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RESUMO

A doenca de Parkison (DP) é uma doenga progressiva cronico-
degenerativa, considerada a segunda mais prevalente na populacao
idosa. E caracterizada clinicamente por sintomas motores como tremor,
rigidez, bradicinesia e instabilidade postural; e patologicamente pela
perda de neurbnios dopaminérgicos da substancia nigra, reducdo da
producdo de dopamina, severo processo inflamatério e presenca de
corpos de Lewy. Embora a DP tenha sido considerada tradicionalmente
por afetar individuos com idade superior a 50 anos, 0s sintomas também
podem manifestar-se em pessoas com idade inferior aos 21 anos, sendo
neste caso denominada de Parkinsonismo juvenil. Este tipo em especial
ocorre esporadicamente ou como afeccdo hereditaria autossdémica
associada com uma mutacdo no gene PARK2. Neste cenario o presente
estudo teve como objetivo analisar a contribuicdo da neuroinflamagéo
na fisiopatologia da doenca de Parkinson juvenil em modelo genético
por delecdo do gene PARK2. Para este fim, camundongos C57BL/6
nocaute para PARK?2 tiveram o estado neuroinflamatério induzido pela
administragcdo intraperitoneal de lipopolissacarideo bacteriano (LPS;
0,33 mg/kg). Quatro horas apds a administracdo os animais realizaram
testes comportamentais em campo aberto e interacdo social. Logo apos
0s animais foram eutanasiados e o estrido foi coletado para posteriores
andlises.Nossos resultados mostram que o gendtipo promove alteracdo
cognitiva somente no parametro de meméria social. No entanto, a
administracdo aguda de LPS compromete a atividade locomotora e
reduz a quantidade e a intensidade das visitas no teste de interacdo

social. Ainda, o genétipo e a administracdio do LPS modulou a



expressao genica de importantes genes relacionados a sintese de BH4,
ao metabolismo mitocondrial e plasticidade cerebral. Além disso,
promoveu alteragfes morfolégicas como aumento do ndmero, reducdo
da érea e relocalizagdo subcelular na distancia das mitocondrias em
relacdo a membrana nuclear. A analise conjunta dos dados nos permite
concluir que a delecdo do gene PARK2 promove maior susceptibilidade
ao desenvolvimento dos danos causados pela resposta inflamatoria, além
de promover importantes alteracbes morfologicas, bioguimicas e
moleculares, as quais poderiam contribuir para fisiopatologia do

Parkinsonismo juvenil.



ABSTRACT

Parkinson Disease (PD) is a chronic degenerative disease
considered the second most prevalent in the elderly population. It is
clinically characterized by motor symptoms such as tremor, rigidity,
bradykinesia and postural instability; and pathologically by loss of
dopaminergic neurons of the substantia nigra, reduction of the dopamine
production, severe inflammation and presence of Lewy bodies.
Although, PD has been considered to affect individuals with age above
50 years, the symptoms may manifest in people under the age of 21
years, being in this case called ‘juvenile Parkinsonism. Juvenile PD
occurs sporadically or as autosomal hereditary condition associated with
a mutation on the gene PARK2. In this scenario, this study had as
objective to analyze the contribution of the neuroinflammation in the
pathophysiology of the juvenile PD in the genetic model with deletion
of the PARK2 gene. For this, C57BL/6 and knockout for PARK2 mice
had the neuroinflammatory state induced by intraperitoneal
administration of bacterial lipopolysaccharide (LPS; 0.33 mg/kg). Four
hours after the administration the animals were submitted to the
behavioral tests namely, open field and social interaction. Afterwards,
the animals were perfused for striatal collection to perform
morphological and molecular analyzes. Our results showed that the
genotype promotes cognitive impairment only in the social interaction
paradigm. However, the acute administration of LPS compromised
locomotor activity and reduced the number and intensity of the visits in
the social interaction test. Still, the genotype and the administration of
LPS modulated gene expression of important genes related to the

synthesis of BH4, mitochondrial metabolism and brain plasticity.



Moreover, the treatment and genotype promoted morphological
mitochondrial alterations including, reduction of the area and subcellular
relocation of mitochondria. In addition, the distance of mitochondria
respect to the nuclear membrane was also reduced. Altogether, this work
allows us to conclude that the deletion of PARK2 in addition to the
inflammatory state promotes greater susceptibility for neurogeneration,
mainly due to mitochondrial adaptations and reduced BH4 pathway

flow, which could contribute to the pathophysiology of juvenile PD.
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1. INTRODUCAO

1.1. Aumento da expectativa de vida e doengas neurodegenerativas
cronicas

O envelhecimento populacional, proeminente fenémeno
mundial que nas Ultimas décadas esta modificando as sociedades, tem
como principal consequéncia o aumento na frequéncia das enfermidades
neurodegenerativas no adulto. Dentre estas patologias, podemos
destacar a doenca de Parkinson (DP), a qual é considerada a segunda
maior causa de morte por doenca neurodegenerativa. De acordo como a
Organizac¢do Mundial da Saude (WHO), a partir da metade deste século
as doencas neurodegenerativas representardo a segunda maior causa de
oObito, principalmente pela falta de tratamentos eficazes que permitam
prevenir, atenuar ou reverter estes processos (Lipton et al., 2007, Imtiaz
et al., 2014). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), em 1950 existiam cerca de 204 milhdes de pessoas com mais de
60 anos de idade no mundo, sendo que dados de 2012 do Fundo de
Populagfes das Nagdes Unidas, mostrou que esta populacdo de idosos
alcacava 810 milhdes, constituindo 11,5% da populagdo mundial.
Dados recentes do IBGE, estimam que em 2060 o Brasil terd 5 milhdes
de idosos com mais 90 anos. Esta corresponde a uma popula¢do dez
vezes maior que a atual, sendo que a expectativa de vida média em 2060
chegarad a 81,2 anos, sendo 78 anos para homens e 84,5 anos para as
mulheres (IBGE,2013). Embora estes dados reflitam um claro avanco na
qualidade de vida de parte da populacdo, eles também alertam para a

possibilidade de que em um futuro préximo haja um crescimento
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significativo do nimero de pessoas idosas acometidas por doencas
crbnicas neurodegenerativas

As enfermidades neurodegenerativas cronicas podem ser
definidas como um grupo de doencas heterogéneas caracterizadas por
um inicio insidioso, de progressdo lenta e com caracteristicas
neuropatologicas fortemente associadas & degeneracdo em areas
especificas cerebrais. Como exemplos, podem ser citados a degeneracdo
dos neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra parte compacta na
doenca de Parkinson (DP) (Jellinger, 1988, Blandini et al., 2000), dos
neurdnios corticais na doenca de Alzheimer (DA), dos neurdnios
pequenos do estriado doenga de Huntington (DH), ou dos neur6nios

motores na esclerose amiotrofica lateral (ELA) (Ross and Poirier, 2004).

1.2. Doenga de Parkinson

A DP ¢ considerada a segunda doenca neurodegenerativa
relacionada com a idade com maior incidéncia mundial, ficando atras
somente da doenca de Alzheimer (Vila and Przedborski, 2004). Segundo
a WHO a DP ¢é um distdrbio universal, com uma taxa de incidéncia de
4,5-19 individuos a cada 100.000 habitantes por ano. Embora, a DP
tenha sido considerada tradicionalmente por afetar individuos de ambos
0s sexos, dados publicados mostram uma maior propor¢do de homens
que sdo afetados pela doenca (Wooten et al., 2004).

A primeira descri¢do da DP foi realizada por James Parkinson
em 1871 no livro “An Essay on the Shaking Palsy” (Parkinson, 2002). A
DP é definida clinicamente por sinais cardinais motores que incluem
bradicinesia, rigidez, instabilidade postural, tremor de repouso (Kummer

and Teixeira, 2009, Schrag et al., 2015). Outros sintomas que podem ser
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encontrados em pacientes em estdgio avancado da doenga sdo a
disartria, micrografia e sintomas ndo-motores como deméncia,
alteraces do sono e humor, depresséo, fadiga e dor (Chaudhuri et al.,
2006, Campos-Sousa et al., 2010), além de perda olfativa (Doty et al.,
1988, Khan et al., 2005). Manifestacbes psiquiatricas que incluem
depressdo e alucinagdes visuais sdo comuns, mas ndo uniformemente
presente. A deméncia ocorre em pelo menos 20% dos casos.
Geralmente, os individuos na qual a doenga se manifesta antes dos 21
anos de idade sdo considerados como pacientes com DP de inicio
juvenil, aqueles com inicio antes dos 50 anos de idade sdo classificados
como DP de inicio precoce, e aqueles com inicio apos 0s 50 anos sao
considerados como pacientes com DP de inicio tardio (Pankratz et al.,
1993).

Embora muito tenha sido os avancos sobre o entendimento da
DP, a doenca ainda é incurdvel, e sua etiologia ainda permanece sem ser
definida, e os pacientes acometidos por essa doenca apresentam

expectativa de vida reduzida (Alves et al, 2008).

