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A inibicdo da proteina fosfatase-2A altera a comunicacédo reticulo-mitocéndria
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Introducdo: A relacdo entre o reticulo endoplasméatico (ER) e a mitocondria exerce
fundamental importancia na homeostasia de processos como tamponamento de célcio,
bioenergética e sobrevivéncia celular. AlteracBes que afetem a interacdo ER-mitocondria
contribuem para a progressao de doencas neurodegenerativas. A inibi¢do da proteina fosfatase
2A (PP2A) causa estresse no reticulo, aumento da proteina tau fosforilada e prejuizos
cognitivos. Entretanto ainda ndo esta elucidado se estas anormalidades afetam a homeostasia
bioenergética e a sobrevivéncia celular.

Objetivos: O objetivo do trabalho foi investigar a influéncia da PP2A na interacdo ER-
mitocondria. Métodos: Camundongos CF1 com 90 dias de idade foram submetidos a cirurgia
estereotéxica, e receberam uma injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) de salina (CT, n=6) ou
acido ocadaico (OKA, n=6). Apos 72 horas, avaliamos a memdria de curta e longa duracgéo
(90 min e 24 h apds o treino, respectivamente) no teste de reconhecimento de objetos (RO).
Os animais foram eutanasiados 24 h apds o RO. O hipocampo foi homogeneizado para
avaliacdo do perfil bioenergético mitocondrial em um respirdbmetro de alta-resolucéo
(Oxygraph-2k). A producdo de perdxido de hidrogénio foi medida pelo ensaio com Amplex-
Red®, e o potencial de membrana pelo ensaio com Safranina-O. O imunocontelido
hipocampal dos marcadores de estresse do reticulo EIF2a/pEIF2a, GRP78, CHOP; e dos
marcadores pro-apoptéticos pTau®™?%® Bax, BCL-2, Citocromo-c e Caspase-3/Caspase-3
clivada foram analisados por Western blot. A viabilidade celular foi estimada pelo ensaio de
MTT. Utilizamos a Principal component analysis (PCA) para estimar matematicamente as
interacOes entre as varidveis. As diferencgas estatisticas entre os grupos foram testadas pelo
teste-t de Student, e o nivel de relacdo entre as varidveis foi analisado pelo coeficiente de
correlacdo linear de Pearson. O nivel estabelecido de significancia foi de p<0,05. Este projeto
foi aprovado em relacdo aos seus aspectos éticos (UFRGS #CEUA: 31443). Resultados: O
grupo OKA apresentou prejuizo nos testes de memdria de curta e longa duracdo, bem como
um aumento nos niveis de fosforilacdo da proteina tau. Ainda, houve um aumento significante
nos niveis da proteina GRP78 e da razdo EIF2a/pEIF2a, concomitante com uma diminuicao
no controle respiratdrio e aumento no extravasamento de protons e perdxido de hidrogénio no
grupo OKA. Nao houve diferenca no potencial de membrana mitocondrial entre 0s grupos.
Além disso, observamos no grupo OKA um aumento das proteinas pro-apoptoticas CHOP,
Bax/BCL2, Citocromo-c, e Caspase-3 clivada, acompanhado da diminui¢do da viabilidade
celular. As anélises feitas pelo PCA demostraram que estas varidveis combinadas (PC1)
contribuem com 80% das alteracdes encontradas.

Concluséo: A inibicdo de PP2A alterou a comunicacdo ER-mitocondria por mecanismos
envolvendo estresse do reticulo e prejuizos na bioenergetica. Ao contrario do que tem sido
proposto, nos sugerimos que estas alteragdes exercem igual contribuicdo para o prejuizo
cognitivo e maior impacto na morte celular do que a hiperfosforilacdo da Tau.



