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RESUMO



Concentragdes micromolares de Ca™ (>10 uMj) estimularam fortemente a liberagio de
espécies reativas de oxigénio (EROs) em mitocdndrias isoladas de cérebro de rato tratadas
com rotenona. O estimulo proporcionado pelo Ca® na liberagio de EROs foi associado a
peroxidagdo lipidica de membrana ¢ diretamente correlacionado ao grau de inibicdo do
complexo I por rotenona. Entretanto, Ca’* nfio estimulou o aumento da liberagdio
mitocondrial de EROs na presenca do inibidor do complexo I 1-metil-4-fenilpiridinium.
Ciclosporina A nfo teve efeito na liberagdo mitocondrial de EROs, indicando que a
permeabilidade mitocondrial transitéria nfo estd envolvida neste processo. O antioxidante
natural melatonina inibiu o estresse oxidativo mitocondrial promovido por Ca** e rotenona
em mitocondrias isoladas de cérebro. Observou-se ainda que o ionéforo de Ca** A23187
potencializou a morte de células PC12 tratadas com rotenona, num mecanismo sensivel 3
melatonina. A inibicio da morte de células PCI2 proporcionada por melatonina
correlacionou-se com uma menor detecgio de EROs em culturas de células PC12 nesta
situagfio experimental. Sugere-se que a capacidade do Ca®* induzir o estresse oxidativo
mitocondrial em situagdes de inibigio parcial do complexo I deve ser um importante fator
na morte celular neuronal observada em desordens neurodegenerativas, como na doenca de

Parkinson.

A proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK) p38 participa na modulacgiio da apoptose
em varios tipos celulares. A ativacio da MAPK p38 foi estudada por imunohistoquimica
em secgdes de cérebro de rato apés infusdio intracerebral unilateral de 6-hidroxidopamina, o
que resulta em animais com hemiparkinsonismo. Observou-se células fosfo-MAPK p38
positivas na substdncia negra bilateralmente, sem um aumento significativo ipsilateral a
lesdo por 6-hidroxidopamina. Também foi evidenciada marcagio para fosfo-MAPK p38 na
drea tegumentar veniral, leminisco medial, substincia cinzenta peri-aquedutal, corpo
estriado e drea dos nicleos da rafe, peripeduncular e geniculado. Conclui-se que a
fosfo-MAPK p38 estd amplamente expressa em regides de cérebro de ratos e nfio esta
envolvida no processo de degenmeragiio de neurbnios dopaminérgices induzida por
6-hidroxidopamina. Experimentos com camundongos mutantes, que apresentam o receptor
Fas/CD95/APO-1 inativo, mostraram que a ativagfio deste receptor nfio estd envolvida na

degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos induzida por 6-hidroxidopamina.
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Ligantes de imunofilinas exercem um importante efeito neurotrdfico em modelos
experimentais in vitro e in vivo. Nossos resultados mostraram que o tratamento cronico de
ratos adultos hemiparkinsonianos com FK506 e ciclosporina A apresenta a capacidade de
aumentar o numero de neurdénios dopaminérgicos apOs a implantag3o intra-estriatal de
tecido mesencefalico embriondrio. Este resultado correlacionou-se com uma melhor

recuperaciio dos ratos com hemiparkinsonismo em provas comportamentais.
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Micromolar Ca®" concentration (>10 uM) strongly stimulated the release of reactive
oxygen species (ROS) in rotenone-treated isolated rat forebrain mitochondria.
Ca’*-stimulated mitochondrial ROS release was associated with membrane lipid
peroxidation and was directly correlated with the degree of complex I inhibition by
rotenone. However, Ca®* did not increase mitochondrial ROS release in the presence of the
complex I inhibitor I-methil-4phenylpyridinium. Cyclosporin A had no effect on
mitochondrial ROS release, indicating that mitochondrial permeability transition is not
involved in this process. The natural antioxidant melatonin inhibits Ca® plus
rotenone-induced oxidative stress in isolated rat brain mitochondria. In addition, the Ca®*
ionophore A23187 strongly potentiates rotenone-induced death of intact cultured
pheochromocytoma (PC12) cells, in a mechanism sensitive to melatonin. Furthermore,
melatonin inhibits the detection of ROS in PCI2 cells treated with rotenone plus Ca®*
ionophore A23187. We hypothesized that Ca*'-induced mitochondrial oxidative stress
associated with partial inhibition of complex I may be an important factor in neuronal cell

death observed in the neurodegenerative disorder Parkinson’s disease.

The participation of the mitogen-activated protein kinase (MAAPK) p38 has recently been
implicated in apoptosis modulation of several cell types. The activation of p38 MAPK was
studied by immunohistochemistry in brain sections of control rats and also after intrastriatal
injection of 6-hydroxydopamine. Interestingly, the results demonstrated phospho-p38
MAPK positive cells in substantia nigra at both sides of the brain with no increase in the
6-hydroxydopamine injection side during degeneration of nigral neurons. Phospho-p38
MAPK cells were also present in the ventral tegmental! area, medial lemniscus, raphe,
interpeduncular, striatum and geniculate nucleus. These data suggest that phospho-p38
MAPK is highly expressed in brain regions and is not correlated to the death of
dopaminergic neurons after in vivo insult with 6-hydroxydopamine. Moreover, mutant mice
with inactive Fas/CD95/APO-I receptor showed that activation of this receptor is not

required for 6-hydroxydopamine-induced degeneration of dopaminergic neurons.

Abstract
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Immunophilin ligants exert important neurotrophic effects. Qur results demonstrated that
chronic treatment of adult rats with FK506 or cyclosporin A increases the number of
dopaminergic neurons after intrastriata] transplantation of ventral embryonic mesencephalic
tissue. This result was in agreement with a better recovery of immunophilin ligants

treated-rats in comportamental tests.
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1.1 - DOENCA DE PARKINSON

Anualmente, milhSes de pessoas morrem ou passam a sofrer déficit neurolégico
permanente devido & progressiva neurodegeneragfio, representada principalmente pela
perda de neurbnios dopaminérgicos, na doen¢a de Parkinson. Ainda nfio se estabeleceu
nenhum tratamento farmacol6gico eficaz desta doenga. Assim, faz-se necessaria intensa
pesquisa, para melhor entender os mecanismos moleculares e celulares que levam a
disfungdo ou morte de neurdnios dopaminérgicos, bem como pesquisa com o intuito de
propor novas abordagens farmacolégicas para prevenir, bloquear ou retardar a

neurodegeneracio nesta patologia.

A doenga de Parkinson € a segunda desordem neurolégica mais comum apés a
doenga de Alzheimer, com uma prevaléncia de aproximadamente 1% a 3% entre os idosos
(LANG e LOZANO, 1998; DUNNETT e BJORKLUND, 1999). Descrita em 1817 por
James Parkinson em “An Essay on the Shaking Palsy” (PARKINSON, 1817), &
clinicamente caracterizada por bradicinesia, rigidez, tremor ¢ instabilidade postural. Menos
frequentemente, sintomas como disfun¢do autondmica ou deméncia sfo observados
(LANG e LOZANO, 1998; DUNNETT ¢ BJORKLUND, 1999; OLANOW e TATTON,
1999). J4 os aspectos patoldgicos se caracterizam por uma degeneragio progressiva do
sistema dopaminérgico nigro-estriatal, apresentando perda aproximada de 70%-80% da
inervagiio dopaminérgica estriatal e de 50% dos neurdnios dopaminérgicos da substincia
negra, no inicio do aparecimento dos sintomas da doenga (LANG e LOZANO, 19984, b;
OLANOW e TATTON, 1999) (ver Esquema 1). O parkinsonismo pode ser resultado de
infecgdo viral (poOs-encefalite), atrofia sistdmica mualtipla, intoxicacdio - p. ex,
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), muta¢Ses em alguns genes ou trauma
repetitivo, mas na maioria dos casos nenhuma causa clara pode ser encontrada e assim
classifica-se como causa idiopatica. A doenga de Parkinson idiop4tica aparece ao redor de
55-65 anos. A caracteristica patolégica mais marcante da doenga de Parkinson € a presenca
de inclusdes citoplasmaticas hialinas esféricas de 5 a 25 um de diimetro, conhecidas como
corpiisculo de Lewy, evidentes em neurdnios dopaminérgicos da substincia negra
(FORNO et al.,, 1993; DUNNETT e BJORKLUND, 1999).
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O tratamento mais utilizado para mdividuos com doenca de Parkinson & a
reposi¢do de dopamina por meio do uso do precursor L-dopa. No entanto, este tratamento
tem uma eficacia limitada e apds alguns anos de uso podem aparecer vérios efeitos
colaterais como flutuagdes na resposta & medicagio e discinesias (para revisfio ver: LANG
e LOZANO, 1998; DUNNETT e BJORKLUND, 1999). Vérias terapias alternativas tém
sido propostas para a doenga de Parkinson come palidotomia ou talidotomia, estimulag#o
cerebral e transplante de células dopaminérgicas (LINDVALL, 1997; LANG e
LOZANO, 1998).

Cérebro Cérebrocoma
normai doenga de Parkinson
(a)
L (c)
Nucleo. caudade ;
S Corpusculo de Lewy
Putomen AN

Vias nigro-
estriatais ~

(b}

Esquema 1 - Secges de cérebro humano mostrando: {a) 4reas que recebem inervagio
dopaminérgica (putamen e micleo caudado) proveniente de neurdnios da substancia negra;
{b) regifio do mesencéfalo com substincia negra; e (¢) neurbnio dopaminérgico da
substdncia negra contendo corplsculo de Lewy. Na doencga de Parkinson ocorre perda de
inervacio dopaminérgica sobretudo no nicleo caudado e putamen, e perda de neurdnios
dopaminérgicos na substincia negra. Corptsculos de Lewy sfio observados com grande
freqiiéncia em neurbnios dopaminérgicos da substincia negra na doenga de Parkinson.
Adaptado de Dauer e Przedborski, 2003.
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1.2 - ETIOLOGIA DA DOENCA DE PARKINSON

Apesar de intensa pesquisa sobre a etiologia da doenca de Parkinson, até o
momento pouco se sabe sobre 0s mecanismos que levariam 3 acentuada morte de neurdnios
dopaminérgicos. Trata-se de uma patologia multifatorial, com possivel influéncia ambiental
e envolvimento de fatores genéticos (DUNNETT ¢ BIORKLUND, 1999).

Uma neurotoxina seletiva para neurdnios dopaminérgicos,
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), foi descoberta acidentalmente no inicio
dos anos 80. A neurotoxina MPTP, um inibidor do complexo 1 da cadeia respiratéria
mitocondrial, foi produzidla como contaminante na sintese ilicita do
1-metil-4-fenil-4-propionoxipiperidina (MPPP), um anslogo do narcético meperidine
(Demerol), um tipo de heroina sintética. Constatou-se que jovens usudrios deste lote de
heroina apresentavam um quadro clinico que mimetizava os sintomas parkinsonianos
(LANGSTON et al., 1983; BLOEN et al,, 1990). A descoberta da habilidade seletiva do
MPTP para induzir a morte preferencialmente de células da substancia negra proporcionou
um grande interesse em se estudar fatores ambientais, como toxinas, que estivessem
envolvidas no desenvolvimento das sindromes parkinsonianas (BEN-SHOLMO, 1996).

A participagio de estresse oxidativo na degeneracio de neurdmios
dopaminérgicos da substincia negra na doenga de Parkinson pode estar diretamente
relacionada & oxidaclio de dopamina, produzindo espécies reativas de oxigénio (EROs)
como superéxido (O,"), peroxido de hidrogénio (H>0,) e radical hidroxil (HO®). H4 ainda
estudos em tecido cerebral post-mortem, obtido de pacientes com doenca de Parkinson,
indicando deplecdo de glutationa reduzida (GSH) e actimulo de ferro na substéncia negra.
A deficiéncia de glutationa reduzida diminuiria a capacidade das células dopaminérgicas de
desintoxicar ¢ H,0,, enquanto o acimulo de ferro promoveria a formacdo do radical
hidroxil, que possui reatividade muito alta, podendo reagir com uma variedade de
biomoléculas importantes para a manutencio da homeostase celular. De fato, leses
oxidativas foram identificadas em lipidios, proteinas e DNA em tecido obtido da substancia
negra de pacientes com doenca de Parkinson (para revisio ver: JENNER e
OLANOW, 1996).
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A participagéo da disfungfio mitocondrial na etiologia da doenga de Parkinson é
sugerida principalmente pela observagdo de uma inibigio parcial (20% a 40%) da atividade
do complexo I da cadeia respiratoria mitocondrial em tecido cerebral post-mortem, obtido
de pacientes com doenca de Parkinson (SCHAPIRA et al, 1989 e 1990) e também pela
deficiéncia na atividade do complexo I da cadeia respiratéria em tecidos periféricos de
pacientes com a doenga de Parkinson (MANN et al, 1992; BLIN et al, 1994). Uma
inibi¢do parcial do complexo I da cadeia respiratéria mitocondrial, além de comprometer a
eficiéncia de produgdo de ATP pela fosforilagio oxidativa (BARRIENTOS e MORAES,
1999), pode resultar em aumento da producdo de superéxido mitocondrial com conseqliente
morte celular (SKULACHEV, 1996; VOTYAKOVA e REYNOLDS, 2001; LIU, FISKUM
¢ SCHUBERT, 2002). A importdncia da inibigdo do complexo I mitocondrial na
fisiopatologia da doenga de Parkinson é comprovada a partir de experimentos com
tratamento sistémico e crénico de roedores e primatas com inibidores especificos desse
complexo, MPTP e rotenona, que induziram parkinsonismo nesses animais
(BURNS et al., 1983; BLOEM et al., 1990; BETARBET et al., 2000).

A degeneragio de neurdnios dopaminérgicos na doenga de Parkinson pode
ainda estar relacionada 4 deficiéncia de algum fator neurotréfico no corpo estriado ou
substincia negra, como o fator newrotrofico derivado- de células da glia (GDNF)
(para revis#o ver: KORSCHING, 1993; DUNNETT e BJORKLUND, 1999).

Em 1997, Polymeropoulos e colaboradores demonstraram a presenca de
componentes genéticos na forma autossdmica dominante para a doenga de Parkinson. Foi
identificada, em uma familia de origem grega e em uma familia de origem italiana, uma
mutacdo (A-para-G) no gene PARKI, localizado no braco curto do cromossomo 4
(4921-23), que codifica 2 proteina o-sinucleina. Fsta mutacio resulta na troca de um
amino4cido alanina por treonina na posigdo 53 {AS3T) (POLYMEROPOULOS et al,
1997). KRUGER e colaboradores (1998) identificaram, em uma familia de origem alemi,
uma segunda mutagio no gene PARK] que resulta em uma substituicio de uma alanina por
uma prolina (A30P) na posigio 30 do aminoacido da a-sinucleina (KRUGER et al., 1998).
Essas duas mutagbes estdo relacionadas 4 forma autossdmica dominante tardia da doenca
de Parkinson (POLYMEROPOULOS et al., 1997 e KRUGER et al., 1998). No entanto,
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essas mutacdes nfdo tém sido identificadas na forma idiopatica da doenca de Parkinson. A
a-sinucleina € codificada principalmente no cértex cerebral, hipocampo, corpo estriado e
mesencéfalo, estando presente nos terminais pré-sinapticos
(MAROTEAUX, CAMPANELLI e SCHELLER, 1988). Os casos de doenga de Parkinson
com mutacdo no gene PARK] apresentam corpisculo de Lewy em populagdes especificas
de neurénios, bastante comuns na substincia negra. Evidéncias experimentais indicam que
a o-sinucleina  mutada pode modificar a neurotransmissdo dopaminérgica
(ABELIOVICH et al,, 2000; MURPHY et al, 2000; LOTHARIUS ¢ BRUNDIN, 2002),
alterando o mimero de vesiculas sindpticas nos terminais nervosos. Enquanto a mutagdo
A30P abole a capacidade da o-sinucleina de se ligar a pequenas vesiculas de fosfolipideos,
a mutagdo AS3T compromete a capacidade da o-sinucleina de se associar & membranas
lipidicas, regulando a formagfio de vesiculas sindpticas originirias de endossomas
(LOTHARIUS ¢ BRUNDIN, 2002). Assim, essas mutagdes podem reduzir o estoque
vesicular de dopamina, levando a um actimulo de dopamina citoplasmatica, resultando em
estresse oxidativo devido & formacio de EROs pela oxidaciio de dopamina no citoplasma
(LOTHARIUS e BRUNDIN, 2002).

Um segundo gene, PARK?2, foi identificado por meio de estudos de analise de
ligagdo numa familia japonesa que apresentava a éoeng:é de Parkinson na forma
- autossdmica recessiva juvenil. O gene PARK? estd localizado no brago curto do
cromossomo 6 {6q25.2-27) e codifica a protefna parkin. Véarias mutacdes no gene PARK?,
relacionadas 4 doenca de Parkinson foram identificadas (KITADA et al., 1998). A proteina
parkin € uma ligase de ubiquitina, que estd envolvida na degradagio de proteinas
danificadas pela via de proteassoma. Geralmente os individuos que possuem esta mutagdo
apresentam degeneragiio de neurdnios dopaminérgicos sem apresentar formacio de
corpusculo de Lewy (KITADA et al., 1998).