1.3. Fisiopatologia da doenca de Parkinson

A DP apresenta como caracteristica neuropatolégica a perda de
neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra, parte compacta, com
inclusdes citoplasmaticas (corpos de Lewy). Sendo assim,
tradicionalmente, a presenca de corpos de Lewy foi necessaria para a
confirmacéo diagndstica da DP. A fisiopatologia da DP estd também
associada a disfuncdo dos sistemas neurotransmissores, principalmente
por uma reducdo nas concentragdes de dopamina (DA) no corpo estriado

(Burch and Sheerin, 2005). No entanto, com a descoberta de novos
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subtipos da doenca, como por exemplo, mutagdes no gene da proteina
PARK?2, tém sido reconhecidas que a patologia pode ocorrer, ainda com
auséncia de corpos de Lewy (Kitada et al., 1998). Neste contexto, a
maioria dos casos de DP sdo esporadicos na natureza, no entanto,
mutacBes em varios genes foram identificados como causadores de DP,
de heranga autossdmica dominante ou recessiva (Abeliovich and Flint
Beal, 2006). Os genes associados com as principais manifestacdes
clinicas da doenca incluem PARKI, o qual codifica para a proteina a-
sinucleina, PARK2 para parkina, PARK6 para PINK1 (PTEN- induzida
quinase 1), PARKY para a proteina DJ-1, e PARKS8 a qual codifica a
proteina LRRK2 (quinase rica em leucina de repeticdo 2). A ativagéo do
sistema imune também tem sido envolvido na fisiopatologia da DP. A
estimulacdo deste sistema ativa 0 fator nuclear x (NF- xf), fator de
transcricdo que promove processos inflamatorios e de estresse oxidativo.
Dessa maneira, hd uma estimula¢do para a producéo de interferon-y, a
qual sera responsavel na ativacdo e recrutamento de macréfagos. Essa
ativacdo do sistema imune pode ser monitorada através da formacéo da
neopterina, uma pteridina derivada da GTP (Widner et al., 2002).
Pacientes afetados pela DP apresentam altas concentracdes dessa
pteridina (Freitas et al., 2012; Dissertacdo de Mestrado).

Vérios mecanismos patogénicos para DP ja foram propostos,
incluindo disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo e nitrosativo,
agregacao e falhas no dobramento proteico, apoptose, respostas
inflamatdrias e exocitotoxicidade glutamatérgica exacerbadas (Tansey et
al., 2007, Tsang and Chung, 2009). No entanto, nenhuma destas vias de
forma independente tem demonstrado ser o mecanismo citotoxico

causador exato que conduz a perda de neurdnios dopaminérgicos na DP
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(Ross and Poirier, 2004, Abeliovich and Flint Beal, 2006). Com a
descoberta que a inibigdo seletiva do complexo mitocondrial | pelo
MPTP  (1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6 tetra-hidropiridina) leva ao
desenvolvimento de parkinsonismo, surgiu uma forte evidéncia de que a
disfuncdo mitocondrial estaria diretamente envolvida na patogénese da
DP (Schapira et al., 1989). A deficiéncia do complexo | na PD pode
também ser considerada uma alteracdo sistémica da fosforilacdo
oxidativa, uma vez que a deficiéncia também foi constantemente
observada em plaquetas de pacientes afetados pela DP (Parker et al.,
1989, Krige et al., 1992, Haas et al., 1995)

Os resultados obtidos a partir da fusdo de linhagens hibridas
celulares (cybrids), obtidos a partir da fusdo de células que ndo possuem
mtDNA com plaquetas de pacientes com DP, que apresentam inibi¢do
do complexo I com a linhagem celular RhoO, produziram cybrids
celulares com deficiéncia no complexo I, sugerindo que a diminuicéo da
atividade do complexo | seja devida a alteragdes no genoma
mitocondrial (Swerdlow et al., 1996, Gu et al., 1998). Além disso, estas
células cybrid estdo associados com o estresse oxidativo e a formacao de
agregacoes citosolicas, ligando a disfungdo mitocondrial do complexo |
com a formagdo dos corpos de Lewy. O comprometimento na atividade
do complexo | leva a uma maior producdo de espécies reativas de
oxigénio, os quais contribuem para o acimulo de muta¢bes e dano
oxidativo ao mtDNA devido sua maior susceptibilidade ao ataque
oxidativo pelo fato de ser uma molécula circular e ndo empacotada
como o0 DNA nuclear (Suen et al., 2010, Arduino et al., 2015).
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1.4. Fatores genéticos da DP

A contribuicdo genética na fisiopatologia da DP surgiu no final
do século XIX com estudo epidemioldgico realizado por Gowers
(1893), em que observou que 15% de seus pacientes apresentavam
historico familiar. A partir desses achados e de novos estudos o papel
dos fatores genéticos na DP tem sido sujeito a uma intensa investigacao.
O parkinsonismo primario familiar, decorrente de defeitos genéticos
especificos, tem sido encontrado em cerca de 20% dos casos
diagnosticados como DP. Os principais genes associados as

manifestacdes clinicas da doenca estdo citados na Tabela 1.

Quadro 1: Etiologia genética da DP, heranga e tipo de parkinsonismo

PARK Gene Cromossomo Heranga Tipo de

(I6cus) Parkisonismo

PARK1/ | SNCA 4921 Autossdmica | Inicio precoce

PARK4 dominante

PARK?2 Parkin 6025-27 Autossdmica Juvenil
recessiva

PARKG6 PINK1 1p35-p36 Autossdmica | Inicio precoce
recessiva

PARKY DJ-1 1p36 Autossdmica | Inicio precoce
recessiva

PARK8 | LRRK2 12912 Autossdmica | Inicio tardio
dominante

Em torno de 20% dos casos da DP ocorrem devido a mutacdes
genéticas, a identificacdo destes genes teve um impacto significativo na

compreensdo dos mecanismos que determinam a degeneracdo
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dopaminérgica, pois as proteinas codificadas por eles sdo responsaveis
pelo controle da homeostase mitocondrial.

O primeiro gene descoberto ligado a doenca de Parkinson foi a
a-sinucleina (SNCA), responsavel pela codificacdo de uma proteina pré-
sindptica envolvida na plasticidade neuronal e também na dinamica de
vesiculas e na sintese de dopamina (Polymeropoulos et al., 1997, Farrer,
2006). Os estudos mostram que mutacOes neste gene resultam em niveis
aumentados de protofibrilas, que sdo consideradas a forma mais toxica
da proteina. Além disso, a mutagdo em A30P da a-sinucleina
potencializa a toxicidade da dopamina, aumentando a lesdo mediada por
radicais livres e a morte celular (Schapira, 2006). Outro importante gene
é 0 PARKG® que codifica para proteina PINKZ1, a qual parece proteger os
neurdnios de disfuncdo mitocondrial e apoptose induzida por estresse,
sendo esse efeito suprimido no caso de mutacgdes (Valente et al., 2004).
O gene DJ-1 codifica para uma proteina que possui evidéncias que
sugerem seu envolvimento na resposta ao estresse oxidativo, e sua baixa
expressao causa susceptibilidade ao estresse oxidativo e inibicdo do
mecanismo proteassoma (Bonifati et al., 2003, Farrer, 2006). Ainda,
outro gene citado na literatura é o gene LRRK2 o qual se acredita que
exerca um papel na integragdo do trdfego celular e sinalizacdo
intracelular, e a mutagdo desse gene potencializa sua atividade quinase
(Siva, 2006).

1.4.1. PARK?2
As mutacGes no gene que codificam para a proteina parkina

(PARK2) sdo responsaveis por quase metade de todos o0s casos
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autossdmicos recessivos da DP, especialmente aqueles com inicio antes
dos 21 anos de idade (Healy et al., 2004). Essa proteina possui
aproximadamente 52 kDa (426 aminodacidos) e é codificada pelo gene
PARK?2 que esta localizado no cromossomo 6q (Miklya et al., 2014). O
PARK2 é expresso principalmente no sistema nervoso, e a proteina
codificada por esse gene é um membro da familia de ubiquitina-E3
ligase, que tem como funcdo sinalizar as proteinas que serdo degradadas
no proteassoma através da ubiquitinizagdo (Huang et al., 2004). O
sistema de degradacdo no proteassoma tem um papel fundamental em
muitos processos Vitais para a célula e sua disfuncdo esta relacionada
com a fisiopatologia de doengas neurodegenerativas (Ciechanover and
Brundin, 2003).

