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RESUMO 

 

 

A doença de Parkison (DP) é uma doença progressiva crônico-

degenerativa, considerada a segunda mais prevalente na população 

idosa. É caracterizada clinicamente por sintomas motores como tremor, 

rigidez, bradicinesia e instabilidade postural; e patologicamente pela 

perda de neurônios dopaminérgicos da substância nigra, redução da 

produção de dopamina, severo processo inflamatório e presença de 

corpos de Lewy. Embora a DP tenha sido considerada tradicionalmente 

por afetar indivíduos com idade superior a 50 anos, os 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 afecção hereditária autossômica 

associada com uma mutação no gene PARK2. Neste cenário o presente 

estudo teve como objetivo analisar a contribuição da neuroinflamação 

na fisiopatologia da doença de Parkinson juvenil em modelo genético 

por deleção do gene PARK2. Para este fim, camundongos C57BL/6 

nocaute para PARK2 tiveram o estado neuroinflamatório induzido pela 

administração intraperitoneal de lipopolissacarídeo bacteriano (LPS; 

0,33 mg/kg). Quatro horas após a administração os animais realizaram 

testes comportamentais em campo aberto e interação social. Logo após 

os animais foram eutanasiados e o estrido foi coletado para posteriores 

análises.Nossos resultados mostram que o genótipo promove alteração 

cognitiva somente no parâmetro de memória social. No entanto, a 

administração aguda de LPS compromete a atividade locomotora e 

reduz a quantidade e a intensidade das visitas no teste de interação 

social. Ainda, o genótipo e a administração do LPS modulou a 



expressão genica de importantes genes relacionados à síntese de BH4, 

ao metabolismo mitocondrial e plasticidade cerebral. Além disso, 

promoveu alterações morfológicas como aumento do número, redução 

da área e relocalização subcelular na distância das mitocôndrias em 

relação à membrana nuclear. A análise conjunta dos dados nos permite 

concluir que a deleção do gene PARK2 promove maior susceptibilidade 

ao desenvolvimento dos danos causados pela resposta inflamatória, além 

de promover importantes alterações morfológicas, bioquímicas 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. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Aumento da expectativa de vida e doenças neurodegenerativas 

crônicas 

O envelhecimento populacional, proeminente fenômeno 

mundial que nas últimas décadas está modificando as sociedades, tem 

como principal consequência o aumento na frequência das enfermidades 

neurodegenerativas no adulto. Dentre estas patologias, podemos 

destacar a doença de Parkinson (DP), a qual é considerada a segunda 

maior causa de morte por doença neurodegenerativa. De acordo como a 

Organização Mundial da Saúde (WHO), a partir da metade deste século 

as doenças neurodegenerativas representarão a segunda maior causa de 

óbito, 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 Estatística 

(IBGE), em 1950 existiam cerca de 204 milhões de pessoas com mais de 

60 anos de idade no mundo, sendo que dados de 2012 do Fundo de 

Populações das Nações Unidas, mostrou que esta população de idosos 

alcaçava 810 milhões, constituindo 11,5% da população mundial.  

Dados recentes do IBGE, estimam que em 2060 o Brasil terá 5 milhões 

de idosos com mais 90 anos. Esta corresponde a uma população dez 

vezes maior que a atual, sendo que a expectativa de vida média em 2060 

chegará a 81,2 anos, sendo 78 anos para homens e 84,5 anos para as 

mulheres (IBGE,2013). Embora estes dados reflitam um claro avanço na 

qualidade de vida de parte da população, eles também alertam para a 

possibilidade de que em um futuro próximo haja um crescimento 
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significativo do número de pessoas idosas acometidas por doenças 

crônicas neurodegenerativas 

As enfermidades neurodegenerativas crônicas podem ser 

definidas como um grupo de doenças heterogêneas caracterizadas por 

um início insidioso, de progressão lenta e com características 

neuropatológicas fortemente associadas à degeneração em áreas 

específicas cerebrais. Como exemplos, podem ser citados a degeneração 

dos neurônios dopaminérgicos da substância nigra parte compacta na 

doença de Parkinson (DP) (Jellinger, 1988, Blandini et al., 2000), dos 

neurônios corticais na doença de Alzheimer (DA), dos neurônios 

pequenos do estriado doença de Huntington (DH), ou dos neurônios 

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

 

1.2. Doença de Parkinson 

A DP é considerada a segunda doença neurodegenerativa 

relacionada com a idade com maior incidência mundial, ficando atrás 

somente da doença de Alzheimer (Vila and Przedborski, 2004). Segundo 

a WHO a DP é um distúrbio universal, com uma taxa de incidência de 

4,5-19 indivíduos a cada 100.000 habitantes por ano. Embora, a DP 

tenha sido considerada tradicionalmente por afetar indivíduos de ambos 

os sexos, dados publicados mostram uma maior proporção de homens 

que são afetados pela doença (Wooten et al., 2004). 

A primeira descrição 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 estágio avançado da doença são a 

disartria, micrografia e sintomas não-motores como demência, 

alterações do sono e humor, depressão, fadiga e dor (Chaudhuri et al., 

2006, Campos-Sousa et al., 2010), além de perda olfativa (Doty et al., 

1988, Khan et al., 2005). Manifestações psiquiátricas que incluem 

depressão e alucinações visuais são comuns, mas não uniformemente 

presente. A demência ocorre em pelo menos 20% dos casos. 

Geralmente, os indivíduos na qual a doença se manifesta antes dos 21 

anos de idade são considerados como pacientes com DP de início 

juvenil, aqueles com início antes dos 50 anos de idade são classificados 

como DP de início precoce, e aqueles com início após os 50 anos são 

considerados como pacientes com DP de início tardio (Pankratz et al., 

1993).  

Embora muito tenha sido os avanços sobre o entendimento da 

DP, a doença ainda é incurável, e sua etiologia ainda permanece sem ser 

definida, e os pacientes acometidos por essa doença apresentam 

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

  

1.3. Fisiopatologia da doença de Parkinson 

A DP apresenta como característica neuropatológica a perda de 

neurônios dopaminérgicos da substância nigra, parte compacta, com 

inclusões citoplasmáticas (corpos de Lewy). Sendo assim, 

tradicionalmente, a presença de corpos de Lewy foi necessária para a 

confirmação diagnóstica da DP. A fisiopatologia da DP está também 

associada à disfunção dos sistemas neurotransmissores, principalmente 

por uma redução nas concentrações de dopamina (DA) no corpo estriado 

(Burch and Sheerin, 2005). No entanto, com a descoberta de novos 
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subtipos da doença, como por exemplo, mutações no gene da proteína 

PARK2, têm sido reconhecidas que a patologia pode ocorrer, ainda com 

ausência de corpos de Lewy (Kitada et al., 1998). Neste contexto, a 

maioria dos casos de DP são esporádicos na natureza, no entanto, 

mutações em vários genes foram identificados como causadores de DP, 

de herança autossômica dominante ou recessiva (Abeliovich and Flint 

Beal, 2006). Os genes associados com as principais manifestações 

clínicas da doença incluem PARK1, o qual codifica para a proteína α-

sinucleína, PARK2 para parkina, PARK6 para PINK1 (PTEN- induzida 

quinase 1), PARK7 para a proteína DJ-1, e PARK8 a qual codifica a 

proteína LRRK2 (quinase rica em leucina de repetição 2). A ativação do 

sistema imune também tem sido envolvido na fisiopatologia da DP. A 

estimulação deste sistema ativa o fator nuclear ĸβ (NF- ĸβ), fator de 

transcrição que promove processos inflamatórios e de estresse oxidativo. 

Dessa maneira, há uma estimulação para a produção de interferon-γ, a 

qual será responsável na ativação e recrutamento de macrófagos. Essa 

ativação do sistema imune pode ser monitorada através da formação da 

neopterina, uma pteridina derivada da GTP (Widner et al., 2002). 

Pacientes afetados pela DP apresentam altas concentrações dessa 

pteridina (Freitas et al., 2012; Dissertação de Mestrado). 