Mais recentemente, LEROY e colaboradores identificaram uma mutacéo
missense em um terceiro gene, PARKS, relacionada & forma autossdmica dominante da
doenga de Parkinson. O gene PARKS codifica a proteina hidrolase L1 ubiquitina
carboxi-terminal (UCHL1) (LEROY et al, 1998), a qual também esti envolvida na

degradacdo de proteinas defeituosas pela via de proteassoma.
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Existe ainda uma outra mutagfio descrita relacionada 4 forma recessiva da
doenga de Parkinson, no gene P4RK7; entretanto sua fungio nfo estd totalmente elucidada
(HEDRICH et al., 2004). Podemos citar ainda alguns loci adicionais com mutacdes
relacionadas & doenga de Parkinson: PARK3 (2p13), PARK4 (4p15-15), PARKG (1p35-36),
PARKSE (12p11.2-q13.1) (GRIMES e BULMAN, 2002).

O Esquema 2 sumariza os processos que podem levar & morte de neurdnios
dopaminérgicos na doenga de Parkinson (LOTHARIUS e BRUNDIN, 2002). Mutagdes nos
genes PARK2, PARK3 e UCHLI, assim como o envelhecimento celular, ocasionam a
producdo excessiva de proteinas defeituosas, que nfio serfio adequadamente processadas
intracelularmente pelo sistema de proteassoma. J4 a mutacfio no gene PARKI resultars na
produgio de a-sinucleina defeituosa. Proteinas defeituosas poderdo se agregar ¢ formar
inclusdes citoplasmaticas, conhecidas como corplisculos de Lewy. Acredita-se que a
formagdo de corptsculos de Lewy reduza a toxicidade destas proteinas no citosol. Quando
ndo agregadas no corpusculo de Lewy, estas proteinas defeituosas poderfio levar a
disfungBes intracelulares, com comprometimento da integridade de vesiculas sindpticas
dopaminérgicas e conseqiiente liberagio de dopamina no citosol. Uma vez no citosol, a
dopamina sofrerd oxidagfo, com produgio de EROs. As proteinas defeituosas também
poderfo desencadear a neurodegeneragéio diretamente. Algumas toxinas ambientais podem
levar 2 uma situagio de estresse oxidativo diretamente ou por meio da inibicZo do
complexo I da cadeia respiratéria mitocondrial. Por fim, o estresse oxidativo pode levar &
degeneragdo de neurdnios dopaminérgicos, com o desenvolvimento da doenca de
Parkinson.
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Esquema 2 - Esquema que sumariza processos que levam 2 degeneragiio
nigro-estriatal na doenca de Parkinson. Na degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos na
doenga de Parkinson propSem-se a participagfio de aumento dos niveis citoplasméticos de
dopamina, envelhecimento celular, mutagdes genéticas, proteinas defeituosas, toxinas,
disfungdo mitocondrial e estresse oxidativo. Esquema adaptado de LOTHARIUS e
BRUNDIN, 2002.

1.3 - MODELOS EXPERIMENTAIS PARA A DOENCA DE PARKINSON
1.3.1 - Neurotoxinas

A grande necessidade de entender a etiologia ¢ a neuropatologia da doenca de
Parkinson, assim como de se propor novas intervengdes farmacoldgicas, tem proporcionado
intensos esforgos para se estabelecer modelos experimentais que simulem a patogénese

dessa desordem neurolégica.
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A primeira neurotoxina a ser utilizada como modelo experimental para doenca
de Parkinson foi a 6-hidroxidopamina, um andlogo da noradrenalina e da dopamina,
inicialmente descoberta por induzir uma forte e seletiva degeneracfio nas terminacdes
nervosas simpdticas, simulando os sintomas parkinsonianos (TRANZER e THOENEN,
1967). A injegdo de 6-hidroxidopamina diretamente no cérebro de roedores e primatas pode
induzir uma perda seletiva de neurbnios dopaminérgicos, simulando os sintomas
evidenciados na doenga de Parkinson (DUNNETT e BJORKLUND, 1999).

Estudos mostram que a 6-hidroxidopamina ¢ captada pelos neurdnios através
dos transportadores de dopamina (DAT) presentes na membrana plasmatica das
terminagbes nervosas dopaminérgicas pré- e pds-sindpticas. Posteriormente esta
neurotoxina ¢ oxidada a 6-hidroxidopamina-quinona produzindo EROs como o superdxido
(0;"), peréxido de hidrogénio (H,0») e radical hidroxil (HO") (GRAHAM et al, 1978),
que poderdo lesar membranas, lipidios, proteinas ¢ DNA. Inicialmente a lesdo ocorre nos
axdnios de neurdnios dopaminérgicos no corpo estriado. A perda destes axdnios levaria a
uma situagdo de axotomia quimica, na qual os neurdnios dopaminérgicos ficariam privados
de fatores neurotréficos presentes no corpo estriado, o0 que pode ativar cascatas de reacdes
intracelulares, resultando na morte celular (DUNNETT e BJORKLUND, 1999). Esta toxina
tem sido predominantemente utilizada para produzir lesdes unilaterais com deplego de
dopamina, ie., hemiparkinsonismo, as quais podem ser verificadas pelo exame
comportamental de coordenagio motora em resposta 3 anfetamina ou & | apomorfina
(UNGERSTEDT, 1968).

Uma segunda neurotoxina dopaminérgica é o MPTP (ver INTRODUCAOQ, item
1.2). Esta toxina tornou-se um modelo cldssico para se estudar os mecanismos celulares
presentes nos processos neurcdegencrativos na doenca de Parkinson. A toxicidade do
MPTP em primatas reproduz grande parte dos sintomas da doenga de Parkinson incluindo
tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural (BURNS et al., 1983; BLOEM et al.,
1990). O MPTP € uma molécula lipofilica que tem a capacidade de cruzar facilmente a
barreira hematoencefilica e o seu mecanismo de acgfio da-se a partir da conversdo, ao seu
metabélito ativo 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP"), pela monoamina oxidase B presente em
células da glia e neurbnios serotoninérgicos. O MPP” € captado pelos transportadores de
dopamina (DAT) das células dopaminérgicas (para revisdo ver: ZHANG et al., 2000). O
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mecanismo de agio do MPTP - ou de seu metab6lito [-metil-4-fenilpiridinium (MPP™) na
inducdio da morte de neurdnios dopaminérgicos é menos claro. O MPP™ inibe o complexo I
da cadeia respiratdria mitocondrial com conseqiiente inibigio da oxida¢Bio de NADH, ¢
eventual limitacfio da producfio de ATP pela mitocéndria (BARRIENTOS e MORAES,
1999). A inibi¢do do complexo I mitocondrial também aumenta o vazamento de elétrons
com estimulo da formagfio de superdxido (O;™) (SKULACHEV, 1996; LIU, FISKUM e
SCHUBERT, 2002; VOTYAKOVA e REYNOLDS, 2001). Estes fatores podem ter
participacio na cascata de eventos deletérios que levam A& morte de neurbnios
dopaminérgicos ap6s administragio do MPTP (PREZEDBORSKI e JACKSON-LEWIS,
1998) (ver Esquema 3). Embora ambas as toxinas (6-OHDA ¢ MPTP/MPP") induzam o
estresse oxidativo, bd evidéncias obtidas em experimentos em culturas de células de que
possam induzir a morte de newrfnios dopaminérgicos por mecanismos distintos
(PREZEDBORSKI e JACKSON-LEWIS, 1998; LOTHARIUS et al., 1999).

O herbicida Paraquat (N,N"-dimetil-4-4"-bipiridinium), que apresenta estrutura
quimica similar & neurotoxina MPP", também pode induzir sintomas parkinsonianos, sendo
assim utilizado como modelo experimental para doenga de Parkinson (DAY et al., 1999). A
toxicidade do Paraquat parece ser mediada pela formagio de superdxido
(DAY et al, 1999). A sua administragBio sistémica em camundongos pode levar a
neurodegeneragcdio dos neurdnios dopaminérgicos na substincia negra pars compacta,
acompanhada de  formagdes de  agregados protéicos de  a-sinucleina
(MANNING-BOG et al., 2002).

BETARBET ¢ colaboradores (2000) descreveram recentemente um modelo
experimental para a doenca de Parkinson a partir da administracfo sistémica em roedores
de uma quarta neurofoxina, a rotenona (Esquema 3), um classico inibidor nfo competitivo
do complexo I (NADH-coenzima Q redutase) da cadeia respiratoria mitocondrial. A
rotenona ¢ classificada como um inibidor do tipo B do complexo [ mitocondrial, por
bloquear a redugdio do intermedidrio semiquinona dentro do complexo
(DEGLI ESPOSTI, 1998). A rotenona € o mais potente membro dos rotendides, uma
familia de isoflavondides extraidos de plantas Leguminosae tropicais, bastante utilizados

como inseticidas e veneno para pesca (DEGLI ESPOSTI, 1998). Devido 4 sua caracteristica
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extremamente hidrofobica, ela atravessa facilmente as membranas biolégicas sem a
necessidade de um transportador (DAT), como acontece com o MPP", para chegar ao
citoplasma e inibir a respiracfio mitocondrial diretamente no complexo L. Constatou-se que
a administragdo crOnica, por via subcutinea, de rotenona a ratos reproduz alteragles
anatdbmicas, neuroquimicas e neuropatologicas presentes na doenga de Parkinson
(BETARBET et al, 2000). No entanto, LAPOINTE et al. (2004) observaram toxicidade

sistémica em ratos tratados cronicamente com rotenona.

v
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Fsquema 3 - Representacio esquemdtica da acio de MPP" e rotenona no terminal
sindptico. O MPP" entra em neurdnios dopaminérgicos pelo transportador de dopamina
(DAT). Uma vez no meio intracelular o MPP*, pode seguir 3 vias de atuagdo: () atravessar
a membrana mitocondrial e bloquear o transporte de elétrons do complexo I da cadeia
respiratoria mitocondrial, (b) interagir com enzimas citosélicas, (¢) entrar em vesiculas
sinapticas, através de transportadores vesiculares de monoamina. J4 a rotenona atravessa as
membranas plasmatica e mitocondrial e interrompe a transferéncia de elétrons do complexo
I mitocondrial para a coenzima Q. A inibi¢io do complexo I mitocondrial leva & produgéio
de EROs e a diminui¢do da sintese de ATP. Adaptado de DAUER ¢ PRZEDBORSKI,
2003.
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1.3.2 - Células modificadas

Paralelamente aos modelos de neurotoxinas, varios outros modelos tém sido
estabelecidos para se estudar a doen¢a de Parkinson, assim como células modificadas e
animais transgénicos que expressam proteinas mutadas relacionadas & forma familiar da

doenca de Parkinson.

Um modelo bastante utilizado é a linhagem celular PC12, derivada de
feocromocitoma de rato, a qual tem a capacidade de sintetizar e secretar dopamina e de se
diferenciar para um fendtipo neuronal quando tratada com o fator neurotréfico NGF
(nerve growth factor) (TAKASHIMA e KOIKE, 1985). TANAKA e colaboradores (2001)
criaram um modelo experimental com a linhagem celular PC12, expressando de maneira
induzida a proteina a-sinucleina selvagem e com a mutagio A30P (TANAKA et. al, 2001).
Esta linhagem foi estabelecida utilizando-se o sistema de expressdo génica Tet-Off; cuja
regulacio € obtida através de um transativador controlado por tetraciclina. Desta maneira,
as c¢lulas expressam o transgene na auséncia de doxiciclina (condi¢@io induzida), e nfio o
expressam na presenga de doxiciclina. Utilizando esta linhagem celular, foi mostrado ainda
um importante envolvimento da via de proteassoma na lesdo celular provocada pela forma
mutada A30P pela a-sinucleina (TANAKA et al., 2001). Outras linhagens de células que

superexpressam ¢-sinucleina na sua forma selvagem (LOTHARIUS ¢ BRUNDIN, 2002) e
| com as mutacSes A30P e A53T (LEE et al,, 2002; STEFANIS et al., 2001; WEBB ¢t al;
2003) também tém sido estudadas para se estabelecer mecanismos bioquimicos envolvidos

na morte celular na doenca de Parkinson.

1.3.3 - Animais Transgénicos

Como modelos de animais transgénicos para a doenca de Parkinson, sdo
utilizados principalmente Drosophila sp e camundongos. O modelo de Drosophila sp foi
estabelecido por FEANY e BENDER (2000) com a superexpressio de ow-sinucleina
selvagem e com as mutagdes A30P e A53S. O modelo da Drosophila sp evidenciou trés
aspectos basicos da doenga de Parkinson: inicio tardio, deplegdo preferencialmente de
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células dopaminérgicas e producgfio de agregados citoplasmiticos de a-sinuclefna. Estas
alterages, assim como neurodegeneracio e perda prematura da habilidade de voar, foram
observadas nas trés linhagens de Drosophilas (FEANY e BENDER, 2000).

Estudos com camundongos transgénicos tém sido focados na protefna
a-sinucleina (DAUER e PRZEDBORSKI, 2003). Multiplas linhagens de camundongos
transgénicos que superexpressam ¢-sinucleina humana normal e mutada (A30P e AS3T) ja
foram estabelecidas. Para revisfio sobre os diferentes modelos de animais transgénicos ja
estabelecidos, sobre a neuropatologia observada e déficits motores apresentados, ver
LOTHARIUS ¢ BRUNDIN (2002) e DAUER e PRZEDBORSKI (2003). De uma maneira
geral, os estudos tém mostrado que a expressio de o-sinucleina mutada leva a
neurotoxicidade, no entanto a supressio da expressio de o-sinucleina nfio estd associada
com neuropatologia. Notadamente, os camundongos transgénicos para a-sinucleina, na
forma mutata, nfio tém mostrado uma degeneragio especifica de neurdnios dopaminérgicos,
embora haja evidéncias de atrofia neuronal, distrofia de axdnios, astrocitose e actimulo
intracelular de corpisculos que contém a-sinucleina (MATSUOKA et al, 2001; GIASSON
et al, 2002; LEE et al, 2002). Uma das linhagens de camundongos que expressam a
muta¢do humana a-sinucleina AS3T desenvolveu neurodegeneraciio de inicio tardio com
disfungo motora progressiva € morte, bem como acumulagdes patoldgicas de a-sinucleina
(LEE et al,, 2002).

1.4 - METABOLISMO ENERGETICO E HOMEOSTASE INTRACELULAR DE

C aZ+
1.4.1 - Homeostase Intracelular de Ca**

O jon célcio (Ca®") € um importante segundo mensageiro em varias células,
incluindo os neurdnios. AlteragGes transitorias da concentragdes intracelular de Ca*" estdio
relacionadas com a transmissdo de sinais extracelulares, regulando o metabolismo
mitocondrial, a sintese protéica, a fosforilagio e a expressio de genes
(CARAFOLI, 1987; CLAPHAM, 1995; ORRENIUS, ZHIVOTOVSKY e NICOTERA,
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2003). Nos peurbnios a concentracio de Ca®* livre no citosol é de aproximadamente 0,1
pM, mantida cerca de 10.000 vezes abaixo da concentracio extracelular
(aproximadamente 1,3 mM) (CARAFOLI, 1987, CLAPHAM, 1995). Este alto gradiente
eletroquimico de Ca®" entre os meios intra e extracelulares é essencial para a sua fungiio
como carregador de sinais bioquimicos para o interior das células. A distribuigfio do Ca®*
intracelular é controlada por processos de transporte do ion através da membrana
plasmatica ¢ das membranas de organelas subcelulares, como o reticulo
endo(sarco)plasmatico, micleo e mitocondria (GUNTER ¢ GUNTER, 1994; ORRENIUS
et al., 2003). Notadamente, TYMIANSKY et al., 1993, evidenciaram que o influxo celular
de Ca** através de canais dependentes de voltagem ndio apresenta toxicidade a neurdnios,
porém o influxo de Ca** através de receptores N-metil-D-aspartato pode resultar em morte
neuronal. O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio do sitema nervoso central
e atua via N-metil-D-aspartato.