Estudos realizados em leveduras identificaram proteinas
especificas envolvida relacionada ao mecanismo de mitofagia, como por
exemplo, o gene da proteina de membrana mitocondrial externa
relacionada com autofagia 32 (ATG32). Esta proteina recruta a
maquinaria autofagica para as mitocondrias disfuncionais. Em
mamiferos este mecanismo requer a proteina Nix, residente na
mitocondria que se liga diretamente a proteina associada a microtdbulos
de cadeia leve da proteina 3 (LC3) para a degradacdo de mitocéndrias de
eritrocitos. Em contra partida, a via de eliminagdo das mitocondrias
danificadas é mediada pela via PTEN induzida quinase putativa 1
(PINK1) e a ubiquitina E3 ligase (Parkina). PINK1 e parkina acumulam-
se em mitocondrias danificadas promovendo a sua segregacdo da rede
mitocondrial, direcionando essas organelas para a degradacdo autofagica
em um processo que requer ubiquitinacdo dependente de parkina
(Figura 1) (Youle and Narendra, 2011, Ashrafi and Schwarz, 2013). As
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mutacBes autossOmica recessivas nestes genes parecem ocasionar
alteragdo do tipo “perda de fungdo”, comprometendo a ativagdo da
mitofagia e levando a um acumulo de mitocdndrias disfuncionais (Healy
et al., 2004). A acumulacdo de mitocbndrias disfuncionais no cérebro
dos pacientes com DP implicita uma ligacdo entre PINK1 e parkina no
controle de qualidade mitocondrial. Estudos genéticos em Drosophila
sugerem ainda papel para PINK1 e Parkin na regula¢do da integridade
mitocondrial e a perda de uma dessas proteinas em Drosophila resulta
em disfun¢do mitocondrial que promove a degeneracgdo dos musculos do

vOo e neurdnios dopaminérgicos. (Greene et al., 2003).
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a) Modelo de mitofagia em b) Modelo de mitofagia durante o ¢) Modelo de mitofagia induzida
leveduras desenvolvimento das células por PINK1-parkina
vermelhas do sangue
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Figura 1. Mecanismos de indu¢do de mitofagia: (A) A degradagéo de
mitocdndrias disfuncionais acontece através da sinalizacdo mediada
pelas proteinas de membrana mitocondrial 32 (Atg32), Atgll, Atg8 e
WXXL que promovem a formacdo e fusdo do autofagosomo ao
lisossomo em leveduras. (B) Na diferenciacdo dos glébulos vermelhos a
sinalizacdo da mitofagia ¢ mediada pelas proteinas da membrana
mitocondrial NIP3 (NIX; também conhecida como BNIP3L) e MAPAL
3 (LC3; um homodlogo de levedura Atg8). (C) A perda do potencial
mitocondrial induz o acimulo da proteina quinase putativa 1 (PINK1)
que recruta do citossol a proteina parkina, uma ubiquitina-ligase E3
promovendo a formacdo e fusdo do autofagosomo ao lisossomo
.(Adaptado de Youle e Narendra,2011).
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Diferentes estudos demonstraram que as mutagdes genéticas em
parkina que levam a perda de funcdo apresentam um impacto negativo
sobre a fisiologia e arquitetura mitocondrial por promover disfuncéo
mitocondrial e aumento da susceptibilidade a toxinas mitocondriais,
comprometendo assim a producdo energética e favorecendo a morte
celular (Narendra et al.,, 2008). No que se refere a modelos
experimentais genéticos onde o PARK2 foi deletado, podemos citar os
estudos realizados na espécie Danio rerio (zebrafish), onde a dele¢éo do
gene comprometeu a respiracdo mitocondrial, promoveu sinais de
estresse oxidativo, declinio no potencial de membrana mitocondrial,
disfuncdo na homeostase do calcio e também causou anormalidades na
morfologia e dindmica mitocondrial (Corti and Brice, 2013). Postula-se
que o declinio da funcdo mitocondrial na DP pode ser resultado da perda
de controle de qualidade mitocondrial (Schon and Przedborski, 2011).

Além de estar envolvida na degradacdo de mitocondrias
disfuncionais, a parkina, é responsavel pela regulacdo do fator nuclear
respiratorio (NRF1) pela formagdo de um complexo com PCG1l-as,
envolvido na biogénese mitocondrial (Kuroda et al., 2006). Estudos
ainda mostram que a superexpressdo da parkina aumenta a transcricéo e
a replicagdo do DNA mitocondrial (mtDNA) pela associacdo com o
fator de transcricdo mitocondrial A (Tfam), promovendo a transcricao
mediada por Tfam. No entanto, uma ressalva importante é que a
biogénese mitocondrial induzida por parkina associada a transcrigcdo
Tfam s6 ocorre em células em proliferacdo indeferenciadas. Por isso, a
sua relevancia para as células poés-mitéticas diferenciadas, como

neurdnios ndo é clara (Lim et al., 2012).
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A apresentacdo clinica da DP causada pelas muta¢fes no gene
PARK2 possui algumas particularidades; inicio precoce dos sintomas,
progressdo lenta da doenca com distonias, hiperreflexia e instabilidade
postural precoce. Neuropatologicamente, a DP causada por mutacfes no
PARK2 néo apresenta corpos de Lewy (Lucking et al., 2000, Mizuno et
al., 2001).

1.5. Neuroinflamagéo

A inflamagdo é uma das caracteristicas da doenca de Parkinson
(DP) (Dzamko et al., 2014). Sabe-se que pacientes com DP apresentam
concentracBes séricas elevadas de citocinas pro-inflamatdrias como o
TNFa, IL-2, IL-10, IL-6, IL-4 e INF-y (Brodacki et al., 2008), o que
indica a presenca do processo neuroinflamatério. Varios estudos ja
demonstraram  que agonistas inflamatérios tais como o
lipopolissacarideo bacteriano (LPS) ou agentes patogénicos virais induz
a perda de neurdnios dopaminérgicos em roedores (Qin et al., 2007).

O processo inflamatdrio pode ser mediado tanto por células
imunes residentes, quanto por células oriundas de infiltracbes de vasos
sanguineos (Witte et al., 2010). As células residentes do sistema
imunol6gico atuam como a primeira e principal defesa imunolégica
ativa no sistema nervoso central (SNC), e estdo representadas
principalmente pela microglia. A microglia é um tipo de célula glial
originada de células mieldides composta por macréfagos residentes no
cérebro e medula espinhal, com predominante localiza¢do na substancia
cinzenta e apresentando-se em maiores concentragcdes no hipocampo,
ganglios basais e substdncia nigra (Block et al., 2007). A

neuroinflamacdo é mediada pela ativagcdo microglial, com consequente
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producdo de citocinas pré-inflamatorias, as quais, podem promover a
expressdo da oxido nitrico sintase (NOS II) e/ou da ciclooxigenase 2
(COX-2), enzimas que produzem espécies reativas toxicas (Hirsch and
Hunot, 2009), mostrando entdo um envolvimento de eventos
imunoldgicos no processo de neurodegeneragao na DP.

Estudos mostram o envolvimento da parkina na regulacdo da
producdo de citocinas inflamatérias apds o tratamento com LPS, onde
animais deficientes em parkina tem um aumento na susceptibilidade a
perda neuronal dopaminérgica induzida por LPS, e mostraram também
aumento de forma dependente na produgdo de IL6, IL-1B e NOSII pelos
macréfagos ativados desses animais tiveram um (Frank-Cannon et al.,
2008, Tran et al., 2011).

1.6. Pterinas

1.6.1. Tetrahidrobiopterina

A tetrahidrobiopterina (BH4) é um cofator obrigatério para a
atividade de todas as isoformas de NOS (Mayer et al., 1990, Werner et
al., 1998), assim como para as enzimas fenilalanina hidroxilase, tirosina
hidroxilase e triptofano hidroxilase, as quais participam na biossintese
dos neurotransmissores dopamina e serotonina (Kaufman, 1963). E uma
molécula sintetizada por trés vias: A sintese de novo, via de salvacéo e
via de reciclagem. Na sintese de novo a BH4 é sintetizada a partir da
guanosina trifosfato (GTP) que é convertido a 7,8-diidroneopterina
trifosfato pela catalise enzimatica da GTP ciclohidrolase (GTPCH). A
seguir, a 6-piruvoil-tetrahidropterina sintase (PTPS) converte a 7,8-

diidroneopterina trifosfato em 6-piruvoil-tetrahidropterina, e finalmente
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a sepiaterina redutase (SR) realiza a reducdo do intermediario 6-
piruvoil-tetrahidropterina em BH4 (Bracher et al., 1998, Thony et al.,
2000). No entanto, apesar da SR ser suficiente para completar a
biossintese de BH4, as enzimas carbonil e aldose redutases representam
uma forma alternativa para a realizagdo do Gltimo passo da via e sintese
desta pterina, denominada via de salvacdo, onde convertem 6-piruvoil-
tetrahidropterina nos intermediarios 6-lactoil-tetrahidropterina ou 1°-
OH-2’oxopropil-tetrahidropterina que sdo entdo isomerizados por SR
formando para formar BH4 (Blau et al., 2011). Além disso, durante a
hidroxilagdo enzimatica dos aminoacidos aromaticos, 0 oxigénio &
consumido e a BH4 é oxidada em diidrobiopterina podendo ser
regenerada através da via de reciclagem que envolve as enzimas
diidrofolato redutase e diidropterina redutase, respectivamente (Porkert
et al., 2008). Esta via de reciclagem da BH4 acontece principalmente no
figado, devido a grande demanda de BH4 exigida para a atividade da
fenilalanina hidroxilase, 0 que consequentemente acaba sendo
importante para manter o conteldo fisiolégico de BH4 nos demais
tecidos do organismo, em especial do cérebro, visto que BH4 permeia a
barreira hematoencefalica. Ainda, BH4 controla sua prépria sintese por
um circuito regulador através da acdo da proteina reguladora da ativacdo
da GTPCH (GFRP) (Blau et al., 2011).
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Figura 2. Vias de sintese da tetrahidrobiopterina (BH4).A BH4 pode
ser sintetizada por trés vias metabdlicas distintas, a via de sintese de
novo, a via de salvacao e a via de reciclagem.GTP: guanosina trifosfato,
GTPCH1: GTP ciclohidrolase 1, PTS: 6-piruvoil tetrahidrobiopterina
sintase, SR: sepiapterina redutase, AR: aldose redutase, CR: carbonil
redutase, DHFR: dihidrofolato redutase, PCBD: pterina-4a-
carbinolamina  desidratase, QDPR: quinonoide-dihidrobiopterina
redutase, NOS-1: 6xido nitrico sintase neuronal, NOS-2: éxido nitrico
sintase induzivel, NOS-3: oOxido nitrico sintase endotelial, TyrOH:
tirosina hidroxilase, TrpOH: triptofano hidroxilase e PheOH:
fenilalanina hidroxilase. Adaptado de Costigan e col. (2012).
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1.6.1.1 Enzimas envolvidas na sintese de BH4