Vários mecanismos patogênicos para DP já foram propostos, 

incluindo disfunção mitocondrial, estresse oxidativo e nitrosativo, 

agregação e falhas no dobramento proteico, apoptose, respostas 

inflamatórias 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 citotóxico 

causador exato que conduz à perda de neurônios dopaminérgicos na DP 
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(Ross and Poirier, 2004, Abeliovich and Flint Beal, 2006). Com a 

descoberta que a inibição seletiva do complexo mitocondrial I pelo 

MPTP (1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6 tetra-hidropiridina) leva ao 

desenvolvimento de parkinsonismo, surgiu uma forte evidência de que a 

disfunção mitocondrial estaria diretamente envolvida na patogênese da 

DP (Schapira et al., 1989). A deficiência do complexo I na PD pode 

também ser considerada uma alteração sistêmica da fosforilação 

oxidativa, uma vez que a deficiência 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 fusão de linhagens híbridas 

celulares (cybrids), obtidos a partir da fusão de células que não possuem 

mtDNA com plaquetas de pacientes com DP, que apresentam inibição 

do complexo I com a linhagem celular Rho0, produziram cybrids 

celulares com deficiência no complexo I, sugerindo que a diminuição da 

atividade do complexo I seja devida a alterações no genoma 

mitocondrial (Swerdlow et al., 1996, Gu et al., 1998). Além disso, estas 

células cybrid estão associados com o estresse oxidativo e a formação de 

agregações citosólicas, ligando a disfunção mitocondrial do complexo I 

com a formação dos corpos de Lewy. O comprometimento na atividade 

do complexo I leva a uma maior produção de espécies reativas de 

oxigênio, os quais contribuem para o acúmulo de mutações e dano 

oxidativo ao mtDNA devido sua maior susceptibilidade ao ataque 

oxidativo pelo fato de ser uma molécula circular e não empacotada 

como o DNA nuclear (Suen et al., 2010, Arduino et al., 2015). 
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1.4. Fatores genéticos da DP 

A contribuição genética na fisiopatologia da DP surgiu no final 

do século XIX com estudo epidemiológico realizado por Gowers 

(1893), em que observou que 15% de seus pacientes apresentavam 

histórico familiar. A partir desses achados e de novos estudos o papel 

dos fatores genéticos na DP tem sido sujeito a uma intensa investigação. 

O parkinsonismo primário familiar, decorrente de defeitos genéticos 

específicos, tem sido encontrado em cerca de 20% dos casos 

diagnosticados como DP. Os principais genes associados às 

manifestações clínicas da doença estão citados na Tabela 1. 

 

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

PARK 

(lócus) 

Gene Cromossomo Herança Tipo de 

Parkisonismo 

PARK1/ 

PARK4 

SNCA 4q21 Autossômica 

dominante 

Início precoce 

PARK2 Parkin 6q25-27 Autossômica 

recessiva 

Juvenil 

PARK6 PINK1 1p35-p36 Autossômica 

recessiva 

Início precoce 

PARK7 DJ-1 1p36 Autossômica 

recessiva 

Início precoce 

PARK8 LRRK2 12q12 Autossômica 

dominante 

Início tardio 

 

Em torno de 20% dos casos da DP ocorrem devido a  mutações 

genéticas, a identificação destes genes teve um impacto significativo na 

compreensão dos mecanismos que determinam a degeneração 
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dopaminérgica, pois as proteínas codificadas por eles são responsáveis 

pelo controle da homeostase mitocondrial.  

O primeiro gene descoberto ligado a doença de Parkinson foi a 

-sinucleína (SNCA), responsável pela codificação de uma proteína pré-

sináptica envolvida na plasticidade neuronal e também na dinâmica de 

vesículas e na síntese de dopamina (Polymeropoulos et al., 1997, Farrer, 

2006). Os estudos mostram que mutações neste gene resultam em níveis 

aumentados de protofibrilas, que são consideradas a forma mais tóxica 

da proteína. Além disso, a mutação em A30P da -sinucleína 

potencializa a toxicidade da dopamina, aumentando a lesão mediada por 

radicais livres e a morte celular (Schapira, 2006). Outro importante gene 

é o PARK6 que codifica para proteína PINK1, a qual parece proteger os 

neurônios de disfunção mitocondrial e apoptose induzida por estresse, 

sendo esse efeito suprimido no caso de mutações (Valente et al., 2004). 

O gene DJ-1 codifica para uma proteína que possui evidências que 

sugerem seu envolvimento na resposta ao estresse oxidativo, e sua baixa 

expressão causa susceptibilidade ao estresse oxidativo e inibição do 

mecanismo proteassoma (Bonifati et al., 2003, Farrer, 2006). Ainda, 

outro gene citado na literatura é o gene LRRK2 o qual se acredita que 

exerça um papel na integração do tráfego celular e sinalização 

intracelular, e a mutação desse gene potencializa sua atividade quinase 

(Siva, 2006). 

 

1.4.1. PARK2  

As mutações no gene que codificam para a proteína parkina 

(PARK2) são responsáveis por quase metade de todos os casos 
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autossômicos recessivos da DP, especialmente aqueles com início antes 

dos 21 anos de idade (Healy et al., 2004). Essa proteína possui 

aproximadamente 52 kDa (426 aminoácidos) e é codificada pelo gene 

PARK2 que está localizado no cromossomo 6q (Miklya et al., 2014). O 

PARK2 é expresso principalmente no sistema nervoso, e a proteína 

codificada por esse gene é um membro da família de ubiquitina-E3 

ligase, que tem como função sinalizar as proteínas que serão degradadas 

no proteassoma através da ubiquitinização (Huang et al., 2004). O 

sistema de degradação no proteassoma tem um papel fundamental em 

muitos processos vitais para a célula e sua disfunção está relacionada 

com a fisiopatologia de doenças neurodegenerativas (Ciechanover and 

Brundin, 2003).  

Estudos realizados em leveduras identificaram proteínas 

especificas envolvida relacionada ao mecanismo de mitofagia, como por 

exemplo, o gene da proteína de membrana mitocondrial externa 

relacionada com autofagia 32 (ATG32). Esta proteína recruta a 

maquinaria autofágica para as mitocôndrias disfuncionais. Em 

mamíferos este mecanismo requer a proteína Nix, residente na 

mitocôndria que se liga diretamente a proteína associada à microtúbulos 

de cadeia leve da proteína 3 (LC3) para a degradação de mitocôndrias de 

eritrócitos. Em contra partida, a via de eliminação das mitocôndrias 

danificadas é mediada pela via PTEN induzida quinase putativa 1 

(PINK1) e a ubiquitina E3 ligase (Parkina). PINK1 e parkina acumulam-

se em mitocôndrias danificadas promovendo a sua segregação da rede 

mitocondrial, direcionando essas organelas para a degradação autofágica 

em um processo que requer ubiquitinação dependente de parkina  

(Figura 1)  (Youle and Narendra, 2011, Ashrafi and Schwarz, 2013). As 
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mutações autossômica recessivas nestes genes parecem ocasionar 

alteração do tipo “perda de função”, comprometendo a ativação da 

mitofagia e levando a um acumulo de mitocôndrias disfuncionais (Healy 

et al., 2004). A acumulação de mitocôndrias disfuncionais no cérebro 

dos pacientes com DP implícita uma ligação entre PINK1 e parkina no 

controle de qualidade mitocondrial. Estudos genéticos em Drosophila 

sugerem ainda papel para PINK1 e Parkin na regulação da integridade 

mitocondrial e a perda de uma dessas proteínas em Drosophila resulta 

em disfunção mitocondrial que promove a degeneração dos músculos do 

vôo e neurônios dopaminérgicos. (Greene et al., 2003). 
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Figura 1. Mecanismos de indução de mitofagia: (A) A degradação de 

mitocôndrias disfuncionais acontece através da sinalização mediada 

pelas proteínas de membrana mitocondrial 32 (Atg32), Atg11, Atg8 e 

WXXL que promovem a formação e fusão do autofagosomo ao 

lisossomo em leveduras. (B) Na diferenciação dos glóbulos vermelhos a 

sinalização da mitofagia é mediada pelas proteínas da membrana 

mitocondrial NIP3 (NIX; também conhecida como BNIP3L) e MAPA1 

3 (LC3; um homólogo de levedura Atg8). (C) A perda do potencial 

mitocondrial induz o acúmulo da proteína quinase putativa 1 (PINK1) 

que recruta do citossol a proteína parkina, uma ubiquitina-ligase E3 

promovendo a formação e fusão do autofagosomo ao lisossomo 

.(Adaptado de Youle e Narendra,2011). 
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Diferentes estudos demonstraram que as mutações genéticas em 

parkina que levam a perda de função apresentam um impacto negativo 

sobre a fisiologia e arquitetura mitocondrial por promover disfunção 

mitocondrial e aumento da susceptibilidade a toxinas mitocondriais, 

comprometendo assim a produção 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 deleção do 

gene comprometeu a respiração mitocondrial, promoveu sinais de 

estresse oxidativo, declínio no potencial de membrana mitocondrial, 

disfunção na homeostase do cálcio e também causou anormalidades na 

morfologia e dinâmica mitocondrial (Corti and Brice, 2013). Postula-se 

que o declínio da função mitocondrial na DP pode ser resultado da perda 

de controle de qualidade mitocondrial (Schon and Przedborski, 2011).  