No reticulo(sarco)endoplasmatico a entrada de Ca® ¢ catalisada por uma Ca®*-
ATPase, que transloca dois Ca”* para cada ATP hidrolisado (DE MEIS e VIANNA, 1979).
O efluxo de Ca® se di por um canal estimulado por inositol trifosfato (IP3)
(BERRIDGE, 1993) e cafeina (receptor de rianodine) (SORRENTINO ¢ VOLPE, 1993). A
alta afinidade da Ca®’-ATPase ao cation confere ao reticulo um importante papel na
regulaggo da concentragiio de Ca®* livre no citosol. |

O influxo de Ca** mitocondrial ocorre por um processo eletroforético, em
resposta ao potencial elétrico gerado pela membrana interna (negativo internamente) devido
a atividade da cadeia respiratéria ou hidrélise de ATP (GUNTER e GUNTER, 1994).
Existem dois mecanismos de efluxo de fons Ca®*: O dependente de jon sédio (Na"), ocorre
através do antiporter Na'/Ca’* (troca um Ca”* por um Na"), neste mecanismo existe perda
de energia, que ¢ restaurada pelo gradiente eletroquimico gerado pela cadeia transportadora
de elétrons; e o independente de Na™ que ocorre através do antiporter H'/Ca®*
(troca um Ca® por dois HY). A principal fungdo do Ca®* na matriz mitocondrial &,
provavelmente, o estimulo da atividade de enzimas regulatérias do Ciclo do Acido Citrico

(desidrogenases pirGivica, cetoglutarica e isocitrica).
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1.4.2 - Transporte Mitocondrial de Ca®* e Morte Celular

A mitocdndria € a principal organela responsavel por sequestrar Ca®* quando a
concentracdo citosdlica deste ion excede 0,3-0,5 (1M, como o que ocorre na hiperativagdo
de receptores N-metil-D-aspartato (NICHOLLS e BUDD, 2000). Entretando, isto ndo é um
processo isento de problemas, uma vez que o acimulo excessivo de Ca®" na matriz
mitocondrial  pode interferir  na  produgdio  mitocondrial  de ATP
(para revisdo ver: GUNTER e PFEIFFER, 1990; NICHOLLS e BUDD, 2000).
Mitocondrias carregadas de Ca®* podem apresentar um aumento na produgéio de EROs e
permeabilidade mitocondrial transitria (para revisfio ver: GUNTER e PFEIFFER, 1990;
KOWALTOWSKI et al, 2001). Este fendmeno ¢é caracterizado por uma permeabilizagio
da membrana mitocondrial interna para jons, suporte osmético e pequenas proteinas
(< 1500 Da) (GUNTER e PFEIFFER, 1990; ZORATTI e SZABO, 1995;
KOWALTOWSKI et al,, 2001). A permeabilidade mitocondrial transitéria é seguida por
inchamento mitocondrial e disfuncio mitocondrial irreversivel

Estudos recentes monstraram que a permeabilidade mitocondrial transitéria é
um importante evento na morte celular por necrose e apoptose em diversos modelos
experimentais (para reviséo ver: GREEN e REED, 1998; KOWALTOWSKI, CASTILHO e
VERCESI, 2001; SMAILI et al, 2003). E proposto que a permeabilidade mitocondrial
transitoria resulte na liberagfio de fatores pr6-apoptéticos mitocondriais ap6s o inchamento
mitocondrial e conseqiiente ruptura da membrana externa (GREEN ¢ REED, 1998). Até o
momento, alguns desses fatores estdo bem caracterizados: citocromo ¢, pro-caspase 9, Fator
Indutor de Apoptose (AIF) e Smac/Diablo. O citocromo ¢, um componente da cadeia
respiratéria, esti presente na face externa da membrana mitocondrial interna e ¢
responsavel pela formagdo do apoptossomo no citosol, com conseqiiente ativagdo de
caspase-9 ¢ caspase-3, as quais estdo envolvidas na morte celular por apoptose
(LIU et al, 1996; GREEN e REED, 1998; RAVAGNAN, ROUMIER e
KROEMER, 2002).
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1.5 - CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL E PRODUCAO DE ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)

Em organismos aerdbicos, os metabolismos de carboidratos, lipidios e
aminoécidos convergem para uma etapa final que envolve a doacdo dos elétrons removidos
desses nutrientes para o oxigénio. Este processo ocorre na cadeia de transporte de elétrons
(cadeia respiratéria) mitocondrial, gerando 4gua e liberando energia. A energia liberada é
conservada primeiramente na forma de um gradiente transmembrana de protons e,
posteriormente, na forma de ATP, sintetizado via fosforilagdo oxidativa
(MITCHELL, 1966), a principal fonte de compostos fosfatados ricos em energia dos
organismos aerébicos. O ATP formado pela fosforilacdo oxidativa é essencial para a
manutengdo de atividades celulares dependentes de energia, como a contragio muscular,
formag3io de impulsos nervosos, transporte ibnico e sintese de macromoléculas. Deste
modo, nfio ¢ surpreendente que falhas do metabolismo energético mitocondrial estejam
associadas & morte celular por causas diversas, incluindo infarto cardiaco, acidente vascular
cerebral, doengas de Parkinson, Huntington e Alzheimer (para revisfo, veja BEAL, 1992).
Por outro lado, alteracbes do metabolismo energético podem promover a falha de
eliminagdo de células indesejadas ou seu crescimento desordenado, levando ao
desenvolvimento de tumores e doengas auto-imunes (ARCH ¢ THOMPSON, 1999).

A produgfio de EROs por mitocOndrias é um evento fisioldgico e continuo em
condigies aerGbicas. Apesar de o funcionamento da cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial ter um importante papel na simtese de ATP, por meio do potencial
eletroquimico de prétons gerado, a cadeia respiratoria mitocondrial produz constantemente
EROs. O radical superdxido (0>™) é gerado principalmente pela NADH desidrogenase
(Complexo I) e pela coenzima Q/complexo ITT (BOVERIS ¢ CHANCE, 1973; TURRENS ¢
BOVERIS, 1980). A produgdo de 0,", no nivel do complexo I, pode ser promovida pela
presenca de substratos respiratérios que geram NADH, como o malato, o glutamato e o
piruvato (TURRENS ¢ BOVERIS, 1980), e estimulada por rotenona, um inibidor da
transferéncia de elétrons entre o complexo I (SKULACHEYV, 1996; LIU, VOTYAKOVA e
REYNOLDS, 2001; FISKUM e SCHUBERT, 2002). A coenzima Q também promove a
geracdio de O," pelo complexo I e a coenzima Q (TURRENS, 1997). O vazamento de

elétrons, no nivel da coenzima Q/complexo I, é estimulado por succinato, cianeto e
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antimicina A (BOVERIS et al, 1973; TURRENS, 1997; KOWALTOWSKI, NETTO e
VERCESI, 1998). O efeito estimulatério da antimicina A é relacionado ao actmulo de
radicais semiquinona, formados na face citosélica da membrana mitocondrial interna. O
mixotiazol, um inibidor do complexo Il mitocondrial, bloqueia a formagio de radicais
semiquinona na face citosolica da membrana interna mitocondrial, prevenindo a geragdo de
radicais O," (TURRENS, 1997; KOWALTOWSKI, NETTO e VERCESI, 1998). Em
condigSes normais, o O;™ € transformado em per6xido de hidrogénio (H20:) pela aco da
superdxido dismutase (SOD). O H;O, é reduzido a H,O pela glutationa peroxidase ou
tioredoxina peroxidase, consumindo glutationa reduzida (GSH) ou tioredoxina,
respectivamente, as quais sdo mantidas neste estado pela glutationa redutase e tioredoxina
redutase, que utilizam NADPH. Assim, a mitocondria possui um sistema antioxidante
eficiente composto por GSH, SOD, NADPH, ghutationa peroxidase (GPx), tioredoxina
peroxidase, glutationa redutase (GRd) e tioredoxina redutase, além de vitaminas C e E
(KOWALTOWSKI e VERCESI, 1999; GUTTERIDGE ¢ HALLIWELL, 2000).

O Ca® pode estimular a geragdo de espécies reativas de oxigénio pela
mitocondria (KOWALTOWSKI, CASTILHO e VERCESI, 2001). O Ca*
intramitocondrial liga-se & cardiolipinas na face interna da membrana mitocondrial interna,
causando alteragBes ultraestruturais da cadeia respiratéria mitocondrial que facilitam a
produgio de O™ e, conseqiientemente, de H,O, (GRIJALBA et al, 1999). As cardiolipinas
possuem cabega polar eletronegativa e estio presentes em altas concentragdes na membrana
mitocondrial interna. Simultaneamente, 0 Ca®* mobiliza 0 Fe** na matriz mitocondrial, o
que estimula a reagfio de Fenton e a produgfio do radical hidroxil (HO"), que ataca tibis de
proteinas, lipidios e DNA mitocondrial (CASTILHO et al., 1995; VERCESI et al., 1997).

1.6 - MECANISMOS DE MORTE CELULAR E EXPRESSAO DA PROTEINA
CINASE ATIVADA POR MITOGENO (MAPK) p38

1.6.1 - Apoptose e Necrose

A morte celular pode ocorrer por apoptose ou necrose, embora existam
processos intermedidrios (PETTMANN e HENDERSON, 1998). A apoptose pode ser
definida como uma morte celular programada, em que hé participacdo ativa de enzimas
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celulares endégenas, com destaque para um grupo de proteases denominadas caspases
(PETTMANN e HENDERSON, 1998). Este processo € caracterizado por eventos
morfolégicos cldssicos, incluindo redugéo do volume celular, fragmentagfio ¢ condensagio
da cromatina, com manutengdo inicial da integridade da membrana plasmitica e da fungdo
de organelas (BREDESEN, 1995; LEIST e NICOTERA, 1998; ORRENIUS,
ZHIVOTOVSKY e NICOTERA, 2003). Em seguida, ocorre o empacotamento de
constituintes celulares em corpos apoptoticos, que serfio fagocitados sem que ocorra
importante reacdo inflamatéria (KERR, WYLLIE e CURRIE, 1972; WYLLIE, KERR ¢
CURRIE, 1980; MATTSON et al, 2000). A apoptose ocorre naturalmente durante o
desenvolvimento do sistema nervoso, sendo um processo dependente de energia, com o
envolvimento de organelas celulares internas, como a mitocdndria e o reticulo
endoplasmatico. Este evento de morte também ¢ implicado em processos de isquemia e em
muitas  doengas  neurodegenerativas, como a doenga de  Parkinson
(JELLINGER, 2002; FRIEDLANDER, 2003). A necrose celular é caracterizada por perda
de homeostase idnica seguida de inchamento celular, perda de energia e quebra aleatéria de
DNA e conteiidos celulares. Ocorre também lise da membrana celular e liberacio de
constituintes intracelulares citosélicos, com fregiiente evocagiio de reagSes inflamatdrias,
causando infiltragio celular local, dano vascular, edema, perda de sintese protéica e
deterioragdio de tecidos locais (WYLLIE, KERR e CURRIE, 1980; LEIST e NICOTERA,
1998; MATTSSON, 2000). Muitas das peculiaridades destes dois processos de morte
celular, apoptose e necrose, foi inicialmente abordada em células carcinogénicas €
posteriormente validada pelo estudo de células neuronais
(KERR, WYLLIE e CURRIE, 1972; WYLLIE, KERR e¢ CURRIE, 1980; PETTMANN e
HENDERSON, 1998; LEIST e JAATTELA, 2001). £ sabido, ainda, que a apoptose e a
[eCrose ocorrem nas injurias neuronais, podendo ser ativadas simultaneamente num mesmo
neurdnio (NICOTERA e LIPTON, 1999; LEIST e JAATTELA, 2001).

Dentre os processos de morte celular, caracterizou-se também a morte celular
autofigica, uma segunda forma de morte programada, ativa, observada também em
desordens neurodegenerativas, como nas doengas de Alzheimer e Huntington e isquemia
cerebral (CATALDO et al., 1995; ANGLADE et al., 1997; LIPTON, 1999; KEGEL et al,

2000). Neste processo, ocorre a formagio de um vactiolo de membrana dupla, o
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autofagossoma, originado no reticulo endoplasmatico, que pode ter a capacidade de se
fundir com lisossomos, endossomos ou complexo de Golgi e formar um outro vactiolo
conhecido como autolisossomo (DUNN, 1994; KLIONSKY e EMR, 2000; OHSUMI,
2001). Este vactolo de autolisossomo tem a capacidade de degradar partes do citoplasma e
organelas em etapas que geralmente precedem a degradagfio nuclear neste tipo de morte
celular (BURSCH et al., 2000).

A apoptose € coordenada por um conjunto de proteases conhecidas como
caspases (THORNBERRY ¢ LAZEBNIK, 1998; ZIMMERMANN et al., 2001) que sdo
sintetizadas como precursores inativos que, quando ativadas, clivam substratos
intracelulares ativando outras caspases, resultando em uma cascata de eventos que levam a
morte celular (THORNBERRY e LAZEBNIK, 1998; WOLF e GREEN, 1999). As
caspases envolvidas na apoptose podem ser divididas em caspases que iniciam a cascata,
caspases-8 ¢ -9, e em caspases que executam a destruicio das células, incluindo as
caspases-3, -6 ¢ -7 (THORNBERRY e LAZEBNIK, 1998). Virias proteinas podem regular
a ativagdo destas caspases, sendo que um nimero grande dessas proteinas tem localizagéio
ou interagdio mitocondrial (RAVAGNAN, ROUMIER e KROEMER, 2002). A iniciagdo da
cascata de caspases pode ocorrer por duas vias principais (Esquema 4). Na primeira,
através de uma via dependente de fatores mitocondriais, conhecida como via intrinseca.
Proteinas da familia do Bcl-2 como Bax, Bad, Bak e Bid sfio mobilizadas ou ativadas e
promovem a formagdo de poros na membrana mitocondrial externa. Através destes poros
ha a liberagdo de fatores pré-apoptéticos do espago intermembranas mitocondrial para o
citosol, como o citocromo ¢, Fator Indutor de Apoptose (AIF) € pro-caspases. Na segunda
via, a via extrinseca, a morte celular por apoptose & iniciada pela ativagio de receptores de
morte celular presentes na membrana plasmatica. Estes receptores incluem o receptor de
fator de necrose tumoral, o receptor CD95 (Fas, Apo I), dentre outros. A ativagiio destes
receptores resultard na ativagdo da caspase-8, a qual ird ativar a caspase-3 (Esquema 4).
Entretanto, pode haver interconextes entre estas duas vias; por exemplo, a caspase-8 pode
levar & ativacdo da proteina Bid, que por sua vez ird promover a formagio de poros na
membrana mitocondrial externa, juntamente com proteipas Bak ou Bax
(GREEN e REED, 1998; LEIST e JAATTELA, 2001). No citosol, o citocromo ¢ se liga a
Apaf-1 (“apoptosis activating factor 1) e a0 ATP, que se ligam a pré-caspase-9, formando
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um complexc denominado apoptossomo. Este complexo causa a dimerizagio e ativagéo da
caspase-9, que ativa a caspase-3 (LIU et al, 1996; RAVAGNAN, ROUMIER e
KROEMER, 2002). As mitocOndrias também contdm a proteina Smac/DIABLO, que
inativa um grupo de proteinas citosdlicas responsaveis pela inibicdo de caspases,
provavelmente relacionadas & mesma via do citocromo ¢ (DU et al., 2000; RAVAGNAN,
ROUMIER e KROEMER, 2002).

A proteina Bel-2 foi a primeira protelna a ser identificada
(TSUJIIMOTO, YIP e VILCEK et al, 1985), de uma familia de protefnas que regulam a
viabilidade celular (VAUX et al., 1988). Algumas destas proteinas promovem a morte
celular, como: Bax, Bad, Bel-X; e Bid, porém, existem outras proteinas que promovem a
sobrevivéncia celular, como Bel-2 e Bel-X; (ADAMS ¢ CORY, 1998; KROEMER,
DALLAPORTA e RESCHE-RIGON, 1998; SMAILI et al., 2003). A proteina Bcl-2 esta
envolvida em vérias vias regulatérias que determinam a sobrevivéncia celular. Por
exemplo, a hiperexpressdo de Bcl-2 preserva o potencial de membrana e a respiragio
mitocondrial em mitocdndrias expostas a altas concentragSes de Ca®*
(MURPHY et al., 1996). O mecanismo pelo qual a proteina Bel-2 protege a integridade da
membrana mitocondrial interna ainda € controverso (KOWALTOWSKI et al, 2002).
Possivelmente, Bcl-2 exerga um efeito direto na estrutura da membrana interna
(de JONG et al, 1994) ou indiretamente, tendo um efeito anti-oxidante
(BOGDANOV et al, 1999; KOWALTOWSKI, VERCESI, FISKUM, 2000) ou
modificando o fluxo de moléculas e pequenas proteinas que atravessam as membranas
(ANTONSSON et al., 1997; SCHENDEL et al., 1997). A Bcl-2 inibe sobretudo a via
apoptética intrinseca, dependente da liberagdo de fatores pro-apoptéticos mitocondriais
(GREEN e REED, 1998). Em adi¢fio, Bel-2 é um importante inibidor da permeabilidade
mitocondrial transitéria (MURPHY et al, 1996). A importincia da familia de proteinas
Bel-2 no sistema nervoso central foi evidenciada a partir de estudos nos quais neurdnios de
camundongos transgénicos que hiperexpressam a proteina Bel-2 apresentaram protecio
parcial contra injlrias decorrentes de isquemia focal (MARTINOU et al., 1994) ou global
(KITAGAWA et al., 1998).
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C085 f APC-
Ligante de morte
celutar

CDY5 / Fas

Proteina desencadeadora

- desencadeadora de

Caspase - 3
Ativagée por
estrasse

Mitocdndria

Smac / Diabio

Esquema 4 - Esquema que representa duas vias distintas de morte celular por
apoptose. Uma das vias € dependente da ativagio de receptores de morte celular (p.ex.:
Fas/CD95/APO-I) e outra via é dependente da liberagio de citocromo ¢ mitocondrial para o
citosol. Ambas as vias de iniciac8io resultam em ativacio de caspase-3 que procederd a
execucio da apoptose. A numeragio de (1) a (7) representa a seqiiéncia de eventos

envolvida na ativacdo da apoptose.

Adaptado de: www . mun.ca/biologv/desmid/brian/b102060
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1.6.2 - Expressio da Proteina Cinase Ativada por Mitégeno (MAPK) p38

Existe um grupo de proteinas que possuem atividade de cinases serina/treonina
conhecidas como proteinas cinases ativadas por mitdgeno (MAPKs) que estfio envolvidas
na transducdio de sinmais intracelulares (KYRIAKIS ¢ AVRUCH, 1996), em células
eucaridticas, tendo papel fundamental em intmeras funcbes celulares
(TAKEDA e ICHIIO, 2002). Os membros da familia das MAPKs possuem grupamentos
estruturais semethantes ¢ sdo ativados por uma fosforilagio dupla mediada por uma
MAPKK cinase (MAPKK) especifica. As MAPKs de mamiferos podem ser subdivididas
em trés grupos: cinases reguladas por sinais extracelulares (ERKs), Jun cinases N-terminal
(JNKs) ¢ MAPK p38. As JNK e MAPK p38 podem ser ativadas por citocinas
pro-inflamatérias, hiperosmolaridade, endotoxinas, choque térmico e outras situagbes de
estresse celular (KYRIAKIS et al, 1994; MIELKE e HERDEGEN, 2000). Uma vez
ativada, a MAPK p38 pode agir no DNA nuclear ativando a transcricio de diversas
proteinas e citocinas que possuem papel fisiolégico, mas em algumas situagdes participam
da morte celular por apoptose (TAKEDA e ICHIRO, 2002). Assim, enquanto em estados
fisioldgicos de atividade neuronal a MAPK p38 ativa como um mediador da sobrevivéncia
celular, esta mesma cinase, quando a célula estd exposta a situagdes de estresse, pode levar
a ativagio de vias e fatores relacionados 4 morte neuronal por apoptose, como o estimulo na
producdo de fator de necrose tumoral o (TNF-a) e interleucina 1B (IL-1PB)
(HARPER e LoGRASSO, 2001).