As enzimas responsaveis pela sintese de BH4, GTPCH, PTPS e
SR apresentam principalmente localizacdo nuclear em cérebro de rato
(Elzaouk et al., 2004). Neurdnios catecolaminérgicos e serotoninérgicos
apresentam imunoreatividade positiva para estas enzimas, coincidindo o
local de sintese de BH4 com o de sintese de neurotransmissores. Além
disso, células de hipocampo, hipotalamo e amigdala também apresentam
imunoreatividade positiva para estas enzimas, sendo sempre mais
eminente a reatividade nuclear da PTPS em condicgdes basais (Elzaouk
et al., 2004). Neste sentido, tem sido demonstrado uma reducdo
significativa da expressdo da PTPS e um aumento de 400% de SR em
tecido cerebelar postmortem de individuos diagnosticados neuroldgica e
neuropatologicamente de DP, mostrando assim, um envolvimento desta
via metabdlica na fisiopatologia desta doenca (Tobin et al., 2007).

Em condi¢Bes basais a enzima do metabolismo de BH4 que
controla o fluxo metabdlico é a GTPCH (Viveros et al., 1981). No
entanto, em condicdes inflamatorias, a expressdo e conteldo de GTPCH
¢ induzida tornando-se a enzima limitante a PTPS. Os principais
indutores desta desregulacdo metabdlica sdo INF- y e IL-2, dois
mediadores pré-inflamatorios, ja encontrados em soro de pacientes com
DP, como citado anteriormente (Brodacki et al., 2008). Dessa forma, é
possivel propor que alteragdes nesta via metabdlica possam estar
relacionadas com a deficiéncia dopaminérgica caracteristica da DP.
Adicionalmente, esta situacdo pode ser promovida por estresse oxidativo
e deficiéncias mitocondriais, dois mecanismos de neurotoxicidade
envolvidos na DP (Mizuno et al., 1989, Schapira et al., 1990). Ainda,
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tem sido evidenciado que pacientes com mutagdes em PARK2
apresentam reducdo nas concentracbes de biopterina no liquido
cefalorraquidiano (Furukawa et al., 1995), mostrando dessa forma um
prejuizo na disponibilidade de BHA4.
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2. HIPOTESE

Baseado no exposto anteriormente, formulamos a hipotese de
que durante condigdes de neuroinflamacdo as concentragdes de BH4 séo
desviadas para a manutencdo da producdo de NO durante 0 processo
inflamatdrio, comprometendo a producdo de dopamina e favorecendo

portanto o desenvolvimento de DP.
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando a projecdo do aumento no nimero de individuos
que serdo acometidos por doencas neurodegenerativas, em especial pela
DP, uma melhor compreensdo acerca da etiologia e dos mecanismos
envolvidos na sua fisiopatologia torna-se imperativa. Pacientes com DP
apresenta significativa reducdo da qualidade de vida, devido
principalmente ao desenvolvimento dos prejuizos funcionais motores e
ndao motores e também elevado risco de morte quando comparado a
populacdo em geral. Neste contexto, a ampliacdo do conhecimento sobre
esta doenca torna-se necesséario para que, desta forma, métodos mais
eficazes de tratamento possam ser desenvolvidos. Assim, 0 presente
projeto foi elaborado com o propo6sito de melhor entender a contribuicéo
da neuroinflamacdo na fisiopatologia da DP, utilizando-se um modelo
experimental de delecdo do gene PARK2. Ainda, esperamos com a
aquisicdo destes resultados, contribuir para que, futuramente, medidas
preventivas mais efetivas sejam tomadas, e/ou para o desenvolvimento
de meios terapéuticos mais eficazes para a prevencdo e/ou tratamento
das lesbes neuroldgicas presentes nestes individuos, possibilitando tanto
beneficios socioecondmicos como melhor qualidade de vida aos

pacientes.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

Investigar a contribui¢do da neuroinflamacdo na fisiopatologia
da doenga de Parkinson em modelo genético por delecdo do gene
PARK2.

4.2. Objetivos especificos

Avaliar o comportamento doentio e de locomocéo espontanea
em animais nocaute para o gene PARK2 (parkina™), em condicdes de
neuroinflamacdo, além de avaliar os seguintes pardmetros no estriado

destes animais:

A) A expressdo de genes envolvidos com a funcdo mitocondrial,
incluindo o fator A de transcricdo mitocondrial (Tfam), as subunidades
dos complexos | e IV (NDUFAG6 e COX |, respectivamente) e NRF1
(fator nuclear de respiracéo), utilizando a técnica de RT-PCR em tempo
real;

B) O contetido mitocondrial e a morfologia das mitocondrias, através de

microscopia eletrdnica de transmissao;

C) A expressdo de genes envolvidos com o estado neuroinflamatério,
IL-1pB, IL-6 e IL-10, por RT-PCR em tempo real;

D) A expressdo de GTPCH, PTPS e SR, genes envolvidos com a
biossintese de BH4, por RT-PCR em tempo real.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Animais

Foram empregados camundongos C57BL/6 de 10 meses de vida
como backgroud genético (WT) e animais nocaute para o0 gene PARK2
(KO). Para o teste de interacdo social foi utilizado ainda um filhote de
C57BL/6 de 3 semanas de idade. Estes animais foram cedidos pela
Profa. Olga Corti do Institut National de la Santé et de la Recherche
Médicale INSERM, Paris - Franca. Os animais foram gerados de acordo
com protocolo proposto por (ltier et al., 2003), onde camundongos
C57BL/6 tiveram delecdo do gene que codifica para a proteina parkina,
na regido do exon 3. Os animais foram inicialmente aclimatizados ao
biotério em temperatura controlada 23+1°C, ciclo claro/escuro de 12
horas e livre acesso a agua e a racdo comercial. Todos os procedimentos
foram executados de acordo com o “Guia de Principios para o uso de
Animais em Toxicologia” adotado pela sociedade de toxicologia em
Julho de 19809.

5.2. Inducéo do estado neuroinflamatério

O estado neuroinflamatério foi induzido pela administracdo de
uma Unica injecdo de lipopolissacarideo bacteriano (LPS; Escherichia
coli LPS; 0,33 mg/kg; serotipo 0127:B8 (Henry et al., 2009) 4 horas
antes das analises comportamentais. Apds 4 horas da administracdo de
LPS, parte destes animais foram eutanasiados, o cérebro dissecado e o
estriado coletado para analises posteriores. Para a realizacdo da técnica
de microscopia eletrénica de transmissao, os animais foram perfundidos

com solucgdo salina 0,9%, e em seguida tiveram o estriado dissecado e
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armazenado em solucdo fixadora contendo paraformaldeido a 4% e

glutaraldeido a 2%.

5.3. Analise Comportamental

Para avaliar o efeito da neuroinflamacdo nos pardmetros
comportamentais os animais (WT e KO) foram submetidos a
administracdo intraperitoneal de LPS na dose de 0,33mg/kg e apds 4 h

foram submetidos aos testes de Campo aberto e interacdo social.

5.3.1. Campo aberto

O campo aberto consiste em uma arena (50x50cm) (Prediger et
al., 2007). Apéds a inducdo do modelo de neuroinflamacdo, os animais
foram colocados no centro do campo aberto e tiveram sua locomocéo
espontanea avaliada por 10 minutos. Essa avaliacdo incluiu a frequéncia
de locomocéo (entrar em uma divisdo com as quatro patas), de levantar
(apoio somente nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao
chdo da arena), duracdo de imobilidade (auséncia de atividade motora,
paralisado completamente) e a laténcia (tempo que o animal leva para
iniciar o movimento apos ter sido colocado no centro da arena). Cada
animal foi avaliado individualmente com limpeza do com solucdo de
etanol 5% entre os testes. As imagens do teste foram capturadas em

videos e analisadas pela plataforma ANY-maze™ (Martin et al., 2013).

5.3.2. Interacao social
O teste de interacdo social foi empregado com o intuito de
analisar o efeito da neuroinflamacao sobre a interagdo social dos animais

WT e KO. A interacdo social é o método pelo qual os roedores se
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identificam. Para realizagdo deste experimento o0s animais foram
inicialmente habituados a arena (50x50 cm) por dois dias consecutivos
pelo periodo de 10 minutos cada sessdo. No terceiro dia os animais dos
grupos WT e KO receberam a administracdo de LPS (0,33 mg/kg) e
foram mantidas em gaiolas separadas por 4 horas antes da realizagdo do
teste. Apds este periodo os animais foram apresentados a um filhote
C57BL/6 de 3 semanas de idade protegido por uma pequena gaiola de
grade circular (7x7cm) colocada no centro da arena. A analise de
interacdo social foi avaliada pela quantidade e pelo tempo de interago
do animal adulto com o filhote (visitas) durante 5 minutos. O
experimento foi registrado em video e posteriormente analisado na
plataforma ANY-maze™ (Martin et al., 2013).