Além de estar envolvida na degradação de mitocôndrias 

disfuncionais, a parkina, é responsável pela regulação do fator nuclear 

respiratório (NRF1) pela formação de um complexo com PCG1-s, 

envolvido na biogênese mitocondrial (Kuroda et al., 2006). Estudos 

ainda mostram que a superexpressão da parkina aumenta a transcrição e 

a replicação do DNA mitocondrial (mtDNA) pela associação com o 

fator de transcrição mitocondrial A (Tfam), promovendo a transcrição 

mediada por Tfam. No entanto, uma ressalva importante é que a 

biogênese mitocondrial induzida por parkina associada a transcrição 

Tfam só ocorre em células em proliferação indeferenciadas. Por isso, a 

sua relevância para as células pós-mitóticas diferenciadas, como 

neurônios não é clara (Lim et al., 2012). 
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A apresentação clínica da DP causada pelas mutações no gene 

PARK2 possui algumas particularidades; início precoce dos sintomas, 

progressão lenta da doença com distonias, hiperreflexia e instabilidade 

postural precoce. Neuropatologicamente, a DP causada por mutações no 

PARK2 não apresenta corpos de Lewy (Lucking et al., 2000, Mizuno et 

al., 2001). 

 

1.5.  Neuroinflamação 

A inflamação é uma das características da doença de Parkinson 

(DP) (Dzamko et al., 2014). Sabe-se que pacientes com DP apresentam 

concentrações séricas elevadas de citocinas pró-inflamatórias como o 

TNFα, IL-2, IL-10, IL-6, IL-4 e INF-γ (Brodacki et al., 2008), o que 

indica a presença do processo neuroinflamatório. Vários estudos já 

demonstraram que agonistas inflamatórios tais como o 

lipopolissacarídeo bacteriano (LPS) ou agentes patogênicos virais induz 

a perda de neurônios dopaminérgicos em roedores (Qin et al., 2007).  

O processo inflamatório pode ser mediado tanto por células 

imunes residentes, quanto por células oriundas de infiltrações de vasos 

sanguíneos (Witte et al., 2010). As células residentes do sistema 

imunológico atuam como a primeira e principal defesa imunológica 

ativa no sistema nervoso central (SNC), e estão representadas 

principalmente pela microglia. A microglia é um tipo de célula glial 

originada de células mielóides composta por macrófagos residentes no 

cérebro e medula espinhal, com predominante localização na substância 

cinzenta e apresentando-se em maiores concentrações no hipocampo, 

gânglios basais e substância nigra (Block et al., 2007). A 

neuroinflamação é mediada pela ativação microglial, com consequente 
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produção de citocinas pró-inflamatórias, as quais, podem promover a 

expressão da oxido nítrico sintase (NOS II) e/ou da ciclooxigenase 2 

(COX-2), enzimas que produzem espécies reativas tóxicas (Hirsch and 

Hunot, 2009), mostrando então um envolvimento de eventos 

imunológicos no processo de neurodegeneração na DP.  

Estudos mostram o envolvimento da parkina na regulação da 

produção de citocinas inflamatórias após o tratamento com LPS, onde 

animais deficientes em parkina tem um aumento na susceptibilidade à 

perda neuronal dopaminérgica induzida por LPS, e mostraram também 

aumento de forma dependente na produção de IL6, IL-1β e NOSII pelos 

macrófagos 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 obrigatório 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 biossíntese 

dos neurotransmissores dopamina e serotonina (Kaufman, 1963). É uma 

molécula sintetizada por três vias: A síntese de novo, via de salvação e 

via de reciclagem. Na síntese de novo a BH4 é sintetizada a partir da 

guanosina trifosfato (GTP) que é convertido a 7,8-diidroneopterina 

trifosfato pela catálise enzimática da GTP ciclohidrolase (GTPCH). A 

seguir, a 6-piruvoil-tetrahidropterina sintase (PTPS) converte a 7,8-

diidroneopterina trifosfato em 6-piruvoil-tetrahidropterina, e finalmente 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25557619
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a sepiaterina redutase (SR) realiza a redução do intermediário 6-

piruvoil-tetrahidropterina em BH4 (Bracher et al., 1998, Thony et al., 

2000). No entanto, apesar da SR ser suficiente para completar a 

biossíntese de BH4, as enzimas carbonil e aldose redutases representam 

uma forma alternativa para a realização do último passo da via e síntese 

desta pterina, denominada via de salvação, onde convertem 6-piruvoil-

tetrahidropterina nos intermediários 6-lactoil-tetrahidropterina ou 1’-

OH-2’oxopropil-tetrahidropterina que são então isomerizados por SR 

formando para formar BH4 (Blau et al., 2011). Além disso, durante a 

hidroxilação enzimática dos aminoácidos aromáticos, o oxigênio é 

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 

fígado, devido a grande demanda de BH4 exigida para a atividade da 

fenilalanina hidroxilase, o que consequentemente acaba sendo 

importante para manter o conteúdo fisiológico de BH4 nos demais 

tecidos do organismo, em especial do cérebro, visto que BH4 permeia a 

barreira hematoencefálica. Ainda, BH4 controla sua própria síntese por 

um circuito regulador através da ação da proteína reguladora da ativação 

da GTPCH (GFRP) (Blau et al., 2011). 
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Figura 2. Vias de síntese da tetrahidrobiopterina (BH4).A BH4 pode 

ser sintetizada por três vias metabólicas distintas, a via de síntese de 

novo, a via de salvação 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-4α-

carbinolamina desidratase, QDPR: quinonoide-dihidrobiopterina 

redutase, NOS-1: óxido nítrico sintase neuronal, NOS-2: óxido nítrico 

sintase induzível, NOS-3: óxido nítrico 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 síntese de BH4 

 

As enzimas responsáveis pela síntese de BH4, GTPCH, PTPS e 

SR apresentam principalmente localização nuclear em cérebro de rato 

(Elzaouk et al., 2004). Neurônios catecolaminérgicos e serotoninérgicos 

apresentam imunoreatividade positiva para estas enzimas, coincidindo o 

local de síntese de BH4 com o de síntese de neurotransmissores. Além 

disso, células de hipocampo, hipotálamo e amígdala também apresentam 

imunoreatividade positiva para estas enzimas, sendo sempre mais 

eminente a reatividade nuclear da PTPS em condições basais (Elzaouk 

et al., 2004). Neste sentido, tem sido demonstrado uma redução 

significativa da expressão da PTPS e um aumento de 400% de SR em 

tecido cerebelar postmortem de indivíduos diagnosticados neurológica e 

neuropatologicamente de DP, mostrando assim, um envolvimento desta 

via metabólica na fisiopatologia desta doença (Tobin et al., 2007). 

Em condições basais a enzima do metabolismo de BH4 que 

controla o fluxo metabólico é a GTPCH (Viveros et al., 1981). No 

entanto, em condições inflamatórias, a expressão e conteúdo de GTPCH 

é induzida tornando-se a enzima limitante a PTPS. Os principais 

indutores desta desregulação metabólica são INF- γ e IL-2, dois 

mediadores pró-inflamatórios, já encontrados em soro de pacientes com 

DP, como citado anteriormente (Brodacki et al., 2008). Dessa forma, é 

possível propor que alterações nesta via metabólica possam estar 

relacionadas com a deficiência dopaminérgica característica da DP. 

