,
alteragdo na curvatura corporal, movimento
de natacéo e reducao da sobrevivéncia

HUANG et al, 2021.

Ubiquamente

[Peft-3:: a-
sinucleina:TagRF
P:let-858 unc-
119(+)]; unc-
119(-);vtls7[Pdat-
1::GFP(pRB490)],

Neurodegeneracao

COOPER et al, 2018a.

Diminuicéo da taxa de desaceleracdo basal

COOPER et al, 2018a.

Sem interferéncia na sobrevivéncia

COOPER et al, 2018a.

Fonte: Autoral, 2022.
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5 CONCLUSAO

Apesar do avanco cientifico, a DP continua sendo uma doenca progressiva de
causa desconhecida, sem cura e com tratamentos limitados e pouco eficazes. Por
esses motivos, é preciso estudar a patogénese dessa doenca, entendendo mais sobre
o papel dos fatores genéticos e ambientais, para que assim seja possivel descobrir
novos farmacos mais eficazes, garantindo a melhoria na qualidade de vida do
paciente. O nematdide C. elegans possui diversas vantagens para o estudo da DP,
dentre elas a conservacdo do sistema de neurotransmissdo e a producao de
neurotransmissores dopaminérgicos, os quais estao diminuidos na DP. A diminuicao
da dopamina reflete nos sintomas motores encontrados nessa enfermidade e assim
como os humanos, a neurodegeneracao dopaminérgica esta relacionada com alguns
comportamentos do nematéide. Além disso, o uso de modelos neurotoxicos e
genéticos pode fornecer informacdes sobre as vias e genes envolvidos na DP, além

de possibilitar a identificacéo e testagem de novos farmacos.
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