5.4. Anélise de expressdo génica

5.4.1. Extracdo de RNA total

O isolamento do RNA total foi realizado a partir de amostras de
estriado de camundongos WT e KO pelo método
TRIzol®/cloroférmio/isopropanol de acordo com as especificagfes do
fabricante. Ap6s homogeneizacdo das estruturas com 200 pL do
reagente TRIzol® foi realizado a separacdo da fase aquosa pela adicéo
de 0,2 mL de cloroférmio por centrifugacao (10.000 x g) por 15 minutos
a 4°C. Apds o término da centrifugacdo a fase aquosa foi coletada
(sobrenadante) sendo desprezada a fase que continha o
TRIzol®/cloroférmio. A precipitacdo do RNA total foi realizada com
adicdo de 0,5 mL de isopropanol absoluto na fase aquosa coletada. As

amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos e uma
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nova centrifugagéo foi realizada (10.000 x g por 10 minutos a 4°C). Em
seguida, o0 RNA precipitado (pellet) foi lavado com etanol 75% em agua
DEPC, seguido por centrifugacdo (5.000 x g por 5 minutos a 4°C) e
posteriormente resuspendido em 20 uL de 4gua DEPC e armazenados a
-80°C. A quantidade e pureza do RNA extraido foi estimada em

aparelho de espectrofotdmetro, NanoDrop, a 260nm e 280nm.

5.4.2. Sintese de DNA complementar (cCDNA)

O cDNA foi sintetizado a partir da transcri¢do reversa de 1ug
de RNA, utilizando o kit “M-MLV Reverse Transcriptase” (Sigma) de
acordo com as instrugdes recomendadas pelo fabricante. O cDNA foi
gerado em uma reacdo com volume final de 20 uL contendo tampédo M-
MLV transcriptase reversa, 0,1 M DTT, 20 U RNAse OUT, 0,25 pg/ml
Randon primer , 10mM dNTP e 400U de M-MLYV transcriptase reversa.
Inicialmente, a mistura de RNA, agua e iniciador foi incubada a 65°C
por 15 minutos para promover a abertura de possiveis estruturas
secundarias. A seguir a reacdo de sintese de cDNA foi realizada com
uma primeira incubacdo de 10 minutos a temperatura ambiente, seguida
de uma incubacdo a 37°C por 50 minutos. Apés o termino da reacdo o
cDNA sintetizado foi armazenado a -20°C. A eficiéncia de sintese e a
qualidade do cDNA foram verificadas através do aparelho NanoDrop a
260nm e 280nm.
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5.4.3. Quantificacdo da expressédo génica por Reacdo em Cadeia da
Polimerase Quantitativo em Tempo Real (RT-PCR)

Foram estudados genes envolvidos na sintese de BH4
(GTPCH, SR e PTPS), no metabolismo energético mitocondrial
(proteinas mitocondriais dos complexos | e IV, Tfam, Nrfl) e no estado
inflamatorio (IL-1B, IL-6 e IL-10). Como controle interno da
amplificacdo por PCR foi empregado B-actina. As reacGes foram
realizadas em triplicata. Os iniciadores (primers) utilizados foram
desenhados utilizando o programa “BLAST” disponivel em:

http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi, de acordo com o0s exons

especificos para cada proteina (Quadro 2).


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Quadro 2. Sequéncia de primers utilizada.

Gene

B-actina

Sequéncia iniciadora (Forward)

5’GGAGATGGCCACTGCCGCAT 3’

Sequéncia iniciadora (Reverse)

5’ ACGCAGCTCAGTAACAGTCCGCCTA3’

Gene

GTP- ciclohidrolase | (GTPCH)

Sequéncia iniciadora (Forward)

5’ TGAGCCCCAGTCCGGGTGAC 3°

Sequéncia iniciadora (Reverse)

5> GTGCTAACAAGCGCTGCGGC ¥’

Gene

Seapterina Reductase (SR)

Sequéncia iniciadora (Forward)

5’ CCGAGTGTGCGGGTGCTGAG 3°

Sequéncia iniciadora (Reverse)

5’ CCAGCGCCCCATCCGACTTC 3°

Gene

6-piruvoil-tetrahidropterina sintase (PTPS)

Sequéncia iniciadora (Forward)

5 GTCCTTCAGCGCGAGCCACC 3’

Sequéncia iniciadora (Reverse)

5> CCCGTGTGAGGCCCTGGTGT 3°

Gene

Interleucina 10 (IL-10)

Sequéncia iniciadora (Forward)

5" ATCATTTCCGATAAGGCTTGG 3’

Sequéncia iniciadora (Reverse)

5" TGCTATGCTGCCTGCTCTTA 3’

Gene

Interleucina 1B (IL-B)

Sequéncia iniciadora (Forward)

5’ TCATTGTGGCTGTGGAGAAG 3’

Sequéncia iniciadora (Reverse)

5> AGGCCACAGGTATTTTGTCG 3’

Gene

Fator respiratério nuclear 1 (Nrfl)

Sequéncia iniciadora (Forward)

5 GGGCTGCAGTCAGGACTTCTCC 3°

Sequéncia iniciadora (Reverse)

5’ TCACTTCCTCCGGTCCTTTGG 3’

Gene

Fator de transcricdo mitocondrial A
(Tfam)

Sequéncia iniciadora (Forward)

5’ GTGAGACGAACCGGACGGCG 3°

Sequéncia iniciadora (Reverse)

5" AGACGAGGGGATGCGACCCC 3’

Gene

Complexo | (NDUFA®B)

Sequéncia iniciadora (Forward)

5’ GCGAGTTCTACCGCGCTTGG 3’

Sequéncia iniciadora (Reverse)

5" ACCGCATAACGTGTGNTCCGC 3’

Gene

Complexo 1V (COXI)

Sequéncia iniciadora (Forward)

5’ CTACCAGTGCTAGCCGCAGGAA ¥’

Sequéncia iniciadora (Reverse)

5" CCCCTCCTCCAGCGGGATCAAA ¥

Gene

Fator neurotréfico derivado do cérebro
(BDNF)

Sequéncia iniciadora (Forward)

5’ TGCAGGGGCATAGACAAAAG ¥

Sequéncia iniciadora (Reverse)

5" TGAATCGCCAGCCAATTCTC 3’




53

Nos sistemas com volume final de 15 uL foram adicionados 1
pL do cDNA sintetizado, 7,5 uL de SYBR Green Master Mix Applied
Science), 1uL dos iniciadores especificos (Primers) e g.s.q. de agua
DEPC. As reacbes foram realizadas no equipamento ABI PRISM
7900HT (Applied Biosystems), localizado no Laboratério Multiusuario
de Estudo em Biologia (LAMEB), UFSC. As condic¢des das reagdes
realizadas foram: 50°C por 2 minutos, desnaturacdo do cDNA, seguido
de 40 ciclos de 95°C por 10 segundos e 60°C por 1 minuto. As analises
das curvas de melting foram realizadas em rampa de aquecimento de
65°C a 95°C com 25 aquisigdes por grau. Os resultados foram analisados
utilizando o software Sequence Detection Systems (SDS) versdo 2.4.
Para o célculo da quantidade relativa das transcricbes nas amostras

22 Neste

estudadas, utilizou-se 0 método limiar critico comparativo
método, a média do Ct do gene de interesse é subtraida pela média do Ct
do controle interno (B-actina), resultando em um ACt. Para o célculo da
expressdo substituimos o valor de ACt obtido na féormula 27" Os
numeros finais obtidos sdo apresentados como razdo entre a expressao
do gene de interesse em relagdo ao gene de controle interno. Os
resultados foram expressos como média £ SEM de 3 animais

independentes realizados em triplicata.