Adicionalmente, esta situação pode ser promovida por estresse oxidativo 

e deficiências 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 mutações em PARK2 

apresentam redução nas concentrações de biopterina no líquido 

cefalorraquidiano (Furukawa et al., 1995), mostrando dessa forma um 

prejuízo na disponibilidade de BH4. 
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2. HIPÓTESE 

Baseado no exposto anteriormente, formulamos a hipótese de 

que durante condições de neuroinflamação as concentrações de BH4 são 

desviadas para a manutenção da produção de NO durante o processo 

inflamatório, comprometendo a produção de dopamina e favorecendo 

portanto o desenvolvimento de DP. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Considerando a projeção do aumento no número de indivíduos 

que serão acometidos por doenças neurodegenerativas, em especial pela 

DP, uma melhor compreensão acerca da etiologia e dos mecanismos 

envolvidos na sua fisiopatologia torna-se imperativa. Pacientes com DP 

apresenta significativa redução da qualidade de vida, devido 

principalmente ao desenvolvimento dos prejuízos funcionais motores e 

não motores e também elevado risco de morte quando comparado à 

população em geral. Neste contexto, a ampliação do conhecimento sobre 

esta doença torna-se necessário para que, desta forma, métodos mais 

eficazes de tratamento possam ser desenvolvidos. Assim, o presente 

projeto foi elaborado com o propósito de melhor entender a contribuição 

da neuroinflamação na fisiopatologia da DP, utilizando-se um modelo 

experimental de deleção do gene PARK2. Ainda, esperamos com a 

aquisição destes resultados, contribuir para que, futuramente, medidas 

preventivas mais efetivas sejam tomadas, e/ou para o desenvolvimento 

de meios terapêuticos mais eficazes para a prevenção e/ou tratamento 

das lesões neurológicas presentes nestes indivíduos, possibilitando tanto 

benefícios socioeconômicos como melhor qualidade de vida aos 

pacientes. 
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4. OBJETIVOS 

 

4.1. Objetivo geral 

Investigar a contribuição da neuroinflamação na fisiopatologia 

da doença de Parkinson em modelo genético por deleção do gene 

PARK2. 

 

4.2. Objetivos específicos 

Avaliar o comportamento doentio e de locomoção espontânea 

em animais nocaute para o gene PARK2 (parkina
-/-

), em condições de 

neuroinflamação, além de avaliar os seguintes parâmetros no estriado 

destes animais: 

 

A) A expressão de genes envolvidos com a função mitocondrial, 

incluindo o fator A de transcrição mitocondrial (Tfam), as subunidades 

dos complexos I e IV (NDUFA6 e COX I, respectivamente) e NRF1 

(fator nuclear de respiração), utilizando a técnica de RT-PCR em tempo 

real;  

B) O conteúdo mitocondrial e a morfologia das mitocôndrias, através de 

microscopia eletrônica de transmissão;  

 

C) A expressão de genes envolvidos com o estado neuroinflamatório, 

IL-1β, IL-6 e IL-10 , por RT-PCR em tempo real; 

 

D) A expressão de GTPCH, PTPS e SR, genes envolvidos com a 

biossíntese de BH4, por RT-PCR em tempo real. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1. Animais 

Foram empregados camundongos C57BL/6 de 10 meses de vida 

como backgroud genético (WT) e animais nocaute para o gene PARK2 

(KO). Para o teste de interação 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 - França. Os animais foram gerados de acordo 

com protocolo proposto por (Itier et al., 2003), onde camundongos 

C57BL/6 tiveram deleção do gene que codifica para a proteína parkina, 

na região do exon 3. Os animais foram inicialmente aclimatizados ao 

biotério em temperatura controlada 23±1ºC, ciclo claro/escuro de 12 

horas e livre acesso à água e à ração comercial. Todos os procedimentos 

foram executados de acordo com o “Guia de Princípios para o uso de 

Animais em Toxicologia” adotado pela sociedade de toxicologia em 

Julho de 1989.  

 

5.2. Indução do estado neuroinflamatório 

O estado neuroinflamatório foi induzido pela administração de 

uma única injeção de lipopolissacarídeo bacteriano (LPS; Escherichia 

coli LPS; 0,33 mg/kg; serotipo 0127:B8 (Henry et al., 2009) 4 horas 

antes das análises comportamentais. Após 4 horas da administração de 

LPS, parte destes animais foram eutanasiados, o cérebro dissecado e o 

estriado coletado para análises posteriores. Para a realização da técnica 

de microscopia eletrônica de transmissão, os animais foram perfundidos 

com solução salina 0,9%, e em seguida tiveram o estriado dissecado e 
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armazenado em solução fixadora contendo paraformaldeído a 4% e 

glutaraldeído a 2%.  

 

5.3. Analise Comportamental 

Para avaliar o efeito da neuroinflamação nos parâmetros 

comportamentais os animais (WT e KO) foram submetidos à 

administração intraperitoneal de LPS na dose de 0,33mg/kg e após 4 h 

foram submetidos aos testes de Campo aberto e interação social. 

 

5.3.1. Campo aberto 

O campo aberto consiste em uma arena (50x50cm) (Prediger et 

al., 2007). Após a indução do modelo de neuroinflamação, os animais 

foram colocados no centro do campo aberto e tiveram sua locomoção 

espontânea avaliada por 10 minutos. Essa avaliação incluiu a frequência 

de locomoção (entrar em uma divisão com as quatro patas), de levantar 

(apoio somente nas patas posteriores, com o tronco perpendicular ao 

chão da arena), duração de imobilidade (ausência de atividade motora, 

paralisado completamente) e a latência (tempo que o animal leva para 

iniciar o movimento após ter sido colocado no centro da arena). Cada 

animal foi avaliado individualmente com limpeza do com solução de 

etanol 5% entre os testes. As imagens do teste foram capturadas em 

vídeos e analisadas pela plataforma ANY-maze
TM 

(Martin et al., 2013). 

 

5.3.2. Interação social 

O teste de interação social foi empregado com o intuito de 

analisar o efeito da neuroinflamação sobre a interação social dos animais 

WT e KO. A interação social é o método pelo qual os roedores se 
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identificam. Para realização deste experimento os animais foram 

inicialmente habituados à arena (50x50 cm) por dois dias consecutivos 

pelo período de 10 minutos cada sessão. No terceiro dia os animais dos 

grupos WT e KO receberam a administração de LPS (0,33 mg/kg) e 

foram mantidas em gaiolas separadas por 4 horas antes da realização do 

teste. Após este período 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 análise de 

interação social foi avaliada pela quantidade e pelo tempo de interação 

do animal adulto com o filhote (visitas) durante 5 minutos. O 

experimento foi registrado em vídeo e posteriormente analisado na 

plataforma ANY-maze
TM 

(Martin et al., 2013).  

 

5.4. Análise de expressão gênica  

 

5.4.1. Extração de RNA total  

O isolamento do RNA total foi realizado a partir de amostras de 

estriado de camundongos WT e KO pelo método 

TRIzol®/clorofórmio/isopropanol de acordo com as especificações do 

fabricante. Após homogeneização das estruturas com 200 L do 

reagente TRIzol
®
 foi realizado a separação da fase aquosa pela adição 

de 0,2 mL de clorofórmio por centrifugação (10.000 x g) por 15 minutos 

a 4ºC. Após o término da centrifugação a fase aquosa foi coletada 

(sobrenadante) sendo desprezada a fase que continha o 

TRIzol
®

/clorofórmio. A precipitação do RNA total foi realizada com 

adição 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 centrifugação foi realizada (10.000 x g por 10 minutos a 4°C). Em 

seguida, o RNA precipitado (pellet) foi lavado com etanol 75% em água 

DEPC, seguido por centrifugação (5.000 x g por 5 minutos a 4°C) e 

posteriormente resuspendido em 20 L de água DEPC e armazenados a 

-80°C. A quantidade e pureza do RNA extraído foi estimada em 

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

 

5.4.2. Síntese de DNA complementar (cDNA)  

O cDNA foi sintetizado a partir da transcrição reversa de 1g 

de RNA, utilizando o kit “M-MLV Reverse Transcriptase” (Sigma) de 

acordo com as instruções recomendadas pelo fabricante. O cDNA foi 

gerado em uma reação com volume final de 20 L contendo tampão M-

MLV transcriptase reversa, 0,1 M DTT, 20 U RNAse OUT, 0,25 µg/ml 

Randon primer , 10mM dNTP e 400U de M-MLV transcriptase reversa. 