A ativacio da MAPK p38 tem sido implicada na indugfio da morte de neurbnios
em alguns estados de estresse, como apds excessiva estimulagdo de receptores
N-metil-D-aspartato (KAWASAKI et al, 1997; KIKUCHI et al, 2000; TENNETI e
LIPTON, 2000), axotqmia de nervo 6tico (KIKUCHI et al., 2000), transplante de células
fetais dopaminérgicas (ZAWADA et al, 2001) e reaglio inflamatdria
(de BOCK et al, 1998; KAUL e LIPTON, 1999).
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1.7 - ESTRATEGIAS TERAPRUTICAS E REPOSICAO CELULAR

A necessidade de um tratamento eficaz que possa bloquear ou retardar os
sintomas da doenga de Parkinson tem estimulado estudos para se estabelecer novas terapias
para esta patologia. Transplantes de células dopaminérgicas, provenientes de tecidos
embriondrios, de cultura celular priméria ou de linhagem celular geneticamente modificada
tém sido utilizados como alternativa terapéutica.

Estudos em roedores e primatas tém mostrado que neurdnios dopaminérgicos
fetais transplantados podem sobreviver no corpo estriado, estabelecendo inervagdes
funcionais (LINDVALL, 1997; DUNNETT e BJORKLUND, 1999; CASTILHO,
HANSSON e BRUNDIN, 2000). Estudos post-mortem em pacientes que se submeteram a
este transplante, mostraram que o implante de células dopaminérgicas embrionarias fetais
resulta em reinervagéo de aproximadamente 5%-10% da érea estriatal (LINDVALL, 1997).
Novas estratégias e tratamentos farmacologicos para melhorar a sobrevivéncia de neurdnios
dopaminérgicos transplantados (CASTILHO, HANSSON e BRUNDIN, 2000), assim como
para promover um melhor desenvolvimento de axnios e integragdo sinaptica dos
neurdnios transplantados, tém sido intensamente estudados (para revisio ver: SANBERG e
BRUNDIN, 1999; CASTILHO, HANSSON e BRUNDIN, 2000).

Recentemente, evidenciou-se que ligantes de imumofilinas, como FK506 e
ciclosporina A, podem exercer um importante efeito neurotréfico em modelos
experimentais in vivo ¢ in vitro (SNYDER, LAI e BURNETT, 1998). Para FK506 ¢
ciclosporina A, este efeito estaria relacionado principalmente 2 ligagfio destes compostos a
imunofilinas intracelulares, num mecanismo independente de inibigio de calcineurina
(SNYDER, LAI e BURNETT, 1998). Observou-se importante efeito neurotréfico de
ligantes de imupofilinas em células da linhagem PC12 (STEINER et al, 1997), em
neurdnios semsoriais (STEINER et al, 1997) e mais recentemente em neurdnios
dopaminérgicos em cultura priméria (COSTATINI et al, 1998; COSTATINI e ISACSON,
2000). Na presenga de FK506 ou de ciclosporina A, observou-se sobretudo um aumento no
alongamento, mas néio no nimero de neuritos de neurdnios dopaminérgicos em cultura
(COSTANTINI e ISACSON, 2000).
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Atualmente uma outra estratégia de reparo tem recebido grande atengfio e
consiste no uso de células-tronco (stem cells), que sdo células primordiais indiferenciadas
encontradas em tecidos embriondrios e em alguns tecidos adultos, como nos tecidos
hematopoiético, muscular e hepético. Este tipo celular tem grande potencial para ser
utilizado em terapias de patologias cronicas neurodegenerativas, como a doenca de

Parkinson, diabetes, doengas cardiovasculares ¢ nefropatias (DAWSON ¢ DAWSON,
2002; LAZIC e BARKER, 2003).
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2 - OBJETIVOS



O melhor conhecimento dos mecanismos que levam & degeneracio e
conseqliente morte de neurdnios dopaminérgicos, em modelos experimentais para a doenga
de Parkinson, poderd permitir novas abordagens farmacolégicas para prevenir, bloquear ou
retardar a neurodegeneragio relacionada a esta desordem neurolégica. Considerando que
estresse oxidativo e ativagio de receptores de morte celular tém sido implicados na inducgo
de apoptose em tecidos neuronais em algumas desordens neurodegenerativas
(para revisdo ver: PETTMANN e HENDERSON, 1998; LEIST e JAATTELA, 2001),

propomos nesta tese, abordar ambos os temas de acordo com os seguintes objetivos:

1) Avaliar os perfis de lLiberagio de espécies reativas de oxigénio por
mitocdndrias isoladas de cérebro tratadas com as neurotoxinas indutoras de
parkinsonismo, rotenona ¢ MPP™;

2) Verificar um possivel efeito sinérgico da inibicdo parcial do complexo 1
mitocondrial ¢ do aumento intracelular de Ca** na induciio da morte de
células PC12, bem como a protegdo desse efeito pelo antioxidante natural

melatonina;

3) Estudar o envolvimento de receptores de morte celular ¢ da proteina cinase
ativada por mitégeno (MAPK) p38 na neurodegeneragfio progressiva e
morte de células dopaminérgicas no modelo in vivo para a doenca de
Parkinson, obtido pela infusdo intra-estriatal da neurotoxina 6-
hidroxidopamina;

4) Estudar o efeito neurotréfico dos ligantes de imunofilinas FK506 e
ciclosporina A em neurdnios dopaminérgicos embriondrios transplantados

no corpo estriado de ratos com hemiparkinsonismo.
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3.1 - ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para o isolamento de mitocondrias foram utilizadas ratas Wistar adultas
(250-300g), obtidas no Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Para os experimentos de transplante de células dopaminérgicas
embriondrias foram utilizadas ratas Sprague-Dawley obtidas do B&K Universal,
Sollentuna, Suécia. Para os experimentos sobre o envolvimento de receptores de morte
celular Fas/CD95/APO-I, camundongos Ipr (B6.MRL-Fas lIpr; mutagéo pontual no receptor
Fas/CD95/APO-1, homozigotos), originalmente obtidos junto ao Jackson Laboratory
(Bar Harbor, Maine, EUA), foram utilizados com 9 semanas de idade
(TAKAHASHI et al., 1994). Como controles foram utilizados camundongos da linhagem
C57BL/6J com a mesma idade.

3.2 - ISOLAMENTO DE MITOCONDRIA DE CEREBRO DE RATO

Mitocdndrias de cérebro foram isoladas de acordo com ROSENTHAL et al,
(1987), com algumas modificagdes. Cérebros de 2-3 ratas adultas foram rapidamente
removidos e logo a seguir colocados em 10 ml de meio de isolamento (4°C) contendo 225
mM de mannitol, 75 mM de sacarose, 10 mg de albumina de soro bovino (BSA), 1 mM de
EGTA, 5 mM de meio HEPES pH 7.2 € 5 mg/ml dé nagarse. Os tecidos foram dissecados e
homogeneizados manualmente em meio de isolamento. O homogenato foi centrifugado a
2000 g por 3 min a 4°C, o sedimento foi ressuspendido em 20 ml de meio contendo: 225
mM de mannitol, 75 mM de sucrose, 1 mM de EGTA e 5 mM de HEPES, pH 7.2 e 0.04%
de digitonina e novamente centrifugado a 12.000 g por 8 min a 4°C. Este procedimento foi
repetido mais uma vez, sendo que o sedimento foi ressuspendido em meio sem digitonina
centrifugado a 12000 g por 10 min a 4°C. Na etapa final, o sedimento foi ressuspendido em
meio contendo 225 mM de mannitol, 75 mM de sucrose ¢ 5 mM de HEPES, pH 7.2,
obtendo-se uma concentragéo final de aproximadamente 25 mg/ml de proteina.
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3.3 - ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE FiGADO E DE MUSCULO DE
RATO

Mitocdndrias de figado e de mmisculo gastrocnémio foram isoladas a partir dos
mesmos procedimentos utilizados para isolar mitocondrias de cérebro, descritos
anteriormente, incluindo a adi¢fo de 0.04% de digitonina ao segundo sedimento.

3.4 - DOSAGEM DE PROTEINA

A concentragdo de proteina das suspensdes mitocondriais foi determinada pelo
método de biureto (GORNALL, BARDAWILL e DAVID, 1949), modificado pela adicéo
de colato 1% (KAPLAN e¢ PEDERSEN, 1983). O principio do método baseia-se na
determinag#io da concentragio de ligaces peptidicas por meio da medida da absorbancia do
complexo cobre-nitrogénio. Este complexo absorve em comprimento de onda de 540 nm. A
absorbéncia € considerada diretamente proporcional 4 concentragdo de proteina na solugdio
analisada, quando uma solugéio de BSA a 1% foi utilizada como padrio.

3.5 - CONSUMO DE OXIGENIO MITOCONDRIAL

O consumo de oxigénio por mitocdndrias foi medido utilizando-se um eletrodo
do tipo Clark (Yellow S;Srings Instrument Co., Yellow Springs, OH, EUA), conectado a um
registrador potenciométrico, em uma cimara de vidro de 1,3 ml equipada com agitador
magnético ¢ mantida a uma temperatura constante de 30°C. A concentragio de oxigénio
inicial no meio de reacfio ¢ de 225 nmol O,/ml.

3.6 - PRODUCAO MITOCONDRIAL DE EROs

A produgio de EROs em suspensdes mitocondriais, foi determinada em
espectrofluordmetro (F-4010 Hitachi spectrofluorometer, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan),
utilizando-se 0 marcador fluorescente permedvel 3 membrana diclorodihidrofluoresceina a
1 uM (H;-DCFDA) (GARCIA-RUIZ et al., 1997; LeBEL, ISCHIROPOULOS ¢ BONDY,
1992), com comprimento de onda de excitacdo em 488 nm e emissio em 525 nm, e slit de 5
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nm. A calibragdo foi feita adicionando-se concentragdes conhecidas de diclorofluoresceina
(DCF), que € o produto da oxidagdo do H,-DCF. Alternativamente foi utilizado: i) 200 nM
MitoTracker® Red CM-H,XROs, com excitagio em 579 nm e emissiio em 599 nm, e slit de
5 nm (ESPOSTI et al, 1999); i) 1 uM de escopoletina ¢ 1 uM de peroxidase, com
excitagdo em 365 nm e emissio em 450 nm, e slit de 5 nm; ou ainda iii) 50 pM de Amplex
Red € 0.025 uM de peroxidase, com excitagio em 563 nm e emissdo em 587 nm, e slit de 5
nm (ZHOU e PANCHUK-VOLOSHINA, 1997).

A producdo de EROs em células PC12 foi determinada em espectrofluorimetro
(F-4010 Hitachi spectrofluorometer, Hitachi Ltd., Tokyo, Japan). Apés 1 hora de incubacéio
das células nas diferentes situacSes experimentais, adicionaram-se 50 uM de Amplex Red e
0.025 uM de peroxidase. Ap6s 20 minutos, a fluorescéneia do sobrenadante foi
determinada, utilizando-se comprimento de onda de excitagio em 563 nm e emissio em
587 nm, e slit de 5 nm (ZHOU e PANCHUK-VOLOSHINA, 1997).

3.7 - QUANTIFICACAO DE PRODUTOS REATIVOS COM O ACIDO
TIOBARBITURICO (TBARS)

A oxidacdo de lipidios foi determinada a partir da quantificagiio dos produtos
de sua reago com o 4cido tiobarbitirico, de acordo com BUEGE e AUST (1978). Ap6s um
periodo de incubagdo de 30 min a 30°C, 0,4 ml das amostras (suspensdo de mitocdndrias
isoladas) que foram misturadas a 0,4 ml de 1% de 4cido tiobarbittirico diluido em 50 mM
de NaOH, 0,2 ml de HsPO, 20% ¢ 40 ul de NaOH 10 M. A mistura foi aquecida a 90°C por
20 min na presenca de 1 mM de butilato hidroxitolueno (BHT) e em seguida resfriada por 5
min em banho de gelo. Adicionou-se 1,5 ml de butanol 4 mistura, que foi centrifugada a
1.000 rpm por 1 min. A densidade optica da parte orgénica foi determinada a 535 nm. Sob
estas condi¢bes, o coeficiente de extingfio de molar usado para calcular a concentragdo de
TBARS ¢ 1,56 x 10° M cm™ (BUEGE ¢ AUST, 1978).
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38 - MANUTENCAO DE LINHAGEM CELULAR DERIVADA DE
FEOCROMOCITOMA, CELULAS PC12

A linhagem de células PC12 derivada de feocromocitoma de rato, foi mantida
em meio modificado Dulbecco/DMEM  contendo 4.5 g/l de glicose
(Cultilab - Campinas/SP), suplementado com 10% de soro fetal equino
(Cultilab - Campinas/SP) e 5% de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas/SP), em estufa
contendo 5% de CO a 37°C em garrafas para cultivo celular de 75 cm?. Nestas condigBes,
o tempo de duplicacfio ¢ de 3 dias. As células forma cultivadas por pelo menos 24 horas
antes de cada experimento, apresentando uma densidade de aproximadamente 40.000

células/cm®.

3.9 - LIBERACAO DE LACTATO DESIDROGENASE (LDH)

Para anélise da liberagfio da enzima lactato desidrogenase (LDH) para o meio
extracelular, uma aliquota de 1 ml do sobrenadante de células PC12 em cultura foi obtida
apés as incubagGes descritas. A atividade de lactato desidrogenase foi determinada por
espectrofotometria com o uso de um kit de bioquiin.ica clinica Doles reagentes
(Goiania, GO, Brasil), composto de solugdio de lactato 0.1 M, solucdo de fenantrolina em
Tris 0.2 M pH 8.8, solugio de 4cido cloridrico D.i M (solugdo estabilizadora), solugdo de
sulfato de ferro amoniacal 0.012 M (alimen férrico), ¢ NAD-FMS. As amostras foram -
incubadas a 37°C por 3 minutos. A leitura de absorbéincia foi realizada utilizando-se o
comprimento de onda de 510 nm mum  espectrofotdmetro  U-3000
(Hitachi Ltd., Tokyo, Japan Hitachi, Japdo). Resumidamente, este método baseia-se na
produgéio de NADH e piruvato a partir de lactato e NAD", reagfio catalisada pela lactato
desidrogenase. O NADH produzido ir4 promover a redugiio de Fe** a Fe**, o qual reage
com fenantrolina dando um produto avermelhado. A cada experimento foi utilizada uma
amostra controle com a adigfo de 0,3% de Triton-X100 para se estimar a maxima liberacdo
de LDH no meio.
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3.10 - LESAO UNILATERAL DE NEURONIOS DOPAMINERGICOS COM
6-HIDROXIDOPAMINA (6-OHDA) GERANDO RATOS E
CAMUNDONGOS COM HEMIPARKINSONISMO

Uma lenta, progressiva e seletiva degeneragfio de neurdnios dopaminérgicos foi
induzida pela injecéo intra-estriatal de 6-hidroxidopamina
(UNGERSTEDT, 1968 ¢ SAUER e OERTEL, 1994) em ratos adultos. Durante as
microcirurgias os animais foram mantidos sob anestesia, pela aplicagfio intraperitoneal de
40-50 mg/kg de pentobarbital sédico. Os ratos receberam duas injecSes unilaterais
(1,0 plcada) intra-estriatais no total de 26 ug de 6-hidroxidopamina dissolvida em 2,0 pl
de solugo salina contendo 0,4 mg/ml de 4cido ascérbico, seguindo as coordenadas para a
primeira lesdo: antero-posterior (AP): +1,0 mm; médio-lateral (ML): -2,7mm; ventral a
superficie dural (VS): -4,5 mm e para a segunda lesdo: AP: -0,5 mm; ML: -3,0mm;
VS: -5,0 mm. As lesGes foram realizadas no corpo estriado direito pela infusdo de 0,5 pl da
toxina a cada 30 segundos, com permanéncia da cinula de microinjecdo no local por 2

minutos antes de sua cuidadosa retirada (Ver Esquema 5),

Um procedimento similar foi realizado em camundongos, com a injecio de 8
pg de 6-hidroxidopamina em 1,5 pl de solug@o salina contendo 0,4 mg/ml de 4cido

ascorbico, seguindo-se as coordenadas AP: +0,8 mm; ML: -2,0 mm; VS: -2,8 mm.

Para a obtengho de ratos adultos com hemiparkinsonismo a serem
transplantados, a lesdo unilateral de neurdnios dopaminérgicos foi obtida pela injecdio de
6-hidroxidopamina no mesoestriato ascendente direitc (UNGERSTEDT, 1968).
6-Hidroxidopamina (3 mg/ml) foi dissolvida em soluciio salina-dcido ascérbico
(0,4 mg/ml). Foram infundidos 2 pl utilizando-se as coordenadas: AP: -4,4 mm,
ML: -1,2 mm, VS: -7,3 mm, com a barra de dente a -2,3 mm; e 2 wl utilizando-se as
coordenadas: AP: -4,0 mm, ML: -0,8 mm, VS: -7,5 mm, com a barra de dente a 0 mm.
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Esquema 5 - Esquema que sumariza as etapas envolvidas durante a infusio
intra-estriatal da neurotoxina 6-hidroxidopamina em ratos. llustragdo em cortes
sagitais: 1 - Proje¢des neuropais dopaminérgicas ascendentes em cerebro de rato,
2 - infusdo de 6-hidroxidopamina no corpo estriado e 3 - morte neuronal apés infusdo intra-

estriatal, com perda das inerva¢des dopaminergicas.