5.5. Microscopia eletrdnica de transmisséo

Ap06s o término do periodo de inducdo da neuroinflamacéo de 4
horas e da realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram
anestesiados com hidrato de cloral (400mg/kg, i.p) e imediatamente

perfundidos com heparina em solucéo salina fisiolégica (NaCl 0,9%) e
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em seguida perfundidos com paraformaldeido a 4%. Em seguida o
estriado foi removido e pds-fixados em uma solucdo de paraformaldeido
a 4% e glutaraldeido a 2% em tampao cacodilato 0,1M. Apds o término
da fixacdo, as amostras de tecido foram submetidas a cinco lavagens
consecutivas de 5 minutos cada em tampéo fosfato e em seguida foram
incubadas em tampéao fosfato contendo tetroxido de 6smio 1% por 30
minutos, e novamente lavadas em tampéo fosfato. Apés as lavagens as
amostras foram submetidas a desidratacdo em concentra¢des crescentes
de alcool etilico (25; 50; 75 por 10 minutos cada) finalizando com duas
lavagens em alcool etilico por 20 minutos nas concentraces de 95 e
100%. Para a impregnagdo da resina araldita as amostras foram
submersas em uma solucdo de acetona e resina nas concentra¢Ges de
2:1; 1:1; 1:2; durante 30 minutos e logo em seguida imersa em araldita
pura por 12 horas a 4°C. Apo6s esse periodo, o tecido foi removido da
resina e transferido para tubos contendo resina pura nova e entdo
polimerizado a 60°C durante 48 horas. As amostras foram armazenadas
a temperatura ambiente até a data da microtomia, a qual foi realizada em
ultramicrotomo na espessura de 60 - 70 nm. As analises foram
realizadas em microscépio eletrbnico de transmissdo JEM-101
(Laboratério Central de Microscopia Eletronica da UFSC) e para as
fotografias foi utilizado o sistema de captura de imagens Gatan Digital
Micrograph. Foram capturadas sessenta micrografias de cada amostra na
magnificacdo de 20.000 X. Para a mensuracdo da quantidade, area
mitocondrial e distancia destas ao respeito do ndcleo, tendo como
pardmetro limitante a membrana nuclear foi utilizado o software
ImageJ®. O ndmero total de mitocdndrias foi determinado pela média

total de mitoc6ndria encontradas nas sessenta micrografias.
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5.6 Andlise estatistica

Os resultados foram descritos como média £ erro padrdo da
média (SEM). Os dados foram analisados utilizando a analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, seguido pelo teste post-hoc de Tukey
e teste ndo paramétrico, test-t de Student quando P foi considerado
significativo. Apenas valores significativos de F sdo citados no texto.
Diferencas entre os grupos foram considerados significativas quando P<
0,05. O tratamento estatistico foi realizado através da plataforma
STATISTICA (versdo 7.0, Stat Soft, Inc.). Os graficos foram
construidos na plataforma Graph Pad Prism (versdo 5.03, Graph Pad
Software, Inc.).
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6. RESULTADOS

6.1. Efeito do gendtipo e da administracdo de LPS sobre os
parametros comportamentais de locomocéo e de interacéo social em
animais nocautes para o gene PARK?2

A Figura 3 mostra o efeito da administracdo de LPS sobre o
comportamento em animais nocaute para o gene da PARK2. Pode ser
observado na Figura 3B reducdo significativa da locomocéo espontanea
nos diferentes grupos experimentais apds a administracdo de LPS,
medida através da distancia percorrida [F 27 = 40,26; P <0,05]. Deve
ser ressaltado que esta medida quando mensurada antes da
administragdo de LPS ndo apresentou diferencas significativas entre os
grupos (Figura 3A).

A partir dos resultados obtidos pelo teste de interacdo social
podemos observar que 0s animais nocautes para PARK2 apresentam
reducdo significativa tanto na quantidade (Figura 3C) como também na
duracdo de cada visita das investigacfes ao animal juvenil (intensidade)
[Fa26=19,81; P <0,05] (Figura 3D). Adicionalmente os resultados
obtidos apds a inducdo da neuroinflamagdo revelaram que a
administracdo de LPS reduziu significativamente o numero de
investigacOes para ambos os grupos tratados com LPS [F ,1=6,54; P
<0,05] (Figura 3C). Nossos resultados sugerem que 0s animais nocautes
para o gene da parkina sdo mais susceptiveis ao desenvolvimento do
comportamento doentio associado a resposta inflamatéria, comprovado
pela reducéo significativa da intensidade e do nimero de investigacdes
(Figuras 3C e 3D).
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Figura 3. Efeito do gendtipo e da administracdo de lipopolissacarideo
bacteriano (LPS; 0,33 mg/kg) sobre os parametros comportamentais
(nimero e intensidade) dos episodios de investigacdes, medidos através
do teste de campo aberto (A e B) e de interacdo social, respectivamente
(C e D) em animais nocautes para o gene PARK2 (KO). As
mensuragdes das atividades comportamentais foram realizadas 4 horas
apos a administracdo de LPS. Os dados representam média + SEM *P <
0,05, vs. salina, *P < 0,05 vs. WT (ANOVA de duas vias seguido de
teste post hoc Tukey).
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6.2. Efeito da neuroinflamacéo sobre a expressdo génica de genes
envolvidos no estado neuroinflamatorio em estriado de animais WT

A Figura 4 mostra o efeito da administracdo do LPS em animais
C57BI/6, na expressao de genes que codificam para as citocinas pro- e
anti-inflamatorias IL-1p, IL-6 e IL-10. Pode ser observado na figura um
aumento significativo da expressdo dos genes IL-1p e IL-6 4 horas ap6s
a administragdo de LPS. Adicionalmente o tratamento ndo alterou a

expressdo do gene que codifica para a citocina IL-10.

*’.IZ*
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AP r B

T T T T T
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N

IL-18 IL-6 IL-10

Figura 4. Efeito da administragdo do lipopolissacarideo bacteriano
(LPS; 0,33mg/kg) sobre a expressdo de genes que codificam para as
proteinas pro- e anti-inflamatérias IL-1B, IL-6 e IL-10 em estriado de
animais C57BI/6. Os resultados foram normalizados mediante a
quantificacdo da expressdo do gene que codifica para a B-actina. As
barras indicam média + SEM de 3 animais independentes. ***P <
0,0001, **P <0,001 (Teste da t de Student).
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6.3 Efeito da neuroinflamacéo sobre a expressao génica das enzimas
envolvidas na sintese de BH4 em estriado de animais nocautes para
0 gene PARK2

A Figura 5 mostra o efeito da administracdo do LPS sobre a
expressdo dos genes que codificam para as enzimas GTPCH, PTPS e SR
em estriado de animais nocaute para o gene da PARK2. Pode ser
observado, que tanto o genétipo quanto a administracdo de LPS
promoveu um aumento significativo no conteldo de mRNA de SR
[F1,9=8,48; P<0,05, para efeito do genotipo; F = 30,38; P<0,05 para
efeito LPS] (Figura 5B). N&o foi observado diferencas significativas
para as enzimas GTPCH e PTPS (Figura 5A e 5C).
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Figura 5. Efeito do gendtipo e da administracdo de lipopolissacarideo
bacteriano (LPS; 0,33mg/kg) sobre a expressdo génica da GTP
ciclohidrolase, sepiapterina redutase, 6-piruvoil-tetrahidropterina sintase
em estriado de camundongos nocautes para 0 gene PARK2. Os
resultados foram normalizados mediante a quantificagdo da expressdo
do gene que codifica para a B-actina. As barras indicam média + SEM
de 3 animais independentes. "P<0,05 para efeito gendtipo; ~P<0,05 para
efeito LPS (ANOVA de duas vias seguido de teste post hoc Tukey).
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6.4. Efeito da neuroinflamacdo sobre a expresséo génica de
proteinas envolvidas no metabolismo mitocondrial em estriado de
animais nocautes para o gene PARK?2

A Figura 6 mostra o efeito da administracdo de LPS sobre a
expressao dos genes que codificam para as proteinas Tfam, Nrfl,
NDUFAG6 e COX1 relacionados ao metabolismo e fun¢do mitocondrial.
Pode ser observado na Figura 6A uma reducdo significativa do contetido
de mRNA do Tfam ap6s a administragdo do LPS [F(110=15,32 para
efeito LPS ]. Também foi observado reducédo significativa para Nfrl,
nos grupos WT+LPS, KO e KO+LPS [F1,10=9,98; P<0.05 para o efeito
do gendtipo] [F,10=32,79; P<0.05 para o efeito do LPS] (Figura 6B).
Na Figura 6C, pode ser observado uma reducdo significativa na
expressao do gene COX1, apds a administragdo do LPS somente no
grupo WT [F1,10=15,32; P<0,05], ndo sendo observado diferencas
significativas para a expressao do gene NDUFAG (Figura 6D).
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Figura 6. Efeito do gendtipo e da administracdo de lipopolissacarideo
bacteriano (LPS; 0,33mg/kg) sobre a expressdo relativa de genes que
codificam para as proteinas Tfam (A), Nrf1(B), NDUFA6 (C), COX1
(D) no estriado de animais nocaute para o0 gene PARK2 (KO). Os
resultados foram normalizados mediante a quantificacdo da expressdo
do gene que codifica para a B-actina. As barras indicam média + SEM
de 3 animais independentes. *P < 0,05 para efeito do genétipo. **P <
0,05 para efeito LPS (ANOVA de duas vias seguido de teste post hoc de
Tukey).
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6.5. Efeito da neuroinflamacéo sobre a expressdo génica do fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) em estriado de animais
nocautes para o gene PARK?2

A Figura 7 mostra o efeito da administracdo do LPS na
expressdao do gene que codifica para a proteina BDNF. Pode ser
observado na figura que o gendtipo promoveu reducdo significativa do
conteudo de mRNA de BDNF [F(=15,25; P<0.05 para efeito do
genotipo]. Adicionalmente a administracdo de LPS promoveu aumento
significativo da expressdo de BDNF no grupo WT e reducdo para o
grupo KO [F,6=15,25; P<0.05].
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Figura 7. Efeito do gendtipo e da administracdo de lipopolissacarideo
bacteriano (LPS; 0,33mg/kg) sobre a expressdo relativa do gene que
codifica para a BDNF no estriado de camundongos nocaute para o gene
PARK2 (KO). Os resultados foram normalizados mediante a
quantificacdo da expressdo do gene que codifica para a -actina. As

barras indicam media £+ SEM de 3 animais independentes. *P < 0,05
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para o efeito parkina; **P < 0,05 para o efeito LPS. (ANOVA de duas
vias seguido de teste post hoc de Tukey).