Inicialmente, a mistura de RNA, água e iniciador foi incubada a 65°C 

por 15 minutos para promover a abertura de possíveis estruturas 

secundárias. A seguir a reação de síntese de cDNA foi realizada com 

uma primeira incubação de 10 minutos a temperatura ambiente, seguida 

de uma incubação a 37°C por 50 minutos. Após o termino da reação o 

cDNA sintetizado foi armazenado a -20ºC. A eficiência de síntese e a 

qualidade do cDNA foram verificadas através do aparelho NanoDrop a 

260nm e 280nm. 
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5.4.3. Quantificação da expressão gênica por Reação em Cadeia da 

Polimerase Quantitativo em Tempo Real (RT-PCR) 

 Foram estudados genes envolvidos na síntese de BH4 

(GTPCH, SR e PTPS), no metabolismo energético mitocondrial 

(proteínas mitocondriais dos complexos I e IV, Tfam, Nrf1) e no estado 

inflamatório (IL-1β, IL-6 e IL-10). Como controle interno da 

amplificação por PCR foi empregado β-actina. As reações foram 

realizadas em triplicata. Os iniciadores (primers) utilizados foram 

desenhados utilizando o programa “BLAST” disponível em:  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, de acordo com os exons 

específicos para cada proteína (Quadro 2). 
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Quadro 2. Sequência de primers utilizada. 

Gene -actina 

Sequência iniciadora (Forward) 5’GGAGATGGCCACTGCCGCAT 3’ 

Sequência iniciadora (Reverse) 5’ACGCAGCTCAGTAACAGTCCGCCTA3’ 

Gene GTP- ciclohidrolase I (GTPCH) 

Sequência iniciadora (Forward) 5’ TGAGCCCCAGTCCGGGTGAC 3’ 

Sequência iniciadora (Reverse) 5’ GTGCTAACAAGCGCTGCGGC 3’ 

Gene Seapterina Reductase (SR) 

Sequência iniciadora (Forward) 5’ CCGAGTGTGCGGGTGCTGAG 3’ 

Sequência iniciadora (Reverse) 5’ CCAGCGCCCCATCCGACTTC 3’ 

Gene 6-piruvoil-tetrahidropterina sintase (PTPS) 

Sequência iniciadora (Forward) 5’ GTCCTTCAGCGCGAGCCACC 3’ 

Sequência iniciadora (Reverse) 5’ CCCGTGTGAGGCCCTGGTGT 3’ 

Gene Interleucina 10 (IL-10) 

Sequência iniciadora (Forward) 5’ ATCATTTCCGATAAGGCTTGG 3’ 

Sequência iniciadora (Reverse) 5’ TGCTATGCTGCCTGCTCTTA 3’ 

Gene Interleucina 1 (IL-) 

Sequência iniciadora (Forward) 5’ TCATTGTGGCTGTGGAGAAG 3’ 

Sequência iniciadora (Reverse) 5’ AGGCCACAGGTATTTTGTCG 3’ 

Gene Fator respiratório nuclear 1 (Nrf1) 

Sequência iniciadora (Forward) 5’ GGGCTGCAGTCAGGACTTCTCC 3’ 

Sequência iniciadora (Reverse) 5’ TCACTTCCTCCGGTCCTTTGG 3’ 

Gene 
Fator de transcrição mitocondrial A 

(Tfam) 

Sequência iniciadora (Forward) 5’ GTGAGACGAACCGGACGGCG 3’ 

Sequência iniciadora (Reverse) 5’ AGACGAGGGGATGCGACCCC 3’ 

Gene Complexo I (NDUFA6) 

Sequência iniciadora (Forward) 5’ GCGAGTTCTACCGCGCTTGG 3’ 

Sequência iniciadora (Reverse) 5’ ACCGCATAACGTGTGNTCCGC 3’ 

Gene Complexo IV (COXI) 

Sequência iniciadora (Forward) 5’ CTACCAGTGCTAGCCGCAGGAA 3’ 

Sequência iniciadora (Reverse) 5’ CCCCTCCTCCAGCGGGATCAAA 3’ 

Gene 
Fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF) 

Sequência iniciadora (Forward) 5’ TGCAGGGGCATAGACAAAAG 3’ 

Sequência iniciadora (Reverse) 5’ TGAATCGCCAGCCAATTCTC 3’ 
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Nos sistemas com volume final de 15 L foram adicionados 1 

L do cDNA sintetizado, 7,5 L de SYBR Green Master Mix Applied 

Science), 1µL dos iniciadores específicos (Primers) e q.s.q. de água 

DEPC. As reações foram realizadas no equipamento ABI PRISM 

7900HT (Applied Biosystems), localizado no Laboratório Multiusuário 

de Estudo em Biologia (LAMEB), UFSC. As condições das reações 

realizadas foram: 50°C por 2 minutos, desnaturação do cDNA, seguido 

de 40 ciclos de 95ºC por 10 segundos e 60°C por 1 minuto. As análises 

das curvas de melting foram realizadas em rampa de aquecimento de 

65ºC a 95ºC com 25 aquisições por grau. Os resultados foram analisados 

utilizando o software Sequence Detection Systems (SDS) versão 2.4. 

Para o cálculo da quantidade relativa das transcrições nas amostras 

estudadas, utilizou-se o método limiar crítico comparativo 2
−ΔCt

. Neste 

método, a média do Ct do gene de interesse é subtraída pela média do Ct 

do controle interno (β-actina), resultando em um ΔCt. Para o cálculo da 

expressão substituímos o valor de ΔCt obtido na fórmula 2
−ΔCt

. Os 

números finais obtidos são apresentados como razão entre a expressão 

do gene de interesse em relação ao gene de controle interno. Os 

resultados foram expressos como média ± SEM de 3 animais 

independentes realizados em triplicata. 

 

5.5. Microscopia eletrônica de transmissão  

Após o término do período de indução da neuroinflamação de 4 

horas e da realização dos testes comportamentais, os animais foram 

anestesiados com hidrato de cloral (400mg/kg, i.p) e imediatamente 

perfundidos com heparina em solução salina fisiológica (NaCl 0,9%) e 
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em seguida perfundidos com paraformaldeído a 4%. Em seguida o 

estriado foi removido e pós-fixados em uma solução de paraformaldeido 

a 4% e glutaraldeído a 2% em tampão cacodilato 0,1M. Após o término 

da fixação, as amostras de tecido foram submetidas a cinco lavagens 

consecutivas de 5 minutos cada em tampão fosfato e em seguida foram 

incubadas em tampão fosfato contendo tetróxido de ósmio 1% por 30 

minutos, e novamente lavadas em tampão fosfato. Após as lavagens as 

amostras foram submetidas a desidratação em concentrações crescentes 

de álcool etílico (25; 50; 75 por 10 minutos cada) finalizando com duas 

lavagens em álcool etílico por 20 minutos nas concentrações de 95 e 

100%. Para a impregnação da resina araldita as amostras foram 

submersas em uma solução de acetona e resina nas concentrações de 

2:1; 1:1; 1:2; durante 30 minutos e logo em seguida imersa em araldita 

pura por 12 horas a 4°C. Após esse período, o tecido foi removido da 

resina e transferido para tubos contendo resina pura nova e então 

polimerizado a 60°C durante 48 horas. As amostras foram armazenadas 

a temperatura ambiente até a data da microtomia, a qual foi realizada em 

ultramicrótomo na espessura de 60 - 70 nm. As análises foram 

realizadas em microscópio eletrônico de transmissão JEM-101 

(Laboratório Central de Microscopia Eletrônica 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 

magnificação de 20.000 X. Para a mensuração da quantidade, área 

mitocondrial e distância destas ao respeito do núcleo, tendo como 

parâmetro limitante a membrana nuclear foi utilizado o software 

ImageJ®. O número total de mitocôndrias foi determinado pela média 

total de mitocôndria encontradas nas sessenta micrografias. 
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5.6 Análise estatística 

Os resultados foram descritos como média ± erro padrão da 

média (SEM). Os dados foram analisados utilizando a análise de 

variância (ANOVA) de duas vias, seguido pelo teste post-hoc de Tukey 

e teste não paramétrico, test-t de Student quando P foi considerado 

significativo. Apenas valores significativos de F são citados no texto. 