3.11 - TRANSPLANTE DE CELULAS EMBRIONARIAS

Trés grupos de ratos previamente lesados com 6-hidroxidopamina foram
transplantados com suspensbes de células de mesencéfalo ventral de embrides
(14° de gestagdo) (NAKAO et al., 1994). Cada rato recebeu o equivalente a 25% de um
mesencéfalo ventral, ie., um total aproximado de 8.700 células positivas para tirosina
hidroxilase. Dois implantes de 1,5 pl foram realizados no corpo estriado direito dos ratos
adultos com hemiparkinsonismo, utilizando-se as seguintes coordenadas: AP: +1,0 mm,
ML: -2,7 mm, VS: -4,5 mm e VS: -4,0 mm com a barra de dente a +3.4 mm

(ver Esquema 6).
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3.12 - PROVAS DE COMPORTAMENTO

As provas de comportamento foram realizadas em ratos lesionados
unilateralmente por 6-hidroxidopamina, para avaliar a eficacia da lesfo em induzir
hemiparkingsonismo bem como a eficdcia do reparo por células dopaminérgicas
tranplantadas. A lesfo unilateral por 6-hidroxidopamina causa um desbalanco na atividade
dopaminérgica estriatal que resulta em movimentos de rotagio do animal no sentido do
lado lesionado, evidenciado apds a administra¢io sistémica de anfetamina (2.5 mg/kg, i.p.).
(NAKAO et al., 1994). Apds a administragiio de anfetamina, os ratos sfo levados a uma
cuba e conectados a um sitema de computador (programa ROTAMAX 130), por um
periodo de 90 minutos. Este sisterna ird detectar o ndmero de vezes que o animal ird efetuar
movimentos de rotacfio em dngulos de 90° por minuto. Os ratos que apresentaram pelo
menos 5 rotagdes por minuto foram considerados vidveis para o transplante de células.

Apds o transplante, o teste de rotagfo foi efetuado a cada 2 semanas, até 8 semanas.
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Esquema 6 - Esquema que sumariza as etapas envolvidas na preparacfio de suspensdo
celular para transplante in vivo de células embriondrias dopaminérgicas, utilizado no

reparo celular para a doenca de Parkinson.
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3.13 - PERFUSAO E SECCOES

Apds os tempos definidos nos experimentos os ratos foram anestesiados com
pentobarbital sédico e perfundidos através da aorta ascendente com 200 ml de salina
(pH 7.4) seguido de 300 ml de solugfio de paraformaldeido 4% em 0,1 M de tampio
fosfato, pH 7,4. Os cérebros foram pés-fixados nesta mesma solugfio por 24 horas e depois
transferidos para uma solugBio de sacarose 20% em 0,1 M de tampéo fosfato. Secghes
coronais de 40 um de espessura foram feitas com o cérebro, utilizando-se um micrétomo de
congelamento. As sec¢des foram divididas em 3 séries. Camundongos foram perfundidos
com: 80 ml de salina, seguido de 80-100 ml de solug@io de paraformaldeido. Os cérebros
foram pos-fixados por 4 horas. Secgdes coronais de 30 pm de espessura foram feitas

utilizando-se um micrétomo de congelamento.

3.14 - IMUNOHISTOQUIMICA PARA TIROSINA HIDROXILASE

Técnica de imunohistoquimica foi utilizada para identificacio de neurbnios
dopaminérgicos (positivos para tirosina hidroxilase, TH+), por meio do uso de um
anticorpo anti-TH (NAKAO et al., 1994; CASTILHO et al., 2000). Cortes de cérebro de
ratos foram submetidos a 3 lavagens em PBS, incubados por 10 min em solucéio de 3%
H,0, e 10% metanol em PBS, seguida de nova seqiiéncia de lavagem em PBS (3 vezes). As
secgOes foram incubadas por 1 hora em solug@io de 5% de soro de cavalo (NHS) e 0,3%
Triton X-100 em PBS e poteriormente incubadas por 16 horas a 4°C com anticorpo
monoclonal anti-TH (Chemicon, Temecula, CA, EUA) na diluiciio de 1:2000, sob leve
agitacfio. Seguiu-se lavagem e incubagfio de 1 hora com anticorpo secundério anti-IgG de
camundongo conjugado com peroxidase {Calbiochem, San Diego, CA, USA) na diluicdo
1:2000. Por fim, foi realizada revelacio com diaminobenzidina (DAB) e montagem das
laminas. Para imunohistoquimica de tirosina hidroxilase em cortes de cérebro de
camundondos foi realizado o mesmo procedimento, porém utilizou-se um anticorpo
policlonal anti-tirosina hidroxilase (1:500) (Pel-Freez, Rogers, AR, EUA) e um anticorpo
secundério anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase
(Calbiochem, San Diego, CA, EUA).
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3.15 - IMUNOHISTOQUIMICA PARA FOSFO-MAPK P38

Protocolo 1: Cortes de cérebro foram submetidos a 3 lavagens em PBS,
incubagdo de 30 min em uma solugdio de 10% metanol e 10% H,0; em PBS, seguida de
mais 3 lavagens em PBS. As seccSes foram incubadas por 1 hora em solugfio de 1% de
BSA ¢ 0,3% Triton X-100 em PBS e posteriormente incubadas por 16 horas a 4°C com
anticorpo policlonal anti-fosfo MAPK p38 de coelho (Cell Signalling Technology, Beverly,
MA, EUA) na diluigio de 1:250. Seguiu-se lavagem e incuba¢fio por 2 h e 30 min com
anticorpo  secunddrio  anti-IgG  de coelho  conjugado com  peroxidase
(Calbiochem, San Diego, CA, USA) na dilui¢io de 1:2000, seguidas de nova lavagem em
PBS. Por fim, foi realizada revelagiio com DAB e montagem das laminas.

Protocolo 2: Cortes de cérebro de rato foram submetidos a 3 lavagens em TBS
(0,1 M Tris-HCI pH 7,4; 0,15 M NaCl) com 0,1% de Triton X-100, e incubados com 1% de
H;0; em TBS por 30 minutos & temperatura ambiente. As secgles foram novamente
lavadas em TBS/Triton por 3 vezes de 30 min cada, incubadas em 3% de BSA em
TBS/Triton por 45 min, e depois submetidas & incubagfio por 12 horas a 4°C com anticorpo
policlonal anti-fosfo MAPK p38, na dilui¢io de 1:100 sob leve agitacfio. Seguiu-se nova
lavagem com TBS/Triton, 3 vezes, 10 min cada e incuba¢io com anticorpo secundério
anti-IgGG de coelho na diluigdo de 1:2000 em 1% de BSA em TBS/Triton por 1 hora. Apds
3 lavagens de 10 minutos com TBS/Triton, foi realizada revelagio com DAB e montagem

Protocolo 3: Um anticorpo monoclonal foi utilizado para identificacdo da
forma fosforilada da MAPK p38. Cortes de cérebro foram submetidos a 2 lavagens em H,O
(5 min cada), 5 lavagens em PBS (5 min cada) seguidas de aquecimento a 80°C em solucgio
10 mM de citrato de sodio por 10 minutos. Apés resfriamento para temperatura ambiente,
foram feitas 3 lavagens em H,O (5 min cada), seguidos por incubagdo com 1% de H,O, por
10 minutos, mais 3 lavagens em H>O (5 min cada) e 1 lavagem em PBS (5 min). As
secgOes foram pré-incubadas por 1 h em uma solugfio de 5% de NHS e 0,3% Triton X-100
em PBS e posteriormente incubadas por 16 h com anticorpo monoclonal anti-fosfo MAPK
p38 (Cell Signalling Technology, Beverly, MA, EUA), na diluicio 1:75. Seguiu-se nova
lavagem e incubacfio por 1 h e 30 min com anticorpo secundario anti-IgG de camundongo
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conjugado com peroxidase (Calbiochem, San Diego, CA, USA) na dilui¢do 1:500, seguida
de nova lavagem em PBS. Por fim, foi realizada revelacio com DAB e montagem das
laminas.

3.16 - IMUNOHISTOQUIMICA PARA MARCACAO DUPLA FOSFO-MAPK P38 E
TH

Cortes de cérebro de ratos foram inicialmente lavados em PBS (5 min), seguido
por lavagem em cloreto de aménio 50 mM (5 min) e 3 lavagens em PBS (5 min cada). As
secgdes foram incubadas por 1 hora em solugfio 5% NHS e 0,3% Tnton X-100 e
posteriormente  incubadas com anticorpo  policlonal anti-fosfo MAPK p38
(Cell Signalling Technology, Beverly, MA, EUA) na dilui¢io de 1:250 por 16 horas. Os
cortes foram lavados 3 vezes em PBS (5 min cada) ¢, em seguida, incubados com anticorpo
monoclonal anti-TH (Chemicon, Temecula, CA, EUA) na dilui¢8o de 1:2000 por 16 horas.
Apo6s 3 lavagens em PBS (5 min cada), as secgdes foram incubadas com anticorpo
secundario anti-IgG de camundongo conmjugado com o fluordforo Cy3
(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, EUA) na diluicéio de 1:250 por 1
hora ¢ seguido por incubagiio com anticorpo secundério anti-IgG de coetho conjugado com
o fluoréforo Cy2 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, EUA) na
diluicio de 1:50 por 1 hora. Por fim, os cortes foram novamente lavados em PBS por 3
vezes (5 min cada) e montadas as liminas com meio DPX. As ldminas foram armazenadas
em geladeira protegidas da luz,

3.17 - ANALISE E FOTODOCUMENTACAO

As secgdes foram analisadas em microscopio de fluorescéncia LEICA DMIRB
invertido e fotos digitalizadas foram obtidas com o uso de uma cadmera Roper Scientific.

Imagens também foram obtidas por um microscépio Confocal LSM 510 - ZEISS.
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3.18 - MATERIAIS

Quimicos: ATP, antimicina A, ciclosporina A, digitonina, HEPES, malato,
succinato, MPP’, mixotiazol, pivurato, rotenoma (R-8875, 95%), escopoletina, acido
tiobarbittirico, iondforo de Ca®* A23187, melatonina, arsenazo III, 6-hidroxidopamina e
Triton X-100 foram comprados da Sigma Chemical Company (8t. Louis, MQ, EUA).
Amplex Red, H,-DCFDA e Mitotracker CM-H,Xros foram comprados da Molecular
Probes (Eugene, OR, EUA). O kit de bioquimica clinica para determinagéo de atividade de
LDH foi comprado da Doles reagentes (Goilnia, GO, Brasil). O substrato cromogénico
3,3’-diaminobenzidina  (DAB) foi  comprado da  Vector  Laboratories
(Burlingame, CA, EUA). O imunossupreséor FK506 (tacrolimus) foi doado pela empresa
Fujisawa (Osaka, Japdo). A ciclosporina A (Sandimmun) utilizada foi a apresentagio
comercial 50 mg/ml, solucfio oleosa, da Novartis Pharma AG (Basiléia, Suica).

Anticorpos:

- Primério monoclonal anti-tirosina hidroxilase: Chemicon, Temecula, CA,
EUA;

- Primério policlonal anti-tirosina hidroxilase: Pel-Freez, Rogers, AR, EUA;

- Secundario anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase, produzido
em cabra: Calbiochem, San Diego, CA, EUA;

- Secundario anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase, produzido em
cabra: Calbiochem, San Diego, CA, EUA;

- Primario policlonal anti-fosfo MAPK p38: Cell Signalling Technology,
Beverly, MA, EUA;

- Primério monoclonal anti-fosfo MAPK p38: Cell Signalling Technology,
Beverly, MA, EUA;
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- Secunddrio anti-IgG de camundongo conjugado com o fluoréforo Cy3,
produzido em cabra: Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
PA, EUA;

- Secundério anti-IgG de coelho conjugado com o fluoréforo Cy2, produzido
em cabra: Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, EUA;

- Soros para imunohistoquimica: foram utilizados soros de cavalo e de cabra da
Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA.
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4.1 - ESTRESSE OXIDATIVO MITOCONDRIAL INDUZIDO POR ROTENONA E

Ca**

Recentemente mostrou-se que o tratamento sistémico e crbnico de ratos com
rotenona, um inibidor do complexo I da cadeia respiratéria mitocondrial, resulta em
degeneraco e morte de neurdnios dopaminérgicos (BETARBET et al., 2000), fornecendo
um modelo experimental para a doenga de Parkinson. Na primeira parte desta tese,
testamos o efeito de rotenona na produgfo mitocondrial de espécies reativas de oxigénio

(EROs), assim como o papel de fons Ca** neste processo.

Na Figura 1 (Painel A), observamos que a adi¢%io da rotenona e Ca®* a uma
suspensdo de mitocOndrias isoladas de cérebro resultou num aumento na produgdio
mitocondrial de EROs (/inha d). Um pequeno aumento na producio de EROs foi observado
somente com a adigio de Ca®" (linka c), enquanto a adi¢cdo de rotenona nio teve qualquer
efeito (/inha b), quando comparada com a situagio controle (linha a). A adigio de EGTA
(Painel B, linha b) ou dos antioxidantes ebselen e glutationa (linka ¢) inibiu a oxidacdo de
H-DCF na presenca de rotenona e Ca”, indicando que o aumento de fluorescéncia nesta
condigdo ¢ resultado da oxidagio de H,-DCF por EROs num processo dependente de Ca®*.
No Painel C, o efeito da rotenona foi comparade com MPP*, outro inibidor do complexo I
da cadeia respiratoria. MPP" ¢ o oproduto do metabolismo de MPTP
(1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina), um classico indutor de parkinsonismo em
animais de experimentaciio (BURNS et al, 1983; ZHANG, DAWSON e DAWSON,
2000). Verificamos que somente MPP' resultou num grande aumento da producéo
mitocondrial de EROs (linha b), o que estd de acordo com resultados anteriores da
literatura (Di MONTE et al,, 1986; ADAMS, KLAIDMAN, e LEUNG, 1993). A adicdo de
Ca® nfio resultou em aumento na produgdo de EROs na presenca de MPP” (linha c),
indicando que o efeito estimulador de Ca®™ & especifico para rotenona. O estimulo da
produgdo mitocondrial de EROs mostrou-se dependente da concentracio de rotenona e
Ca®* (Painel D).

De acordo com BETARBET e colaboradores (2000) ¢ FERRANTE e
colaboradores (1997}, a administraco sistémica e cronica de rotenona a ratos resulta em

efeito toxico preferencialmente no sistema nervoso central. Para verificar se o aumento na
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geragio de EROs promovido por rotenona e Ca* & especifico para mitocdndrias de cérebro,
realizamos experimentos comparativos com mitocdndrias isoladas de figado e de misculo
de rato (Figura 2). Observamos que a adigiio de Ca®* resultou num pequeno estimulo na
produgdio de EROs em mitocondrias de figado (linka d), o que estd de acordo com trabalhos
anteriores (CASTILHO et al., 1995; KOWALTOWSKI et al., 1996). Em mitocondrias de
musculo, somente a adi¢io de rotenona (linha b) causou um pequeno estimulo na produgéo

de EROs. No entanto, a adi¢fio de rotenona e Ca’* nfo estimulou a produg@io de EROs em
mitocondrias isoladas de figado ou misculo (linhas c).
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Figura 1 - Ca** induz um aumento na deteccio de EROs em mitocéndrias de cérebro
de rato, tratadas com rotenona: efeito da concentracio de rotenona e Ca®'.
Mitocdndrias de cérebro de rato (MCR; 0,5 mg/mi) foram adicionadas ao meijo de reagfo
(sacarose 100 mM, K.C1 65 mM, HEPES-K" 10 mM pH 7.2, EGTA 50 uM, P; 1 mM, Mg**
2 mM, malato 5 mM, piruvato 10 mM, ATP 200 uM e oligomicina 1 pg/ml) contendo 1
puM de diclorodihidrofluoresceina diacetato (Hx-DCFDA), a 30°C. .
Painel A: Onde indicado pelas setas foram adicionados 50 nM de rotenona (linhas be d) e
120 uM de Ca** (linhas ¢, d). A linha a representa um experimento controle sem adigdes.
Painel B: Onde indicado foram adicionados 50 nM de rotenona (linhas b-d), 120 uM de
Ca®" (linhas b-d), 10 uM de ebselen e 200 pM de glutationa (J/inka b), 500 uM de EGTA
(linha c). A linha a representa um experimento controle sem adi¢Ses. Painel C: Onde
indicado foram adicionados 1 mM de MPP” (linhas b-c) ¢ 120 uM de Ca** (linha ¢). A
linha a representa um experimento controle sem adicdes. Painel D: Mostra o efeito sobre a
oxidacdo de H,-DCFDA de diferentes concentragies de Ca’", na presenga de rotenona 50
nM (@), ou de diferentes concentracdes de rotenona, na presenga de Ca* 100 pM, "Ca®*
livre ~ 50 LM" (A). |
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Figura 2 - Rotenona e Ca’* nio aumentam a produgio EROs em mitocéndrias
isoladas de figado e de misculo de rato. Mitocondrias de figado de rato
(MFR; 0,5 mg/mi) (Painel A) e mitocOndrias de misculo de rato (MMR; 0,5 mg/ml)
(Painel B) foram adicionadas ao meio de reagfo, como descrito na legenda da Figura 1,
contendo 1 pM de diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,-DCFDA). Onde indicado pelas
setas foram adicionados 50 nM de rotenona (linkas b, ¢) e 120 uM de Ca?* (iinhas c, d). As
linhas a representam experimentos controle sem adigdo de Ca®* e rotenona.