6.6. Efeito da neuroinflamacdo no conteddo, morfometria
mitocondrial e localizacdo celular em estriado de animais nocaute
para o gene PARK?

A Figura 8 mostra o efeito da administracdo de LPS sobre a
morfologia, contetdo e localizacdo subcelular mitocondrial no estriado
de animais nocaute para o gene PARK2. Pode ser observado na Figura
8G um aumento significativo na média de mitocdndrias encontradas
apos analisar sessenta microfotografias de cada amostra experimental
[Fa.=257,7, P<0.05 para efeito genotipo]; [F(15=122,8; P<0.05 para
efeito LPS] sendo observado também aumento significativo do ndmero
de mitocondrias por micrografia (Figura 8l). Em relacdo a area
mitocondrial, observamos diferenca significativa apenas do grupo KO
quando comparado ao grupo WT+LPS [F,=22,63; P<0.05 para efeito
genotipo], [F=14=13,81; P<0.05 para efeito LPS] (Figura 8F). Ainda
mensuramos a distancia entre as mitocondrias e nicleo, foi possivel
observar nos grupos KO e KO+LPS uma significativa relocalizacdo
subcelular na distancia das mitocondrias em relacdo a membrana nuclear
[F17=21,47; P<0.05 para efeito do genétipo] na distdncia das

mitocéndrias em relagdo a membrana nuclear (Figura 8H).
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Figura 8. Efeito do gendtipo e da administracdo de lipopolissacarideo
bacteriano  (LPS; 0,33mg/kg) sobre o conteldo, morfometria
mitocondrial e localizagdo mitocondrial em estriado de animais nocautes
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para o gene PARK2 (KO). As imagens A-D representam a andlise
ultraestrutural realizada por microscopia eletrnica de transmissdo, com
a magnificacdo de 20.000x. Para a mensuragdo da area mitocondrial,
utilizamos o software ImageJ®. As barras indicam média + SEM de 3
animais independentes. *P < 0,05 vs. para efeito genétipo; **P < 0,05
vs para efeito LPS; ANOVA de duas vias seguido de test post hoc de
Tukey).
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7. DISCUSSAO

Com o aumento da expectativa de vida nas ultimas décadas, a
sociedade vem se moldando conforme as necessidades, e acompanhando
esse fendbmeno que resulta em uma maior média de idade populacional,
nota-se 0 aumento proporcional de doencas neurodegenerativas. As
doencas neurodegenerativas, tais como a doenca de Alzheimer, doenca
de Parkinson, doenca de Huntington e a esclerose amiotréfica lateral,
sdo caracterizadas pela perda progressiva de células neurais em regides
especificas cerebrais. A DP é umas das doencas neurodegenerativas
mais comum na populacdo, sendo a segunda doenca neuroldgica mais
frequente na populacio idosa. E caracterizada clinicamente por tremor
de repouso, bradicinesia, rigidez, instabilidade postural e
patologicamente por perda de neurdnios da substancia nigra e presenca
de depdsito proteico intracitoplasmatico (corpos de Lewy) (Wright
Willis et al., 2010). Em casos raros os sintomas podem aparecer em
pessoas com idade inferior aos 20 anos, sendo esta condi¢do chamada de
parkinsonismo juvenil. O parkinsonismo juvenil ocorre esporadicamente
ou como afeccdo hereditaria autossémica e tem sido associada, dentre
outros, a uma mutagdo no gene PARK2 que codifica para uma proteina
parkina. A parkina faz parte da familia ubiquitina E3-ligase, que permite
a remocdo e degradacdo de proteinas intracelulares oxidadas (Hwang et
al., 2014) e ainda desempenha papel essencial na manutengdo da
qualidade mitocondrial (Damiano et al., 2014).

Estudos realizados em modelos animais mostram que somente a
perda de funcdo de parkina ndo é suficiente para promover degeneracéo
espontanea da via nigroestriatal, sugerindo que somente o fator genético

ndo é suficiente para causar a perda de neurdnios observada na DP,
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sendo necessario um gatilho ambiental para que a degeneracdo ocorra
(Frank-Cannon et al., 2008). Neste sentido, existem fortes evidéncias de
gue o processo inflamatério pode modular o risco de DP e que o
processo inflamatdrio crénico parece fazer parte de uma cascata de
eventos que leva a morte neuronal. A confirmacéo de neuroinflamagéo
em cérebros de pacientes pds-mortem apoiam a possibilidade dos
mediadores inflamatdrios contribuirem para a progressdo da doenca
(McGeer et al., 1988, Banati et al., 1998, Hunot et al., 1999, Cassarino
et al., 2000, Whitton, 2007). Porém, o atual conhecimento da
fisiopatologia do parkinsonismo juvenil e dos mecanismos moleculares
ativados pela resposta inflamatéria no SNC representa uma barreira
limitante para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais
eficazes.

Assim, para melhor compreender o envolvimento da resposta
inflamatdria na fisiopatologia do parkinsonismo juvenil utilizamos neste
trabalho um modelo genético de DP gerado pela delecdo do gene
PARK2 e inducdo de neuroinflamacdo pela administragdo
intraperitoneal do LPS na dose de 0,33mg/kg (Henry et al., 2009) em
animais C57BI/6 e nocautes para o gene que codifica para parkina. Para
a analise comportamental foram avaliados a locomocéo espontanea pelo
teste de campo aberto e a memoria social pelo teste de interacdo social.
Neste sentido, a memdria social, ou paradigma de reconhecimento é
gerada principalmente pela capacidade discriminativa olfatéria dos
animais e pode ser facilitada por drogas que aumentem a memdria €
interrompida em modelos farmacol6gicos e patofisiolégicos conhecidos

por causarem prejuizo da memaoria em roedores (Dantzer et al., 1987).
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Os resultados obtidos para o teste de campo aberto
demonstraram que o genotipo ndo compromete a atividade locomotora,
corroborando com resultados prévios obtidos por Rial e colaboradores
(2011). No entanto a administragdo do LPS comprometeu a atividade
locomotora comprovada pela redugdo da distancia percorrida
independente do gendtipo. Adicionalmente, a reducdo da locomogéo
espontanea observou que 0s animais nocaute para PARK2 apresentaram
comprometimento cognitivo comprovado pela observacdo do prejuizo
nos pardmetros de interacdo social(interacdo com o animal jovem)
guando comparados ao WT, sendo esse prejuizo potencializado com a
administragdo do LPS. A redugdo da locomocdo espontdnea e o
comprometimento cognitivo observado neste estudo devem-se
provavelmente ao comportamento tipo depressivo desenvolvido pelos
animais em resposta a neuroinflamacdo (Slavich and Irwin, 2014).
Estudos demonstram que a neuroinflama¢do induzida pela
administracdo de LPS em baixas doses, mas de forma repetida durante
trés meses promove importantes alteracGes locomotoras e uma maior
vulnerabilidade a degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos (Frank-
Cannon et al., 2008).

Nossos resultados revelaram aumento na expressdo de genes
pré-inflamatorios (IL1B, IL6) em estriado de animais C57BI/6 apds a
administracdo de LPS, comprovando assim o estado de
neuroinflamacédo. Envolvido no processo inflamatério no SNC, destaca-
se a linhagem mieloide denominada microglia, que se encontra
essencialmente vinculada a ativacdo da resposta imune (Gomez
Perdiguero et al., 2013). Essas células sdo ativadas em resposta a

estimulos ou toxinas, incluindo LPS (Kreutzberg, 1996). Cabe ressaltar,



70

gue a ativacdo excessiva da microglia conduz a secrecdo de uma
variedade de citocinas pro-inflamatdrias e mediadores, tais como NO,
EROs, NOSII, COX-2, TNF-q, IL-1B, e IL-6 (Jeong et al., 2014).