Diferenças entre os grupos foram considerados significativas quando P≤ 

0,05. O tratamento estatístico foi realizado através da plataforma 

STATISTICA (versão 7.0, Stat Soft, Inc.). Os gráficos foram 

construídos na plataforma Graph Pad Prism (versão 5.03, Graph Pad 

Software, Inc.). 
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6. RESULTADOS 

 

6.1. Efeito do genótipo e da administração de LPS sobre os 

parâmetros comportamentais de locomoção e de interação social em 

animais nocautes para o gene PARK2 
 

A Figura 3 mostra o efeito da administração de LPS sobre o 

comportamento em animais nocaute para o gene da PARK2. Pode ser 

observado na Figura 3B redução significativa da locomoção espontânea 

nos diferentes grupos experimentais após a administração de LPS, 

medida através da distância percorrida [F(1,27) = 40,26; P <0,05]. Deve 

ser ressaltado que esta medida quando mensurada antes da 

administração de LPS não apresentou diferenças significativas entre os 

grupos (Figura 3A). 

A partir dos resultados obtidos pelo teste de interação social 

podemos observar que os animais nocautes para PARK2
 
apresentam 

redução significativa tanto na quantidade (Figura 3C) como também na 

duração de cada visita das investigações ao animal juvenil (intensidade) 

[F(1,26)=19,81; P <0,05] (Figura 3D). Adicionalmente os resultados 

obtidos após a indução da neuroinflamação revelaram que a 

administração de LPS reduziu significativamente o número de 

investigações para ambos os grupos tratados com LPS [F(1,27)=6,54; P 

<0,05] (Figura 3C). Nossos resultados sugerem que os animais nocautes 

para o gene da parkina são mais susceptíveis ao desenvolvimento do 

comportamento doentio associado à resposta inflamatória, comprovado 

pela redução significativa da intensidade e do número de investigações 

(Figuras 3C e 3D). 
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Figura 3. Efeito do genótipo e da administração de lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS; 0,33 mg/kg) sobre os parâmetros comportamentais 

(número e intensidade) dos episódios de investigações, medidos através 

do teste de campo aberto (A e B) e de interação social, respectivamente 

(C e D) em animais nocautes para o gene PARK2 (KO). As 

mensurações das atividades comportamentais foram realizadas 4 horas 

após a administração 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 neuroinflamação sobre a expressão gênica de genes 

envolvidos no estado neuroinflamatório em estriado de animais WT 

A Figura 4 mostra o efeito da administração do LPS em animais 

C57Bl/6, na expressão de genes que codificam para as citocinas pró- e 

anti-inflamatórias IL-1β, IL-6 e IL-10. Pode ser observado na figura um 

aumento significativo da expressão dos genes IL-1β e IL-6 4 horas após 

a administração de LPS. Adicionalmente o tratamento não alterou a 

expressão do gene que codifica para a citocina IL-10. 
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Figura 4. Efeito da administração do lipopolissacarídeo bacteriano 

(LPS; 0,33mg/kg) sobre a expressão de genes que codificam para as 

proteínas pró- e anti-inflamatórias IL-1β, IL-6 e IL-10 em  estriado de 

animais C57Bl/6. Os resultados foram normalizados mediante a 

quantificação da expressão do gene que codifica para a -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 neuroinflamação sobre a expressão gênica das enzimas 

envolvidas na síntese de BH4 em estriado de animais nocautes para 

o gene PARK2  

A Figura 5 mostra o efeito da administração do LPS sobre a 

expressão 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 genótipo quanto a administração de LPS 

promoveu um aumento significativo no conteúdo de mRNA de SR 

[F(1,9)=8,48; P<0,05, para efeito do genótipo; F(1,9)= 30,38; P<0,05 para 

efeito LPS] (Figura 5B). Não foi observado diferenças significativas 

para as enzimas GTPCH e PTPS (Figura 5A e 5C). 

 



60 

 

 

Figura 5. Efeito do genótipo e da administração de lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS; 0,33mg/kg) sobre a expressão gênica da GTP 

ciclohidrolase, sepiapterina redutase, 6-piruvoil-tetrahidropterina sintase 

em estriado de camundongos nocautes para o gene PARK2. Os 

resultados foram normalizados mediante a quantificação da expressão 

do gene que codifica para a β-actina. As barras indicam média ± SEM 

de 3 animais independentes. 
*
P<0,05 para efeito genótipo; 

**
P<0,05 para 

efeito LPS (ANOVA de duas vias seguido de teste post hoc Tukey). 
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6.4. Efeito da neuroinflamação sobre a expressão gênica de 

proteínas envolvidas no metabolismo mitocondrial em estriado de 

animais nocautes para o gene PARK2  

A Figura 6 mostra o efeito da administração de LPS sobre a 

expressão dos genes que codificam para as proteínas Tfam, Nrf1, 

NDUFA6 e COX1 relacionados ao metabolismo e função mitocondrial. 

Pode ser observado na Figura 6A uma redução significativa do conteúdo 

de mRNA do Tfam após a administração do LPS [F(1,10)=15,32 para 

efeito LPS ]. Também foi observado redução significativa para Nfr1, 

nos grupos WT+LPS, KO e KO+LPS [F(1,10)=9,98; P<0.05 para o efeito 

do genótipo] [F(1,10)=32,79; P<0.05 para o efeito do LPS] (Figura 6B). 

Na Figura 6C, pode ser observado uma redução significativa na 

expressão do gene COX1, após a administração do LPS somente no 

grupo WT [F(1,10)=15,32; P<0,05], não sendo observado diferenças 

significativas para a expressão do gene NDUFA6 (Figura 6D). 
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Figura 6. Efeito do genótipo e da administração de lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS; 0,33mg/kg) sobre a expressão relativa de genes que 

codificam para as proteínas Tfam (A), Nrf1(B), NDUFA6 (C), COX1 

(D) no estriado de animais nocaute para o gene PARK2 (KO). Os 

resultados foram normalizados mediante a quantificação da expressão 

do gene que codifica para a β-actina. As barras indicam média ± SEM 

de 3 animais independentes. *P < 0,05 para efeito do genótipo. **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 neuroinflamação sobre a expressão gênica do fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) em estriado de animais 

nocautes para o gene PARK2  

A Figura 7 mostra o efeito da administração do LPS na 

expressão do gene que codifica para a proteína BDNF. Pode ser 

observado na figura que o genótipo promoveu redução significativa do 

conteúdo de mRNA de BDNF [F(1,6)=15,25; P<0.05 para efeito do 

genótipo]. Adicionalmente a administração de LPS promoveu aumento 

significativo da expressão de BDNF no grupo WT e redução para o 

grupo KO [F(1,6)=15,25; P<0.05].  
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Figura 7. Efeito do genótipo e da administração de lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS; 0,33mg/kg) sobre a expressão relativa do gene que 

codifica para a BDNF no estriado de camundongos nocaute para o gene 

PARK2 (KO). Os resultados foram normalizados mediante a 

quantificação da expressão 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 neuroinflamação no conteúdo, morfometria 