Em tecidos pos-morte de substdncia negra obtidos de pacientes com doengﬁa de
Parkinson € reportada uma reducio de aproximadamente 30% na atividade do complexo I
da cadeia respiratéria (SCHAPIRA et al, 1990). Com o objetivo de testar uma
concentracfio de rotenona em nossos experimentos que resultasse numa inibi¢8o parcial do
complexo I, estudamos o efeito de diferentes concentracdes de rotenona na respiracio de
mitocondrias de cérebro (Figura 3, Painel A). Verificamos que 5 nM de rotenona inibiram
em aproximadamente 30% a  respiragio  mitocondrial no  estado 3
(durante fosforilacio de ADP, simbolo @), Acima de 100 nM de rotenona, observamos uma
inibiciio maior que 95% da respira¢do mitocondrial. No Painel B, observamos que a adigdo
de 5 nM de rotenona foi suficiente para resultar em aumento na geracio de EROs na
presenga de Ca®* (linha ¢). Este resultado indica que a inibi¢io parcial do complexo 1
mitocondrial observada na doenga de Parkinson pode ser suficiente para auwmentar a

geracio mitocondrial de EROs na presenca de concentragdes micromolares de Ca®".
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Figura 3 - Inibi¢io parcial da cadeia respiratéria mitocondrial por rotenona resulta
em estresse oxidativo na presenca de Ca®*, Painel A, mitocdndrias de cérebro de rato
(MCR 0,5 mg/ml) foram adicionadas ao meio de reagfo (sacarose 100 mM, KCI 65 mM,
HEPES-K" 10 mM pH 7.2, EGTA 50 uM, P; 1 mM, Mg** 2 mM, malato 5 mM e piruvato
10 mM) a 30°C, na auséncia (V) ou na presenca de 1 mM de ADP (@). No painel B, MCR
(0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reagdo como descrito na Figura 1 e onde indicado
pelas setas foram adicionados 5 nM de rotenona (linha c) e 120 uM de Ca®* (Jinhas b-c). A
linha a representa um controle experimental sem adigtes de rotenona e Cca*.

Na Figura 4, testamos o efeito de ciclosporina A, um inibidor do poro de
permeabilidade mitocondrial transitéria (PMT, para revisfio ver CROMPTON, 1999}, na
libera¢do de EROs mitocondrial. Ciclosporina A nfo teve qualquer efeito na produgfo
mitocondrial de EROs (/inha c) na presenga de Ca®* ¢ rotenona, indicando que a abertura
do poro de PMT (ZORATTI e SZABO, 1995) nfio esti envolvida pesse processo.
Adicionalmente, mostramos ainda que 0 protondforo carbonil
cianido-p-trifluorometoxil-fenil hidrazona (FCCP; linha d) p3o inibe o aumento da
liberagio mitocondrial de EROs estimulado por Ca®* e rotenona. Por fim, testamos outros
inibidores da cadeia respiratoria mitocondrial, antimicina A (/inha €) e mixotiazol (linha f),
no estimulo da produgio mitocondrial de EROs promovido por rotenoma e Ca®’.
Observamos que estes inibidores nido substituem o efeito da rotenona no estimulo da

producdo mitocondrial de EROs.
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Figura 4 - Efeito de ciclosporina A, FCCP e inibidores da cadeia respiratéria
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mitocondrial na produgio mitocondrial de EROs estimulada por rotenona e Ca®'.
MCR (0,5 mg/ml) foram adicionadas a0 meio de reagfio, como descrito na legenda da
Figura 1, contendo 1 uM de ciclosporina A (linka c¢), 1 uM de FCCP (linha d), ou sem
outras adi¢gdes (linhas a, b, e, f). Inibidores da cadeia respirat6ria mitocondrial (RCI), 50
nM de rotenona (linhas b-d), 0.5 uM de antimicina A (linha e) ou 0.5 uM de mixotiazol
(linha f) foram adicionados onde indicados pela seta (R.C.I). Ca®* foi adicionado aos
experimentos representados pelas linhas b-f, onde indicado pela seta. A Linha a representa
experimento controle, livre de adi¢des de inibidores da cadeia respiratéria mitocondrial e de
adic3o de Ca®*.

Para complementar os resultados obtidos com Hp-DCFDA, nos experimentos
da Figura 5 foram utilizados 3 outros marcadores fluorescentes permeaveis & membrana
mitocondrial, para demonstrar a liberaciio mitocondrial de EROs: Mito-Tracker Red
CM-H,XROS (Painel A) e os substratos fluorescentes de peroxidase de raiz-forte
escopoletina (Painel B) e Amplex Red (Painel C). Na presenca de rotenoma, o Ca*
estimulou fortemente a liberacfio de EROs verificada com os trés diferentes marcadores. A
presenga de apenas rotenona resuftou em um pequeno aumento na detecgio de EROs, que
foi mais evidente quando Amplex Red foi utilizado. Ca®* sozinho nfio estimulou a liberago
de EROs. Os resultados obtidos com Mito-Tracker Red e Amplex Red (Painéis A ¢ C)
estdo de acordo com dados recentes da literatura que mostram o estimulo causado por
rotenona na liberagéio mitocondrial de EROs (VOTYAKOVA e REYNOLDS, 2001 ¢ LIU,
FISKUM, e SCHUBERT, 2002).
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Na Figura 6, objetivamos correlacionar a produgiio mitocondrial de EROs com
a oxidagdo de lipidios de membrana por meio da quantificaciio de produtos reativos com
acido tiobarbittrico (TBARS). Observamos que houve um estimulo de 3 a 4 vezes na
produgio de TBARS na presenga de rotenona ¢ Ca’*, quando comparado com a condigdo
controle. Fe*'-citrato foi utilizado como um indutor de TBARS independente da produggio
mitocondrial de EROs (CASTILHO et al., 1994).
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Figura 5 - Rotenona e Ca’* induzem aumento na detecciio de EROs, em mitocondrias
isoladas de cérebro de rato: Medidas de EROs a partir do uso de diferentes
marcadores fluorescentes. Mitocdndrias de cérebro de rato (MCR; 0,5 mg/ml) foram
adicionadas a0 meio de reagdo contendo 200 nM de MitoTracker Red CM-H,XROS
(Painel A), 1 pM do substrato fluorescente escopoletina na presenga de 1 uM peroxidade

de raiz-forte (Painel B) ou 50 uM de Amplex Red na presenga de 0.025 uM de peroxidade |
de raiz-forte (Painel C). Rotenona (50 nM) e/ou 120 uM de Ca®* foram adicionados aos
experimentos como indicados na figura. Os valores representam médias de 4 experimentos
(£ S.EM.), usando diferentes preparagdes mitocondriais. *P < 0.01, teste pbst—hoc
Bonferroni/ Dunn comparado com o controle. *P < 0.01, teste post-hoc Bonferroni/Dunn

comparado com a rotenona,
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Figura 6 - Rotenona e Ca®* induzem formaciio de TBARS em mitocondrias isoladas de
cérebro de rato. MCR (0,5 mg/ml) foram incubadas em meio de reagdo, como descrito na
Figura 1, por 30 min na presenca de 50 nM de rotenona e/ou 120 uM de Ca** como
indicado na figura. Fe** (20 uM) e 2 mM de citrato foram utilizados para induzir
peroxidac@o lipidica independente da produgiio mitocondrial de EROs. Os valores
representam a média de 4 experimentos (x S.E.M.), utilizando diferentes preparacdes
mitocondriais. * P < 0.01, teste post-hoc Bonferroni/Dunn, comparado com o controle.

Na Figura 7, testamos ainda o efeito de cations divalentes, Mn®*, Mg** e Sr**,
na deteccéio de EROs, na presenca do inibidor da cadeia respiratéria mitocondrial rotenona
e Ca”. Os resultados mostraram que Mn®* (100 pM), Mg (2-5 mM), mas ndo Srz_+
(100 uM), inibem o estimulo da liberagio de EROs promovido por Ca®" e rotenona
(Painéis A e B). Verificamos ainda que Mn®", Mg** ¢ Sr** nfio substituem o Ca®* no

estimulo da liberagéo de EROs em mitoc6ndrias de cérebro de rato tratadas com rotenona.
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Figura 7 - Efeito de cations divalentes sobre 0 aumento da producio mitocondrial de
EROs estimulado por rotenona e Ca*'.

Painel A - MCR (0.5 mg/ml) foram incubadas em meio de reacio contendo 100 pM de
MnCl; (linha d) ou 100 uM de SrCl, (linha f). Rotenona (50 nM) (linhas b-f), 100 uM de
Ca®* (linhas b, d, f), 100 pM de MnCl, (linka ¢), 100 pM de SrClL, (/inha €) foram
adicionados como indicado pelas setas. A Linha a representa um experimento controle sem
adi¢Ges de cations divalentes e rotenona.

Painel B - MCR (0.5 mg/ml) foram incubadas em meio de reago suplementado com 2 mM
de MgCl, (linha b) e 5 mM de MgClL, (linha ¢). Rotenona (50 nM) (linkas b-d) e 100 uM
de Ca®* (linhas b-d) foram adicionados onde indicado pelas setas. A Linha a representa um

experimento controle sem adi¢Bes de céations divalentes e rotenona.

4.2 - ESTRESSE OXIDATIVO E MORTE CELULAR INDUZIDA POR
ROTENONA E Ca**

Os resultados obtidos na primeira parte desta tese deram origem a um segundo
estudo em que avaliamos o efeito protetor de melatonina, um antioxidante natural, na
producdio de EROs em mitocondrias isoladas e na morte de células PC12 intactas mantidas
em cultura. A morte de céhilas PCI12 foi induzida pelo aumento de Ca®" citosélico e
inibicdio do complexo I por rotenona. A linhagem de células PC12 € derivada de

feocromocitoma, um tumor de medula de supra renal de ratos.
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Os resultados obtidos com mitocOndrias isoladas de cérebro de rato estdio de
acordo com a sequéncia de resultados anteriores (Figuras 1-7), em que o tratamento de
organelas com rotenona (50 nM), na presenca de Ca®* (100 pM), estimula a produgio
mitocondrial de EROs. Constatamos que uma concentracio micromolar de melatonina
{50 pM) inibe em aproximadamente 70% a detecgiio de EROs em MCR (linhas c). A
producéo de EROs foi analisada com diclorodihidrofluoresceina diacetato (H,-DCFDA) ou
com o substrato fluorescente de peroxidase Amplex Red (Figara 8, Painéis A ¢ B).

A

Amplex Red / HRP
0 O [¢]

—2

Figura 8 - Efeito de melatonina na liberagio de EROs em MCR tratadas com
rotenona e Ca®. Painel A: MCR (0.5 mg/ml) foram incubadas em meio de reacdio
contendo 20 pM de Amplex Red e 0,025 uM de peroxidase de raiz-forte. Foram
adicionados 50 nM de rotenona (linkas b, ¢, d), 120 uM de Ca** (linhas b, c, €) e 50 uM de
melatonina (linha c¢) como indicado pelas setas. Painel B: MCR (0.5 mg/ml) foram
incubadas em meio de reacdio contendo 1 uM de Ho-DCFDA. Foram adicionados 50 nM de
rotenona (linhas b, ¢, d), 120 uM de Ca®* (linhas b, ¢, ) e 50 uM de melatonina (/inha c)

como indicado pelas setas. As linhas a representam experimentos controle sem adicbes de
rotenona e Ca®".
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A fim de estudarmos uma possivel interferéncia da melatonina na concentracdo
de Ca®" livre, realizamos experimentos com o marcador arsenazo III, em que foram feitas 4
adigBes de 10 uM de Ca®* ¢ uma adigio de 500 pM de EGTA, na presenca e na auséncia de
50 pM de melatonina. Observamos que a melatonina ndo apresentou propriedade de
complexar Ca’* pas condigbes estabelecidas (Figura 9, Painel A). Paralelamente,
investigamos a influéncia da melatonina na inibicdo do complexo I mitocondrial promovida
pela rotenona. Em nossas condi¢Ges experimentais, uma concentracdo de melatonina de 50
KM, capaz de proteger a produgfo excessiva de EROs, ndo interferiu na inibigio da
respiragéio mitocondrial promovida por rotenona (Figura 9, Painel B).

Nos experimentos da Figura 10 testamos o efeito protetor da melatonina na
morte celular induzida por ionéforo de Ca** A23187 e rotenona em células PC12 intdctas
mantidas em cultura. O ionéforo de Ca®* A23187 promove a entrada de Ca®
(troca de 1 Ca® por 2 H") para o meio intracelular. Observamos que na presenca do
ionéforo de Ca** A23187 (8 uM) ou rotenona (500 nM), isoladamente durante 5 horas,
houve um pequeno aumento da morte celular quantificada pela liberagio de lactato
desidrogenase (LDH), enzima liberada para o meio quando as células morrem. A presenca
simultinea de rotenona e ion6foro de Ca®" A23187 resultou num acentuado aumento da
morte celular. Uma protecfo significativa contra a morte de céhilas PC12 foi observada
quando adicionamos melatonina em concentragdes de 10 pM e 50 uM, na presenca de

rotenona e ion6foro de Ca** A23187.
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Figura 9 - Estudo da interferéncia da melatonina na concentragio de Ca** livre e
consumo de O, mitocondrial. Painel A: Concentragio de Ca® livre avaliada com
arsenazo II1, na auséncia (linha a) e presenca (linha b) de melatonina 50 pM. Foram feitas
4 adigbes de 10 uM de Ca’* ¢ uma adig@o de 500 uM de EGTA, como indicado pelas setas.
Painel B: Efeito de melatonina 50 uM na inibicio da cadeia respiratéria mitocondrial

induzida por concentragSes nanomolares de rotenona.
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Figura 10 - Efeito da melatonina na liberagiio de LDH de células PC12 induzida por
rotenona ¢ ionéforo de Ca®" A23187. Melatonina 2 5 uM, 10 pM e 50 uM foram
adicionadas a culturas de células PC12 e incubadas durante 5 horas, na presenga de 500 nM
de rotenona, 8 UM de ionéforo de Ca>*A23187, como indicado na figura, Sobrenadante
(1 ml) de cada cultura foi retirado para determinaggo da quantidade de LDH liberada. N =3
experimentos independentes feitos em duplicata. *P < 0.01, teste post-hoc Bonferroni/Dunn

comparado com o controle. *P < 0.01, teste posi-hoc Bonferroni/Dunn comparado com
"rotenone + A23187".

Paralelamente 4 detec¢fio de liberagdo de LDH, investigamos a produgio de

EROs em células PCI2 tratadas nas mesmas condicbes  anteriores

(rotenona 500 nM, ionéforo de Ca®* A23187 8 pM e melatonina 5-50 pM), wtilizando o
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substrato fluorescente de peroxidase Amplex Red. Constatamos mais uma vez o efeito
protetor da melatonina, que inibiu em aproximadamente 60% a deteccdo de EROs
(Figura 11). Estes resultados indicam que a melatonina € capaz de inibir a morte neuronal
induzida por inibicdo do complexo I mitocondrial na presenca de altas concentragdes
citosolicas de Ca®*, por possuir propriedade antioxidante. Concentragies de melatonina
maiores que 50 puM ndo foram utilizadas nos experimentos por alterarem a func3o
mitocondrial, avaliada pelo controle respiratorio (resultados nfio mostrados).

5 40
<«
8
@ = 30 -
g
[
2
8“—‘20“
r e
§
g‘lﬂ'
x
0 - 2 3
e ® g B bks
5 o 2 ® ®»S
8§ § & § 83
oL + + s
§ £*
s 8
=} =]
1 o

Figura 11 - Efeito de melatonina na liberacio de EROs por células PC12 induzida por
rotenona e ionéforo de Ca®** A23187. As células PC12 foram expostas, por um periodo de
1 hora, & rotenona 500 nM, ionéforo de Ca®" A23187 8 uM e/ou melatonina 10-50 uM,
como indicado na figura. Apos este periodo, a liberagdo de EROs pelas células PC12 foi
estimada como descrito em Métodos e Materiais.

*p < 0,05 comparado com o controle, **p < 0,01 comparado com 0 controle, #p < 0,01
comparado com a situaciic "rotenona + A23187". Andlise ANOVA, post-hoc Bonferroni
teste. Média + S.E.M.
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4.3 - ESTUDO DA NEURODEGENERACAO PROGRESSIVA E MORTE DE
CELULAS DOPAMINERGICAS NUM MODELO IN VIVO PARA A
DOENCA DE PARKINSON

Neste estudo verificamos o envolvimento do receptor de morte celular
Fas/CD95/APO-I na degeneracgéio de neurbnios dopaminérgicos num modelo in vivo para a
doenga de Parkinson em camundongos. Neur6nios dopaminérgicos foram seletivamente
lesados pela injecdo intra-estriatal da toxina 6-hidroxidopamina (Figura 12). A infusio
desta toxina no corpo estriado leva a uma lenta e retrograda degeneracio de neurdnios
dopaminérgicos da  substincia negra com  projecBes  nesta  regido
(SAUER e OERTEL, 1994). O efeito de 6-hidroxidopamina foi comparado entre
camundongos controles e camundongos com mutagio pomtual no receptor
Fas/CD95/APO-I (camundongo /pr). Esta mutaciio torna este receptor parcialmente inativo
{TAKAHASHI et al, 1994).