Outro importante fator envolvido na fisiopatologia da DP é o
comprometimento mitocondrial, como por exemplo a redugdo da
atividade do complexo I. Ainda, ja foi relatado que animais com
auséncia de parkina, pode apresentar deficiéncia nos complexos | e 1V,
e, além disso, a delecdo do gene pode levar ao acumulo de substratos
neurotoxicos, resultando em eventos de iniciacdo que induzam
alteracGes na estrutura mitocondrial (Palacino et al., 2004, van der
Merwe et al., 2014). Neste sentido, para entender melhor a influéncia da
parkina e da neuroinflamacdo na morfologia e arquitetura mitocondrial,
analisamos através da MET o efeito da administragdo do LPS no
estriado dos animais WT e KO. Inicialmente nossos resultados
demonstram que o0s animais KO possuem um maior nimero de
mitocOndrias em relacdo ao WT e que a administragdo do LPS fez com
gue esse nimero aumentasse em ambos os grupos. Adicionalmente,
nossos resultados revelam reducdo da area mitocondrial apés a
administracdo do LPS. Assim, o aumento do numero e a diminui¢do da
area mitocondrial observado apds a administracdo do LPS é indicativo
de que a fissdo mitocondrial esta favorecida (Westrate et al., 2014). As
células possuem mecanismos que garantem o controle da qualidade e
integridade mitocondrial. Além do processo de mitofagia responsavel
pela destruicdo das mitocondrias disfuncionais, a fissdo mitocondrial
também pode contribuir neste controle em situacGes de necessidade
energética ou estresse celular (Ni et al., 2014, Westrate et al., 2014). O

fato das mitocondrias estarem em maior nimero no grupo KO pode ser
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explicado pelo fato do mecanismo da mitofagia estar prejudicado nestes
animais devido a auséncia da proteina parkina. Além das alteracdes
morfoldgicas observadas também observamos que as mitocéndrias dos
animais KO se concentravam regido perinuclear, sendo ainda mais
evidente esta redistribuicdo subcelular apés a administracdo de LPS.
Essa redistribuicdo subcelular mitocondrial para a regido perinuclear
pode ser uma resposta adaptativa da célula para suprir as necessidades
energéticas locais. Nestes animais em especial tanto a biogénese como a
controle da qualidade mitocondrial é comprometida devido a auséncia
de parkina (Damiano et al., 2014). Assim as mitocondrias estariam se
concentrando na regido perinuclear para suprir a alta demanda
energética nuclear para 0s processos de expressao génica.

AlteracBes na fungdo mitocondrial ja foram relacionadas com
diferentes doencas neurodegenerativas. Varios trabalhos mostram
reducdo da atividade do complexo | em diferentes tecidos de pacientes
portadores de DP e ainda essa baixa atividade do complexo | observada
em pacientes de DP tem sido relacionada com mutacGes no gene
PARK2 (Muftuoglu et al., 2004, Mortiboys et al., 2008, Grunewald et
al., 2010). Resultados semelhantes de baixa atividade do complexo |
foram observados em modelo de delecdo do gene PARK2 em peixe-
zebra (Macmillan-Crow and Cruthirds, 2001). Entretanto nossos
resultados indicam que a auséncia de parkina ndo compromete a
expressdo génica de NDUFAG6 (complexo I) e COX1 (complexo V),
sendo alterado apenas pela administragdo de LPS. Nossos resultados
para expressdo de NDUFAG6 (complexo 1) corroboram com os resultados
demonstrados por Damiano e colaboradores, onde mostram que 0s

animais nocaute para o gene PARK2 ndo apresentaram diferencas



72

significativas na atividade dos complexos respiratérios mitocondriais
guando avaliados em sobrenadante pds-nucleares (Damiano et al.,
2014). A reducédo da expressdo de COX1 em WT, ap6s a administracéo
de LPS pode ser explicada devido a reducdo da expressdo de NRF1 e
Tfam pela administracdo de LPS. NRF1 é um fator de transcri¢do
intermediario que estimula a sintese de Tfam e ainda, ativa a transcricéo
de genes nucleares que codificam para proteinas da cadeia respiratoria.
O Tfam além de estar relacionado com a expressdo de proteinas da
cadeia respiratoria, também esta envolvido na regulagdo da biogénese
mitocondrial (Evans and Scarpulla, 1989, Chau et al., 1992, Kelly and
Scarpulla, 2004, Wang et al., 2014).

Sabe-se que a DP além da presenca de degeneracdo dos
neurbnios dopaminérgicos; apresenta outras altera¢fes incluindo uma
reducdo na producdo de neurotrofinas como por exemplo o BDNF
(Akatsu et al., 2006, Duan et al., 2013). O BDNF é uma proteina chave
na plasticidade celular cerebral, sendo particularmente importante para a
sobrevivéncia neuronal e relevante no desenvolvimento, além da
eficiéncia sinaptica (van der Kolk et al., 2014). Os resultados deste
trabalho mostram reducdo significativa no contelido de mRNA de
BDNF para os animais do grupo KO. Ainda estudos mostram que a
expressao de BDNF pode ser aumentada em situagGes de citotoxicidade
aguda induzida por LPS como mecanismo compensatorio para a
manutencdo da homeostase celular, refletindo um mecanismo de reparo
compensatorio pela ativagéo do sistema imune e microglial (Miwa et al.,
1997, Duan et al., 2013). Nossos resultados mostram que a
administragdo de LPS promove aumento da expressdo de BDNF nos

animais WT. Entretanto nos animais KO a administracdo de LPS
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potencializa a reducdo da expressdo de BDNF observada em animais
KO que néo receberam LPS.

A tetrahidrobiopterina (BH4) é um cofactor essencial para a
sintese de dopamina e serotonina, no entanto a BH4 exerce toxicidade
em linhas de células produtoras de dopamina (Foxton et al., 2007). Nos
Gltimos anos a BH4, vem sendo relacionada com processos
neurodegenerativos observados em algumas doencas cronicas e agudas
(Foxton, Land e Heales, 2007) e varios estudos tém sido sugerido como
uma molécula enddgena candidata ao envolvimento na patogénese da
DP (Kim et al., 2003; Kim et al., 2004; Choi et al., 2006). Curiosamente,
a BH4 pode exercer toxicidade especialmente em células
dopaminérgicas de forma aguda quando presente em altas concentracfes
(Foxton et al., 2007). Neste sentido, nossos resultados mostram que
tanto o gen6tipo quanto a administracdo de LPS promovem aumento na
expressao de SR, ficando de acordo com estudo realizado por Tobin e
colaboradores (2007). Ainda a expressdo da GTPCH teve uma tendéncia
a um aumento, porem nao significativo. Esse aumento da expressao de
GTPCH e SR sugerem que a via de sintese de novo esteja estimulada,
com o intuito de aumentar as concentracbes de BH4. Os nossos
resultados mostram que os animais KO, ap06s a administracdo de LPS
obtiveram uma maior expressdo da SR sugerindo que além da via de
sintese de novo, a via de salvacdo também esteja ativa. Nesta ultima, a
6-piruvoil tetrahidrobiopterina pode ser transformada por um grupo de
enzimas inespecificas denominadas de aldoses / carbonil redutases ou
pela prépria sepiapterina redutase, em intermediarios instaveis que
favorecem a formagdo direta de BH4 ou a formagdo ndo enzimética de

sepiapterina e desta em BH2 que serd convertida em BH4 pela DHFR
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(Figura 9) (Blau et al., 2001). A ativacdo dessas duas vias pode ocorrer
devido a necessidade de maior producdo de BH4 para a producdo de NO
em resposta ao processo inflamatério, pois estudo mostra que em
estados inflamatorios os niveis de BH4 se encontram aumentados
(McNeill and Channon, 2012). Assim o estado inflamatorio associado a
reducdo da biodisponibilidade de BH4, pelo desvio para a producdo de
NO durante o processo inflamatdrio pode comprometer a sintese de

dopamina.

Via de salvagao

6-piruvoil
tetrahidrobiopterina

AR/CR

6-lactoil
tetrahidrobiopterina

6-lactoil-7,8-
dihidrobiopterina

SR/CR

7,8-
dihidrobiopterina (BH2)

DHFR

BH4

(tetrahidrobiopterina)
Figura 9. Via de salvacgéo para a formacdo de BH4, (SR: sepiapterina
redutase, AR: aldose redutase, CR: carbonil redutase, DHFR:

dihidrofolato redutase).
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8. CONCLUSOES

. O gendtipo ndo interfere na locomog&o espontanea dos animais
e a neuroinflamacdo induzida por LPS comprometeu este pardmetro
independente do genétipo;

. Os animais KO sdo mais sensiveis a resposta inflamatoria, visto
gue apresentaram comprometimento cognitivo sendo este potencializado
pelo LPS;

. Nas analises morfoldgicas podemos concluir que o gendtipo
favorece a fissdo mitocondrial, enquanto que a neuroinflamacédo
promove a fissdo mitocondrial em ambos 0s grupos;

. Verifica-se ainda uma relocalizagdo subcelular mitocondrial
perinuclear dependente do genétipo, indicando uma possivel resposta
adaptativa para suprir as necessidades energéticas locais;

. O gendtipo compromete 0 mecanismo compensatorio de
manutencao da homeostase celular promovida pela expressdo de BDNF;
. A investigacdo da expressdo génica das enzimas relacionadas na
via de sintese de BH4 indicou que o gendtipo favorece uma maior
ativacdo da via de salvacdo pelo aumento da expressdo da SR como
mecanismo compensatorio em resposta a neuroinflamag&o;

. A andlise conjunta dos resultados nos permite concluir que o
nocaute do gene PARK?2 promove importantes alteragbes morfoldgicas,
fisiolégicas e bioquimicas as quais devem ser mais aprofundados para a
maior elucidacdo do impacto da neuroinflamacdo na fisiopatologia do

Parkisonismo juvenil.
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9. PERSPECTIVAS

o Aprofundar os estudos do metabolismo mitocondrial através da
determinacdo da atividade dos complexos mitocondriais;

o Comprovar a fissdo mitocondrial através de marcadores
especificos como Drpl por imunohisquimica;

o Investigar o efeito do tratamento com neopterina;

o Avaliar o metabolismos cerebral pela deteccdo da concentracdo
das aminas biogénicas, BH4 e neopterina por cromatografia de alto

desempenho (HPLC) acoplada a deteccéo fluorescente eletroquimica.
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