mitocondrial e localização celular em estriado de animais nocaute 

para o gene PARK2 

A Figura 8 mostra o efeito da administração de LPS sobre a 

morfologia, conteúdo e localização subcelular mitocondrial no estriado 

de animais nocaute para o gene PARK2. Pode ser observado na Figura 

8G um aumento significativo na média de mitocôndrias encontradas 

após analisar sessenta microfotografias de cada amostra experimental 

[F(1,8)=257,7; P<0.05 para efeito genótipo]; [F(1,8)=122,8; P<0.05 para 

efeito LPS] sendo observado também aumento significativo do  número 

de mitocôndrias por micrografia (Figura 8I). Em relação à área 

mitocondrial, observamos diferença significativa apenas do grupo KO 

quando comparado ao grupo WT+LPS [F1,8=22,63; P<0.05 para efeito 

genótipo], [F=1,8=13,81; P<0.05 para efeito LPS] (Figura 8F). Ainda 

mensuramos a distância entre as mitocôndrias e núcleo, foi possível 

observar nos grupos KO e KO+LPS uma significativa relocalização 

subcelular na distância das mitocôndrias em relação a membrana nuclear 

[F1,7=21,47; P<0.05 para efeito do genótipo] na distância das 

mitocôndrias em relação a membrana nuclear (Figura 8H).  
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Figura 8. Efeito do genótipo e da administração de lipopolissacarídeo 

bacteriano (LPS; 0,33mg/kg) sobre o conteúdo, morfometria 

mitocondrial e localização mitocondrial em estriado de animais nocautes 
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para o gene PARK2 (KO). As imagens A-D representam a análise 

ultraestrutural realizada por microscopia eletrônica de transmissão, com 

a magnificação de 20.000x. Para a mensuração da área mitocondrial, 

utilizamos o software ImageJ®. As barras indicam média ± SEM de 3 

animais independentes. *P < 0,05 vs. para efeito genótipo; **P < 0,05 

vs para efeito LPS; ANOVA de duas vias seguido de test post hoc de 

Tukey). 
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7. DISCUSSÃO 

Com o aumento da expectativa de vida nas ultimas décadas, a 

sociedade vem se moldando conforme as necessidades, e acompanhando 

esse fenômeno que resulta em uma maior média de idade populacional, 

nota-se o aumento proporcional de doenças neurodegenerativas. As 

doenças neurodegenerativas, tais como a doença de Alzheimer, doença 

de Parkinson, doença de Huntington e a esclerose amiotrófica lateral, 

são caracterizadas pela perda progressiva de células neurais em regiões 

específicas cerebrais. A DP é umas das doenças neurodegenerativas 

mais comum na população, sendo a segunda doença neurológica mais 

frequente na população idosa. É caracterizada clinicamente por tremor 

de repouso, bradicinesia, rigidez, instabilidade postural e 

patologicamente por perda de neurônios da substância nigra e presença 

de depósito proteico intracitoplasmático (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 condição chamada de 

parkinsonismo juvenil. O parkinsonismo juvenil ocorre esporadicamente 

ou como afecção hereditária autossômica e tem sido associada, dentre 

outros, a uma mutação no gene PARK2 que codifica para uma proteína 

parkina. A parkina faz parte da família ubiquitina E3-ligase, que permite 

a remoção e degradação de proteínas intracelulares oxidadas (Hwang et 

al., 2014) e ainda desempenha papel essencial na manutenção da 

qualidade mitocondrial (Damiano et al., 2014). 

Estudos realizados em modelos animais mostram que somente a 

perda de função de parkina não é suficiente para promover degeneração 

espontânea da via nigroestriatal, sugerindo que somente o fator genético 

não é suficiente para causar a perda de neurônios observada na DP, 
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sendo necessário um gatilho ambiental para que a degeneração ocorra 

(Frank-Cannon et al., 2008). Neste sentido, existem fortes evidências de 

que o processo inflamatório pode modular o risco de DP e que o 

processo inflamatório crônico parece fazer parte de uma cascata de 

eventos que leva à morte neuronal. A confirmação de neuroinflamação 

em cérebros de pacientes pós-mortem apoiam a possibilidade dos 

mediadores inflamatórios contribuírem para a progressão da doença 

(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 inflamatória no SNC representa uma barreira 

limitante para o desenvolvimento de estratégias terapêuticas mais 

eficazes. 

Assim, para melhor compreender o envolvimento da resposta 

inflamatória na fisiopatologia do parkinsonismo juvenil utilizamos neste 

trabalho um modelo genético de DP gerado pela deleção do gene 

PARK2 e indução de neuroinflamação pela administração 

intraperitoneal do LPS na dose de 0,33mg/kg (Henry et al., 2009) em 

animais C57Bl/6 e nocautes para o gene que codifica para parkina. Para 

a análise comportamental foram avaliados a locomoção espontânea pelo 

teste de campo aberto e a memória social pelo teste de interação social. 

Neste sentido, a memória social, ou paradigma de reconhecimento é 

gerada principalmente pela capacidade discriminativa olfatória dos 

animais e pode ser facilitada por drogas que aumentem a memória e 

interrompida em modelos farmacológicos e patofisiológicos conhecidos 

por causarem prejuízo da memória em roedores (Dantzer et al., 1987).  
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Os resultados obtidos para o teste de campo aberto 

demonstraram que o genótipo não compromete a atividade locomotora, 

corroborando com resultados prévios obtidos por Rial e colaboradores 

(2011). No entanto a administração do LPS comprometeu a atividade 

locomotora comprovada pela redução da distância percorrida 

independente do genótipo. Adicionalmente, a redução da locomoção 

espontânea observou que os animais nocaute para PARK2 apresentaram 

comprometimento cognitivo comprovado pela observação do prejuízo 

nos parâmetros de interação social(interação com o animal jovem) 

quando comparados ao WT, sendo esse prejuízo potencializado com a 

administração do LPS. A redução da locomoção espontânea e o 

comprometimento cognitivo observado neste estudo devem-se 

provavelmente ao comportamento tipo depressivo desenvolvido pelos 

animais em resposta a neuroinflamação (Slavich and Irwin, 2014). 

Estudos demonstram que a neuroinflamação induzida pela 

administração de LPS em baixas doses, mas de forma repetida durante 

três meses promove importantes alterações locomotoras e uma maior 

vulnerabilidade à degeneração de neurônios dopaminérgicos (Frank-

Cannon et al., 2008). 

Nossos resultados revelaram aumento na expressão de genes 

pró-inflamatórios (IL1, IL6) em estriado de animais C57Bl/6 após a 

administração de LPS, comprovando assim o estado de 

neuroinflamação. Envolvido no processo inflamatório no SNC, destaca-

se a linhagem mieloide denominada microglia, que se encontra 

essencialmente vinculada à ativação da resposta imune (Gomez 

Perdiguero et al., 2013). Essas células são ativadas em resposta a 

estímulos ou toxinas, incluindo LPS (Kreutzberg, 1996). Cabe ressaltar, 
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que a ativação excessiva da microglia conduz à secreção de uma 

variedade de citocinas pró-inflamatórias e mediadores, tais como NO, 

EROs, NOSII, COX-2, TNF-α, IL-1β, e IL-6 (Jeong et al., 2014). 

Outro importante fator envolvido na fisiopatologia da DP é o 

comprometimento mitocondrial, como por exemplo a redução da 

atividade do complexo I. Ainda, já foi relatado que animais com 

ausência de parkina, pode apresentar deficiência nos complexos I e IV, 

e, além disso, a deleção do gene pode levar ao acumulo de substratos 

neurotóxicos, resultando em eventos de iniciação que induzam 

alterações na estrutura mitocondrial (Palacino et al., 2004, van der 

Merwe et al., 2014). Neste sentido, para entender melhor a influência da 

parkina e da neuroinflamação na morfologia e arquitetura mitocondrial, 

analisamos através da MET o efeito da administração do LPS no 

estriado dos animais WT e KO. Inicialmente nossos resultados 

demonstram que os animais KO possuem um maior número de 

mitocôndrias em relação ao WT e que a administração do LPS fez com 

que esse número aumentasse em ambos os grupos. Adicionalmente, 

nossos resultados revelam redução da área mitocondrial após a 

administração do LPS. Assim, o aumento do numero e a diminuição da 

área mitocondrial observado após a administração do LPS é indicativo 

de que a fissão mitocondrial está favorecida (Westrate et al., 2014). As 

células possuem mecanismos que garantem o controle da qualidade e 

integridade mitocondrial. Além do processo de mitofagia responsável 

pela destruição das mitocôndrias disfuncionais, a fissão mitocondrial 

também pode contribuir neste controle em situações de necessidade 

energética ou estresse celular (Ni et al., 2014, Westrate et al., 2014). O 

fato das mitocôndrias estarem em maior número no grupo KO pode ser 
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explicado pelo fato do mecanismo da mitofagia estar prejudicado nestes 

animais devido à ausência da proteína parkina. Além das alterações 

morfológicas observadas também observamos que as mitocôndrias dos 

animais KO se concentravam região perinuclear, sendo ainda mais 

evidente esta redistribuição subcelular após a administração de LPS. 