Pelos resultados mostrados na Figura 13, observa-se que, tanto nos animais
controles como nos camundongos Ipr, a injegdo intra-estriatal de 6-hidroxidopamina
induziu intensa perda de neurdnios TH+. E importante mencionar que a morte celular
também foi avaliada pela perda de células com morfologia de neurénios utilizando-se a
coloragdo violeta de cresil (resultados ndo mostrados). Ndo se observou diferenca
significativa em relagdio & perda de neurdnios TH+ entre camundongos controles e /pr,
indicando que a ativagdo de receptores Fas/CD95/APO-I ndo estd envoivida na morte
neuronal induzida por 6-hidroxidopamina. Apenas dois camundongos no grupo Jlpr

apresentaram resisténcia parcial 4 toxina 6-hidroxidopamina.
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Figura 12 - Fotomicrografia do mesencéfalo de um camundongo controle 3 semanas
apos a infusdo intra-estriatal de 6-hidroxidopamina. Nota-se intensa perda de neurdnios
TH+ na substincia negra pars compacta ipsilateral & infusdo da toxina (ver setas). Barra =
500 pm.
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Figura 13 - Degeneracio de neurbnios TH+ da substincia negra pars compacta
induzida pela injecio intra-estriatal de 6-hidroxidopamina: comparacio entre
camundongos controles e Ipr. 6-hidroxidopamina (6 pg) foi injetada no corpo estriado de
camundongos € ap6s 3 semanas os animais foram perfundidos. Cortes de cérebro foram
processados para tirosina hidroxilase (TH) para identificagfio de neurfnios dopaminérgicos
na substidncia negra. Nota-se que, tanto em camundongos coniroles como em Jpr, a

6-hidroxidopamina induziu intensa morte de neurdnios dopaminérgicos.
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A préxima etapa desta tese visou analisar a expressfio da forma fosforilada da
proteina MAPK p38 em cérebros de ratos previamente lesados por 6-hidroxidopamina. O
tempo de lesfo (6 dias) foi determinado para que se tivesse ja alguma degeneragfo
dopaminérgica, mas que fosse anterior a total morte celular (resultados nfio mostrados). Os
cortes de cérebro foram submetidos & preparacdio imunohistoquimica para marcacdo da
expressdio de fosfo-MAPK p38, com anticorpo policlonal, por meio de dois protocolos
diferentes para garantir a veracidade dos dados obtidos. Foram observadas células positivas
para MAPK p38 fosforiladas na substdncia negra bilateralmente, sem aumento significativo
ipsilateral & lesfio por 6-hidroxidopamina, embora deste lado fosse possivel identificar
células com caracteristicas proprias de morte celular, como picnose celular (ver Figura 14).
Também foi evidenciada marcagio para fosfo-MAPK p38 na area tegumentar ventral,
leminisco medial, corpo estriado e nos micleos da rafe, peduncular e geniculado. O mesmo
resultado foi obtido em cortes de cérebros perfundidos sem qualquer leséo
(resultado ndo mostrado). Portanto, parece nfo haver relagio entre morte celular induzida
pela injecfio intra-estriatal de 6-hidroxidopamina e expressio de fosfo-MAPK p38.
Também foi realizado um controle negativo de imunohistoquimica, sem o anticorpo
primario, que mostrou nfo haver marcac3o inespecifica pelo anticorpo secundirio
(resultado nfo mostrado). Resultados semelhantes foram obtidos com o uso de um
anticorpo monoclonal para fosfo-MAPK p38 em cortes de mesencéfalo, observando-se
marcacdo positiva para fosfo-MAPK p38 em células da substincia negra (Figura 15). No
entanto, a imunohistoquimica com anticorpo monoclonal ficou parcialmente prejudicada
pelo comprometimento do tecido devido 3 necessidade de aquecimento (80°C) no

procedimento.

Por fim, foi realizada dupla marcacio imunofluorescente para fosfo-MAPK p38
e TH na substincia negra, nicleos da rafe e corpo estriado de cérebro de ratos adultos sem
lesdio (Figura 16). Foi evidenciada positividade para ambos, TH e fosfo-MAPK p38, na
maior parte das células da substincia negra (Painel C). No entanto, nos ntcleos da rafe,
4rea rica em neur0nios serotoninérgicos, inimeras células s3o positivas para fosfo-MAPK
p38, porém somente ax6nios e poucas células s3o positivas para TH (Painel F). No corpo
estriado, ha inervacio positiva para TH e muitas células positivas para fosfo-MAPK p38
(Painel I).
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No corpo estriado, as células mantiveram marcacfio positiva para fosfo-MAPK
p38 mesmo apds um longo periodo (30 dias) de degeneracdo da inervagfio dopaminérgica
provocada pela injegHo intra-estriatal de 6-hidroxidopamina (Figura 17). Este resultado
indica que a expressdo de fosfo-MAPK p38 em células do sistema nervoso central parece

n#o estar associada 4 neurotransmissdo dopaminérgica.

Figura 14 - Seccdes de substincia negra 6 dias apds inje¢iio intra-estriatal de 6-
hidroxidopamina (26 pg) processadas para de imunohistoquimica para fosfo-MAPK
p38. (a) Corte contralateral 4 lesdo. (b) Corte ipsilateral a les&o.

Observa-se marcaciio de células picndticas ipsilateral 4 lesfio (b), porém sem diferenca
significativa quanto ao nimero ¢ intensidade das células marcadas para fosfo-MAPK p38.
Barra = 300 um
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Figura 15 - Secciio de mesencéfalo processada por meio de imunohistoquimica para
fosfo-MAPK p38, com o uso de um anticorpe primario monoclonal. Observa-se
marcacio de células para fosfo-MAPK p38 na regifio da substdncia negra (ver setas). A
imunohistoquimica foi realizada em corte de cérebro de rato controle, isto €, ndo submetido

a lesfio por 6-hidroxidopamina. Barra = 250 um
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Figura 16 - Marcaciio imunofiuorescente para fosfo-MAPK p38 e TH na substincia
negra (A, B, C), nicleos da rafe (D, E, F) e corpo estriado (G, H, I) de cérebro de ratos
adultos. Secces de cérebro de rato foram processadas para TH (A, D, G) e fosfo-MAPK
p38 (B, E, H). Painéis C, F e I mostram a sobreposiciio das imagens mostradas nos
Painéis A-B, D-E e G-H, respectivamente. A maior parte das células na substincia negra ¢
positiva para TH e fosfo-MAPK p38 (Painel C). Nos nicleos da rafe, inimeras células sfo
positivas para fosfo-MAPK p38, porém hi poucas células e axdnios positivos para TH
(Painel F). No corpo estriado, h inervagdo positiva para TH e muitas células positivas para
fosfo-MAPK p38 (Painel I).
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Figura 17 - Dupla marcaciio imunofluorescente para fosfo-MAPK p38 e TH no corpo
estriado de ratos 30 dias apds a lesfio por 6-hidroxidopamina. Secces de cérebro de
rato foram processadas para TH (A, C) ou fosfo-MAPK p38 (B, D). Painéis A ¢ B
mostram a marcagdo no cotpo estriado contralateral 4 infusfo de 6-hidroxidopamina.
Painéis C e D mostram a marcagio no corpo estriado ipsilateral 4 infusdo de
6-hidroxidopamina. Observa-se que, mesmo ap6s a perda da inervagdio dopaminérgica
estriatal provocada pela 6-hidroxidopamina (Painel C), as células mantém a positividade
para fosfo-MAPK p38 (Painel D).
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4.4 - EFEITO NEUROTROFICO DE LIGANTES DE IMUNOFILINAS EM
NEURONIOS DOPAMINERGICOS EMBRIONARIOS
TRANSPLANTADOS

Este estudo foi conduzido em colaboragio com os pesquisadores Professor
Patrik Brundin e Dr. Young-Hwan Ahn (Lund University, Lund, Suécia).

Efetuamos experimentos relacionados a4 neurodegeneragio e ao reparo na
doenca de Parkinson, para investigarmos, in vivo, o efeito neurotrofico dos ligantes de
imunofilinas FK506 e ciclosporia A em neurbmios dopaminérgices embrionérios

transplantados no corpo estriado de ratos adultos com hemiparkinsonismo.

Ligantes de imunofilinas podem exercer um importante efeito neurotréfico em
modelos experimentais in vivo e in vitro (SNYDER, LAl e BURNETT, 1998). Para FK506
e ciclosporina A, este efeito parece estar relacionado principalmente a ligagio destes
compostos a imunofilinas intracelulares, mum mecanismo independente de inibiglo de
calcinerina (SNYDER, LAI e BURNETT, 1998). Observou-se importante efeito
neurotréfico de ligantes de imunofilinas em células da linhagem PCl12
(STEINER et al., 1997), neurbnios sensoriais (STEINER et al., 1997) e mais recentemente
em neurbnios dopaminérgicos em cultura primédria (COSTANTINI et al, 1998;
COSTANTINI e ISACSON, 2000). Em nosso trabalho foram estudados 3 subgrupos de
nove ratas lesionadas com. 6-hidroxidopamina. Um grupo controle, um grupo de ratas
tratadas com FK506 (im.; 1.2 mg/kg/d) e um grupo de ratas tratadas com ciclosporina A
(ip.; 12 mg/kg/d). O tratamento com as drogas foi iniciado 3 dias antes do transplante e
continuou por 6 semanas. Os ratos de cada subgrupo previamente lesionados com
6-hidroxidoparina foram transplantados com suspensdes de células de mesencéfalo ventral
de embrides (14° de gestagdo, E14) (NAKAO et al., 1994). Cada rato recebeu o equivalente
a 25% de um mesencéfalo ventral. A suspensfio de células foi implantada em um dnico
local no corpo estriado direito dos ratos. Apés o transplante, os ratos foram submetidos ao
teste de anfetamina, em que se avaliou a coordenagio motora durante 2, 4, 6 ¢ 8 semanas.
Na Figura 18, observamos que o tratamento com FK506 e ciclosporina A methorou a

recuperagdo dos ratos durante o teste de anfetamina.
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Apds 8 semanas, as ratas foram perfundidas com paraformaldeido e foram
feitas secgdes coronais de 40 um em seus cérebros. As secgOes foram processadas para
imunohistoquimica para tirosina hidroxilase (TH+) (ROSENBLAD,
MARTINEZ-SERRANO e BJORKLUND 1998; CASTILHO, HANSSON ¢ BRUNDIN,
2000) (Figura 19), ¢ foram avaliados o nimero de neurdnios positivos para TH e a
densidade de inervacgfio positiva para TH. Observamos que houve um aumento no niimero
de neurdnios dopaminérgicos transplantados em ratos que receberam doses diarias de
ciclosporina A (12 mg/kg/d, i.p.) ou FK506 (1,2 mg/kg/d, im.) (Figura 20). O tratamento
com ciclosporina A aumentou aproximadamente 100% o ntmero de células TH+; ja o
tratamento com FK506 proporcionou um aumento de 180% no numero de células TH+.
Quanto 2 inervaco dopaminérgica, observou-se que somente o tratamento com FK506 foi
capaz de aumentar a densidade de fibras positivas para TH no corpo estriado que recebeu o
transplante (Figura 21). Nossos resultados indicam que FK506 e ciclosporina A possuem a
capacidade de aumentar o mimero de neurdnios dopaminérgicos apés a implantagcfio de

tecidos mesencefalicos embrionarios.
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Figura 18 - Tratamento crénico com FK506 ou ciclosporina A melbora a recaperacéo
de ratos transplantados no teste de anfetamina, Foi observado que o tratamento com
FK506 ou ciclosporina A methora a recuperagio dos ratos no teste de anfetamina a4, 6 ¢ 8
semanas (wks). Os ratos receberam injecBes unilaterais de 6-hidroxidopamina 8 semanas
antes da implantacio do transplante, resultando em hemiparkinsonismo. Os ratos receberam
injecGes didrias de FK506 (1,2 mg/kg/d, im.) ou ciclosporina A (12 mg/kg/d, ip.),
iniciadas 3 dias antes do transplante e continuadas por 6 semanas apos o transplante. Média
+SEM.
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Figura 19 - Seccdes de corpo estriado obtidas 8 semanas apés o implante de células
dopaminérgicas embrionidrias em ratos adultos previamente lesionados com
6-hidroxidopamina. Os ratos foram tratados com veiculo (Painéis A e D), ciclosporina A
(Painéis B ¢ E) ou FK506 (Painéis C ¢ F) como descrito no texto. As sec¢bes foram
processadas para imunohistoquimica de TH. Observa-se um aumento no numero de células
TH+ nas secgées de ratos tratados com ciclosporina A e FK506, quande comparadas ao

controle. Fotomicrografias A-C: aumento de 4x. Fotomicrografias D-F: aumento de 40x.
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Figura 20 - Tratamento cronico com FK506 ou ciclosporina A aumenta o niimero de
neurdnios TH+ nos transplantes de células. Os ratos receberam inje¢Ses didrias de
FK506 ‘(1,2 mg/kg/d, im) ou ciclospronina A (12 mg/kg/d, i.p.), iniciadas 3 dias antes do
transplante ¢ continuadas durante 6 semanas apds o transplante. Média £ SEM. A
quantificacio foi feita por contagem de células positivas para TH em microscépio,
utilizando-se um programa de computador (CAST-Grid system, Olympus Denmark A/S,
Albertshund, Dinamarca).

* p<0.05, one way ANOVA, comparacdes multiplas vs controle (Bonferroni t-test)

** p<0.01, one way ANOV A, comparagGes multiplas vs controle (Bonferroni t-test)
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Figura 21 - Tratamento crénico com FK506, mas nio com ciclosporina A, aumenta a
densidade de fibras TH+ no corpo estriado que recebeu transplante de neurdnios
dopaminérgicos embriondrios. Os ratos receberam injegGes didrias de FK506
(1,2 mg/kg/d, im) ou ciclospronina A (12 mg/kg/d, ip.), iniciadas 3 dias antes do
transplante ¢ continuadas durante 6 semanas apés o transplante. Média + SEM. A
quantificacio da densidade de fibras TH+ foi feita utilizando-se um programa de
computador (Scion Image for Windows versdo 4.0.2, Scion Corporation, Maryland, EUA).
* p<0.01, one way ANOVA, comparagGes multiplas vs controle (Bonferroni t-test)
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No presente trabalho nossos resultados mostraram que concentragdes
micromolares de Ca’*, na presenca de rotenona, estimulam fortemente a liberagio de EROs
por mitocOndrias isoladas de cérebro de rato. O efeito do Ca** foi observado como sendo
dose dependente, enquanto o efeito da rotenona foi relacionado ao grau de inibicio da
respiragio mitocondrial no estado 3 (durante fosforilagio de ADP) (Figuras 1, 3 ¢ 5).
Observamos que mesmo uma concentragio de rotenona que resulta em ~30% de inibigdo
da respiracdo mitocondrial no estado 3 foi suficiente para resultar em aumento na liberacgo
de EROs na presenca de Ca™ (Figura 3). Este resultado sugere que a inibigdo parcial do
complexo I mitocondrial observada na doenga de Parkinson (SCHAPIRA et al, 1989 ¢
1990a,b) pode ser suficiente para aumentar a liberaciio mitocondrial de EROs na presenca
de concentragBes micromolares de Ca®. O efeito do Ca® e rotenona na liberagdo
mitocondrial de EROs foi especifico para mitocondrias isoladas de cérebro, niio sendo
observado em mitocondrias de figado e musculo (Figura 2). Embora ndo tenhamos, até o
momento, uma explicagiio para o efeito seletivo do Ca** e rotenona em mitocondrias de
cérebro, este efeito estd correlacionado a perda celular observada especificamente no
sistema nervoso de portadores de doenga de Parkinson (BRAAK et al., 1995; JENNER ¢
OLANOW, 1996). Entretanto, Ca** nfio estimulou o aumento da liberagio de EROs na
presen¢a de MPP* (Figura 1, Painel C), indicando que o efeito estimulatério de Ca®* é
especifico para rotenona. Os diferentes resultados obtidos com rotemona e¢ MPP™
provavelmente podem se;: explicados por sitios de ligacio distintos desses inibidores no
complexo I mitocondrial (DEGLI ESPOSTI, 1998).