Essa redistribuição subcelular mitocondrial para a região perinuclear 

pode ser uma resposta adaptativa da célula para suprir as necessidades 

energéticas locais. Nestes animais em especial tanto a biogênese como a 

controle da qualidade mitocondrial é comprometida devido a ausência 

de parkina (Damiano et al., 2014). Assim as mitocôndrias estariam se 

concentrando na região perinuclear para suprir a alta demanda 

energética nuclear para os processos de expressão gênica.  

Alterações na função mitocondrial já foram relacionadas com 

diferentes doenças neurodegenerativas. Vários trabalhos mostram 

redução da atividade do complexo I em diferentes tecidos de pacientes 

portadores de DP e ainda essa baixa atividade do complexo I observada 

em pacientes de DP tem sido relacionada com mutações no gene 

PARK2 (Muftuoglu et al., 2004, Mortiboys et al., 2008, Grunewald et 

al., 2010). Resultados semelhantes de baixa atividade do complexo I 

foram observados em modelo de deleção do gene PARK2 em peixe-

zebra (Macmillan-Crow and Cruthirds, 2001). Entretanto nossos 

resultados indicam que a ausência de parkina não compromete a 

expressão gênica de NDUFA6 (complexo I) e COX1 (complexo IV), 

sendo alterado apenas pela administração de LPS. Nossos resultados 

para expressão de NDUFA6 (complexo I) corroboram com os resultados 

demonstrados por Damiano e colaboradores, onde mostram que os 

animais nocaute para o gene PARK2 não apresentaram diferenças 
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significativas na atividade dos complexos respiratórios mitocondriais 

quando avaliados em sobrenadante pós-nucleares (Damiano et al., 

2014). A redução da expressão de COX1 em WT, após a administração 

de LPS pode ser explicada devido à redução da expressão de NRF1 e 

Tfam pela administração de LPS. NRF1 é um fator de transcrição 

intermediário que estimula a síntese de Tfam e ainda, ativa a transcrição 

de genes nucleares que codificam para proteínas da cadeia respiratória. 

O Tfam além de estar relacionado com a expressão de proteínas da 

cadeia respiratória, também está envolvido na regulação da biogênese 

mitocondrial (Evans and Scarpulla, 1989, Chau et al., 1992, Kelly and 

Scarpulla, 2004, Wang et al., 2014).  

Sabe-se que a DP além da presença de degeneração dos 

neurônios dopaminérgicos; apresenta outras alterações incluindo uma 

redução na produção de neurotrofinas como por exemplo o BDNF 

(Akatsu et al., 2006, Duan et al., 2013). O BDNF é uma proteína chave 

na plasticidade celular cerebral, sendo particularmente importante para a 

sobrevivência neuronal e relevante no desenvolvimento, além da 

eficiência sináptica (van der Kolk et al., 2014). Os resultados deste 

trabalho mostram redução significativa no conteúdo de mRNA de 

BDNF para os animais do grupo KO. Ainda estudos mostram que a 

expressão de BDNF pode ser aumentada em situações de citotoxicidade 

aguda induzida por LPS como mecanismo compensatório para a 

manutenção da homeostase celular, refletindo um mecanismo de reparo 

compensatório pela ativação do sistema imune e microglial (Miwa et al., 

1997, Duan et al., 2013). Nossos resultados mostram que a 

administração de LPS promove aumento da expressão de BDNF nos 

animais WT. Entretanto nos animais KO a administração de LPS 
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potencializa a redução da expressão de BDNF observada em animais 

KO que não receberam LPS.  

A tetrahidrobiopterina (BH4) é um cofactor essencial para a 

síntese de dopamina e serotonina, no entanto a BH4 exerce toxicidade 

em linhas de células produtoras de dopamina (Foxton et al., 2007). Nos 

últimos anos a BH4, vem sendo relacionada com processos 

neurodegenerativos observados em algumas doenças crônicas e agudas 

(Foxton, Land e Heales, 2007) e vários estudos têm sido sugerido como 

uma molécula endógena candidata ao envolvimento na patogênese 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 concentrações 

(Foxton et al., 2007). Neste sentido, nossos resultados mostram que 

tanto o genótipo quanto a administração de LPS promovem aumento na 

expressão de SR, ficando de acordo com estudo realizado por Tobin e 

colaboradores (2007). Ainda a expressão da GTPCH teve uma tendência 

a um aumento, porem não significativo. Esse aumento da expressão de 

GTPCH e SR sugerem que a via de síntese de novo esteja estimulada, 

com o intuito de aumentar as concentrações de BH4. Os nossos 

resultados mostram que os animais KO, após a administração de LPS 

obtiveram uma maior expressão da SR sugerindo que além da via de 

síntese de novo, a via de salvação também esteja ativa. Nesta ultima, a 

6-piruvoil tetrahidrobiopterina pode ser transformada por um grupo de 

enzimas inespecíficas denominadas de aldoses / carbonil redutases ou 

pela própria sepiapterina redutase, em intermediários instáveis que 

favorecem a formação direta de BH4 ou a formação não enzimática de 

sepiapterina e desta em BH2 que será convertida em BH4 pela DHFR 
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(Figura 9) (Blau et al., 2001). A ativação dessas duas vias pode ocorrer 

devido à necessidade de maior produção de BH4 para a produção de NO 

em resposta ao processo inflamatório, pois estudo mostra que em 

estados inflamatórios os níveis de BH4 se encontram aumentados 

(McNeill and Channon, 2012). Assim o estado inflamatório associado à 

redução da biodisponibilidade de BH4, pelo desvio para a produção de 

NO durante o processo inflamatório pode comprometer a síntese de 

dopamina.  

 

Figura 9. Via de salvação para a formação de BH4, (SR: sepiapterina 

redutase, AR: aldose redutase, CR: carbonil redutase, DHFR: 

dihidrofolato redutase). 
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8. CONCLUSÕES  

 

 O genótipo não interfere na locomoção espontânea dos animais 

e a neuroinflamação induzida por LPS comprometeu este parâmetro 

independente do genótipo;  

 Os animais KO são mais sensíveis a resposta inflamatória, visto 

que apresentaram comprometimento cognitivo sendo este potencializado 

pelo LPS;  

 Nas análises morfológicas podemos concluir que o genótipo 

favorece a fissão mitocondrial, enquanto que  a neuroinflamação 

promove a fissão mitocondrial em ambos os grupos; 

 Verifica-se ainda  uma relocalização subcelular mitocondrial 

perinuclear dependente do genótipo, indicando uma possível resposta 

adaptativa para suprir as necessidades energéticas locais; 

  O genótipo compromete o mecanismo compensatório de 

manutenção da homeostase celular promovida pela expressão de BDNF; 

 A investigação da expressão gênica das enzimas relacionadas na 

via de síntese de BH4 indicou que o genótipo favorece uma maior 

ativação da via de salvação pelo aumento da expressão da SR como 

mecanismo compensatório em resposta a neuroinflamação; 

 A análise conjunta dos resultados nos permite concluir que o 

nocaute do gene PARK2 promove importantes alterações morfológicas, 

fisiológicas e bioquímicas as quais devem ser mais aprofundados para a 

maior elucidação do impacto da neuroinflamação na fisiopatologia do 

Parkisonismo juvenil. 
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9. PERSPECTIVAS 

 Aprofundar os estudos do metabolismo mitocondrial através da 

determinação da atividade dos complexos mitocondriais; 

 Comprovar a fissão mitocondrial através de marcadores 

específicos como Drp1 por imunohisquimica; 

 Investigar o efeito do tratamento com neopterina; 

 Avaliar o metabolismos cerebral pela detecção da concentração 

das aminas biogênicas, BH4 e neopterina por cromatografia de alto 

desempenho (HPLC) acoplada à detecção fluorescente eletroquímica. 
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