Constatamos ainda que Ca” nfo estimulou a liberagio de EROs em
mitocondrias de cérebro tratadas com antimicina A ou mixotiazol, inibidores do complexo
III da cadeia respiratdria mitocondrial (Figura 4). Estes resultados sugerem que o efeito do
Ca® na liberagiio de EROs, sob uma condigdo de inibigio parcial da cadeia respiratoria
mitocondrial, possa ser especifico para o sitio sensivel 3 rotenona no complexo I. A
habilidade do Ca®" em estimular a produgfio mitocondrial de EROs pode ser atribuida a
alteragbes promovidas por este cation na estrutura da membrana mitocondrial,
possivelmente devido sua interagdo com cardiolipinas na membrana mitocondrial interna
(GRIJALBA, VERCESI e SCHREIER, 1999). Estas alteragbes sfo caracterizadas pelo

aumento no empacotamento de lipidios e formagiio de dominios lipidicos que podem
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contribuir para vazamento de elétrons no complexo I da cadeia respiratdria (GRIJALBA,
VERCESI ¢ SCHREIER, 1999),

Sob nossas condigdes experimentais, o efeito do Ca®* de aumentar a liberagio
mitocondrial de EROs em mitocOndrias de cérebro tratadas com rotenona parece ndo ser
dependente do actimulo de Ca®*" na matriz mitocondrial. O efeito do Ca®* e rotenona foi
observado mesmo na presenga de altas concentragdes de FCCP (Figura 4), situacio em que
a captagdo de Ca’” pela mitocéndria é limitada devido & dissipagdio do gradiente elétrico
transmembrana. Estes resultados indicam que o Ca®* deve agir no lado externo da
membrana mitocondrial interna, no espago intermembranas, para estimular a liberagdio de
EROs na presenga de rotenona. Altas concentragdes de Ca’" podem também induzir a
permeabilidade mitocondrial transitéria, um fendmeno caracterizado por uma
permeabilizacio progressiva da membrana mitocondrial interna que, gradativamente, se
torna permedvel a prétons, suporte osmético e até mesmo a pequenas proteinas, resultando
em inchamento mitocondrial (ZORATI e SZABO, 1995; CROMPTON, 1999;
KOWALTOWSKI, CASTILHO e VERCESI, 2001), rompimento da membrana externa e
liberacio de fatores apoptogénicos para o citosol (GREEN e REED, 1998; KROEMER
et al, 1998), com consequente aumento da liberacio mitocondrial de Fros
(ZOROV et al., 2000; MACIEL, VERCESI e CASTILHO, 2001). De acordo com os
resultados desta tese, observamos que n#o ha indicacio da participagfio de permeabilidade
mitocondrial transitéria, pela auséncia de efeito de ciclosporina A sobre o aumento da
liberagio de EROs induzida por Ca®* e rotenona (Figura 4), além disso, nossos
experimentos foram conduzidos na presenca de ATP e Mg, inibidores efetivos deste
fendmeno em mitocdndrias isoladas de cérebro (NICHOLLS e SCOTT, 1980; MACIEL,
VERCESI e CASTILHO, 2001). Recentemente, STARKOV e colaboradores
(STARKOV, POLSTER e FISKUM, 2002) reportaram que Ca”* pode aumentar em
aproximadamente duas vezes a liberagdo de EROs na presenca de rotenona por
mitocondrias isoladas de cérebro. Entretanto, diferentemente de nosso trabalho, os dados
reportados por estes autores foram obtidos com o uso do substrato respiratorio succinato,
uma situagio experimental onde a captagfio de Ca®* mitocondrial e a sua retencdo sdo
mantidas mesmo na presenca de altas concentragSes de  rotenona
(STARKOV, POLSTER e FISKUM, 2002). Utilizando-se succinato como substrato, a
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rotenona diminuiu em 70%-80% a liberagio mitocondrial de EROs; assim a presenca de
Ca®" parece apenas diminuir este efeito inibitrio da rotenona. De fato, a detecgiio de HyO,
na presenga de rotenona e Ca’" foi mais baixa que na auséncia de Ca®*
(STARKOV, POLSTER e FISKUM, 2002).

Para correlacionar o aumento na detecgiio de EROs com consegiiente dano
oxidativo mitocondrial, avaliou-se a peroxidagdo lipidica mitocondrial. De fato,
observou-se aumento da peroxidagfo lipidica de membranas, quando mitocondrias foram
tratadas com rotenona e Ca’ (Figura 6), indicando que a propria mitocOndria pode
constituir um importante alvo das EROs produzidas em excesso na presenca de Ca** e do

inibidor de complexo I rotenona.

Recentemente, BARRIENTOS e MORAES (1999) mostraram que a privagio
energética resultante de uma inibigdo cronica e parcial (~30%) da atividade do complexo I
mitocondrial pode ndo ser suficiente para explicar a morte de células. Estes autores
mostraram que, em linhagens celulares modificadas geneticamente ou tratadas com
rotenona, a inibigdo parcial do complexo I promove morte celular de forma diretamente
associada a0 aumento da produgfio de EROs e independentemente da diminuigio da funcdo
da cadeia respiratoria (BARRIENTOS e MORAES, 1999). Isto estd de acordo com vérios
trabalbos que mostram um aumento na produgfio mitocondrial de EROs apés inibicdo do
compieéco I em organelas isoladas de cérebro (SEATON, COOPER e SCHAPIRA, 1997:
BARRIENTOS e MORAES, 1999; VOTYAKOVA ¢ REYNOLDS, 2001; LIU, FISKUM e
SCHUBERT, 2002). Uma inibi¢io parcial do complexo I mitocondrial pode também causar
urmna privagfo energética subliminar que pode aumentar a suscetibilidade de neurénios da
substdncia negra para uma morte celular mediada por hiperestimulo de receptores de
glutamato, ie. excitotoxicidade, que resulta em aumento da concentragio de Ca*
intracelular (ALBIN e GREENAMYRE, 1992; CASTILHO et al, 1998; NICHOLLS e
BUDD, 2000). Na excitotoxicidade, ocorre aumento da concentragio de glutamato no meio
extracelular, com estimulo de receptores ionotrépicos de glutamato localizados na
membrana plasmatica de neurdnios, ¢ consegiiente influxo de Na* e Ca® para o meio
intracelular (ALBIN e GREENAMYRE, 1992; NICHOLLS e BUDD, 2000).
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Niveis farmacolégicos de melatonina, horménio produzido pela glindula pineal
e responsavel pelos ritmos circadianos e processos neuro-endécrinos, podem prevenir a
morte celular causada por EROs (para revistes ver VANECEK, 1998; REITER et al.,
2003). A melatonina € um composto lipofilico que pode se difundir e cruzar facilmente a
barreira hemato-encefilica. Embora os mecanismos bioquimicos relacionados as agdes
biolégicas da melatonina ndo estejam, ainda, bem definidos, acredita-se que receptores de
superficie de membrana (receptores MT1, MT2 e MT3), de alta afinidade, sejam
responsaveis pela mediagBio dessas agdes in vive (VANECEK e KLEIN, 1992;
DUBOCOVICH, 1995; VANECEK, 1998). Os receptores de melatonina sdo ligados a
proteinas G, podendo influenciar os niveis intracelulares de Ca®*, a atividade de adenilato
ciclase e a produgfio de inositol trifosfato (VANECEK, 1998).

A fim de estudarmos uma possivel proteco antioxidante, capaz de inibir a
morte celular ocasionada pela excessiva liberagdo mitocondrial de EROs, induzida por
rotenona ¢ Ca®’, testamos o efeito de concentragBes micromolares de melatonina. Em
experimentos controles, observamos que a melatonina nfo apresentou propriedade de
complexar Ca’*, ou de interferir na inibigio respiratéria induzida por rotenona, nas
condi¢des estabelecidas (Figura 9). Porém, a melatonina apresentou efeito antioxidante,
em nossas condigdes experimentais, diminuindo a quantidade de EROs liberadas por
mitocondrias isoladas (Figura 8) e por células PC12 intactas (Figura 11), na presenca de
rotenona ¢ Ca®*. A menor liberagio de EROs na presenga de melatonina foi relacionada a
uma inibigio da morte celular nesta condigio (Figura 10). Evidéncias experimentais
mostram que a melatonina pode ser um importante antioxidante por sequestrar perdxido de
hidrogénio (H»0,), radical hidroxil (HO®) e per6xido-nitrito (ONOO"), no entanto a reacio
de melatonina com superdxido (0O;") e Oxido nitrico (NO) ainda é duvidosa
(TAN et al,, 2000; GULCIN, BUYUKOKUROGLU e KUFREVIOGLU, 2003; REITER
et al., 2003; ROZOV et al, 2003). Certamente, em nossas condicBes experimentais, os
efeitos observados nfo se devem a interacio da melatonina com receptores especificos na
membrana plasmitica (receptores MT1, MT2 e MT3), uma vez que estes receptores
respondem a concentragdes nanomolares de melatonina (VANECEK, 1998) ¢ a melatonina

apresentou efeito mesmo em mitocOndrias isoladas.
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Em conclusdo, os resultados das Figuras 1-11 mostram que concentragdes
micromolares de Ca’* induzem estresse oxidativo em mitocdndrias isoladas de cérebro
quando a atividade do complexo I & inibida por rotenona. Um baixo grau de
excitotoxicidade, promovido em grande parte pela hiperestimulagio de receptores
N-metil-D-aspartato, o qual medeia o influxo de Na" e Ca®* para o citosol, tem sido
implicado na neuropatologia da doenca de Parkinson (BEAL, 1998; BLANDINI, NAPPI e
GREENAMYRE, 2001). Desta maneira, sugerimos que o estimulo do Ca®* na liberagéo
mitocondrial de EROs possa ser uma importante ligagio entre a inibigo parcial do
complexo I mitocondrial e o dano oxidativo observado na doenca de Parkinson
(ver Esquema 7). A melatonina pode ser um importante composto a ser utilizado de forma
terapéutica em situacSes de estresse oxidativo, que provoquem morte neuronal, como a

observada na doenga de Parkinson.

! ATP | | Excitotoxicity | - | * Ca?*

T l
Compiex |

A - | TROS | — ~» 111 ROS Cell death
inhibition

l Melatonin
$ ATP

Esquema 7 - Modelo proposte para a morte de células neuronais promovida por
inibi¢io do complexo I mitocondrial. A inibigsio da atividade do complexo I da cadeia
respiratéria mitocondrial resulta em privagdo energética (3 ATP) ¢ aumento da produgéio de
EROs (ROS). A privagdo energética podera levar 4 uma situagiio de excitotoxicidade, com
um aumento do influxo de Ca®" intracelular. Quando o complexo I € (parciaimente) inibido,
concentragbes micromolares de Ca’" estimulam a producdo mitocondrial de ERQOs, O
antioxidante melatonina pode proteger a morte celular induzida pela inibigio do complexo

I, devido & capacidade de seqiiestrar EROs.
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Dando continuidade ao estudo dos mecanismos moleculares envolvidos na
morte celular da doenga de Parkinson, avaliamos o envolvimento do receptor
Fas/CD95/APO-1 npa degeneragdo de neurbnios dopaminérgicos induzida por
6-hidroxidopamina em camundongos Jpr (lymphoproliferation), que possuem uma mutagio
pontual no gene que codifica o receptor Fas/CD95/APO-1, tornando-o parcialmente inativo
(TAKAHASHI et al,, 1994). Estes camundongos sio homozigotos para a mutagéio e, com o
envelhecimento, frequentemente apresentam linfadenopatia e doenca autoimune
(TAKAHASHI et al., 1994). A injeciio da toxina 6-hidroxidopamina no corpo estriado leva
a uma lenta e retrograda degeneragio de neurSnios dopaminérgicos da substincia negra
com proje¢des nesta regifio, sendo considerada como um modelo in vivo para a doenga de
Parkinson (SAUER e OERTEL, 1994; DUNNETT e BJORKLUND, 1999; DEUMENS,
BLOKLAND e PRICKAERTS, 2002) (Figura 12). Nesta tese, o efeito de
" 6-hidroxidopamina foi comparado entre camundongos controle e Ipr. Observamos que a
inje¢do intra-estriatal de 6-hidroxidopamina induziu perda de neurbnios TH+ tanto nos
animais controles como em camundongos /pr (Figura 13). Estes resultados indicam que o
receptor de morte celular Fas/CD95/APO-I ndo estd envolvido na degeneracio de

neurdnios dopaminérgicos neste modelo in vivo para a doenga de Parkinson.

Vérios grupos tém estudado o efeito de fatores tréficos como BDNF
(fator neurotréfico derivado de cérebro) e GDNF (fator neurotréfico derivado de células da
glia), ou antioxidantes que tenham possivel aplicagéo clinica na prevencio da degeneragio
de neurdnios dopaminérgicos usando modelos animais obtidos pela inje¢fio intra-estriatal
de 6-hidroxidopamina (SAUER et al., 1995; MATSUURA, MAKINO e OGAWA, 1997;
BEZARD et al, 1998; ROSENBLAD, MARTINEZ-SERRANO ¢ BIORKLUND, 1998).
Muitos dos fatores que mantém a sobrevivéncia neuronal podem atuar através da regulagéo
de uma familia de treonina-tirosina cinases conhecidas como MAP cinases (MAPK), cuja
ativacio pode tanto promover quanto antagonizar a morte celular. Assim, propusemos
estudar a expressio da MAPK p38 fosforilada (forma ativa) em neurdnios dopaminérgicos
da substincia negra apds microinjeclio intra-estriatal de 6-hidroxidopamina em ratos
adultos. A ativagdo de MAPK p38 ja foi relacionada 4 indugio de morte de neurbnios apés
excessiva estimulagdo de receptores N-metil-D-aspartato (KAWASAKI et al, 1997,
KIKUCHI et al, 2000), axotomia de nervo otico (KIKUCHI et al, 2000), reacdo

Discussio
124



inflamatéria (de BOCK et al., 1998; KAUL e LIPTON, 1999) e transplante de neurdnios
dopaminérgicos embriondrios (ZAWADA et al,, 2001). Por outro Iado, a fosfo-MAPK p38
também pode exercer papéis fisiolégicos no sistema nervoso central, como na diferenciacio
neuronal, na manutencéo da sobrevivéncia neuronal, no controle da migracfio neuronal e na
regulacio de algumas etapas da neurotransmissio (OKAMOTO et al, 2000; CAVALLI
etal., 2001; ALLEN et al., 2002; TAKEDA e ICHIJO, 2002).

A analise da expressio de proteina MAPK p38 fosforilada foi feita 6 dias apos
a microinjegdo de 6-hidroxidopamina, em um momento anterior 4 ocoméncia da morte da
maior parte dos neurSnios dopaminérgicos (Figura 14) e posterior a destruigio dos axénios
destes neurdnios no corpo estriado (SAUER e OERTEL, 1994). Nio foi identificada
diferenca do nimero de células positivas ou da intensidade de marcagdo para fosfo-MAPK
- p38 na substincia negra no lado lesionado em comparagfio ao lado que ndio recebeu
6-hidroxidopamina (Figura 14). Assim, a expresséo desta proteina parece ndo ter relagiio

com a morte celular neste modelo experimental para doenga de Parkinson,

Notadamente, observou-se intensa marcagio para fosfo-MAPK p38 na
substincia negra e em outras regides cerebrais ricas em neurdnios monoaminérgicos, como
nos nicleos da rafe e substincia cinzenta peri-aquedutal (Figura 15). A monoamina
predominante nos niicleos da rafe ¢ substincia cinzenta peri-aquedutal é a serotonina, mas
outros ﬁeurotransmissores monoaminérgicos adrenalina, noradrenalina e histamina também
estdo presentes. Nao foi encontrado qualquer descricio na literatura sobre a expressio de
fosfo-MAPK p38 em dreas monoaminérgicas cerebrais, no entanto, a caracterizacio de seu
papel fisiologico vai além do objetivo do presente estudo. No corpo estriado, as células
mantiveram marcagfo positiva para fosfo-MAPK p38 mesmo um longo periodo (30 dias)
apos degeneracdo da inervagio dopaminérgica provocada pela injecio de
6-hidroxidopamina na substancia negra (Figura 17). Este resultado indica que a expressio
de fosfo-MAPK p38 parece ndo estar associada & neurotransmissio pos-sindptica

dopaminérgica.

Conclui-se que a ativagio de MAPK p38 nfio estd envolvida no processo de
degeneragdo de neurdnios dopaminérgicos por 6-hidroxidopamina em ratos, um modelo

experimental para a doenca de Parkinson, mas sua expressio pode estar relacionada com a
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neurotransmissdo monoaminérgica. A observacio que fosfo-MAPK p38 estd amplamente
expressa em células de algumas dreas cerebrais abre novas perspectivas no estudo das

diversas fungOes relacionadas a fosfo-MAPK p38 no sistema nervoso central.

Transplante de neurbnios dopaminérgicos embrionarios, para o corpo estriado
de individuos com doenca de Parkinson, ¢ considerado como uma estratégia bastante
promissora para o tratamento desta doenga (BRUNDIN et al, 2000; DAWSON e
DAWSON, 2002). Porém, um dos desafios atuais ¢ estabelecer meios de manter uma alta
proporgdo das células transplantadas viaveis por longos periodos, uma vez que a sobrevida
aproximada dessas células tem sido de apenas 5% a 10% (BRUNDIN et al., 2000). Ha 4
estagios definidos, quando a morte de neurdnios dopaminérgicos pode ocorrer durante o
transplante, sfo eles: (i) durante a remocg#o do tecido embrionario, quando este é submetido
a hipoxia e hipoglicemia, uma vez que o embrifio € separado bruscamente do suplemento
sanguineo materno, (ii) a segunda fase se caracteriza por axotomia mecénica e trauma de
células, que ocorre devido a dissecgfio e dissociagdio do tecido embrionario, (iii) a terceira
fase inclui as primeiras horas apés o transplante e é resultado sobretudo da lesdo mecénica
causada pela inser¢io da cénula no cérebro do rato transplantado e (iv) a quarta fase se
caracteriza pelo periodo de maturacio e desenvolvimento das células transplantadas no
cérebro adulto (BRUNDIN et al., 2000). Acredita-se que, em modelos experimentais,
aproximadamente 90% da morte de células ocorra durante as 3 primeiras fases acima
descritas.

E conhecido que ligantes de imunofilinas podem exercer um importante efeito
neurotréfico em modelos experimentais in vitro e in vivo (STEINER et al., 1997; LAl e
BURNETT, 1998; COSTANTINI ¢ ISACSON, 2000). Para FK506 e ciclosporina A, este
efeito parece estar relacionado principalmente a ligagio destes compostos a imunofilinas
intracelulares, num mecanismo independente de inibicdo de calcineurina
(SNYDER, LAI ¢ BURNETT, 1998). FK506 e ciclosporina A inibem a atividade de
rotamase de imunofinas intracelulares (SNYDER, LAI e BURNETT, 1998). Observou-se
importante efeito neurotréfico de ligantes de imunofilinas em células da linhagem PC12
(STEINER et al., 1997), em neurdnios sensoriais (STEINER et al., 1997) e em neurdnios
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dopaminérgicos em cultura primaria (COSTANTINI et al, 1998; COSTANTINI e
ISACSON, 2000).

Nossos resultados indicaram que o tratamento crénico e sistémico de ratos
adultos com hemiparkinsonismo com FKS506 e ciclosporina A possui a capacidade de
aumentar o namero de neurdnios doparninérgicos (TH+) ap6s a implantagéio intra-estriatal
de tecido mesencefilico embriondrio. Enquanto o tratamento de ratos com ciclosporina A
aumentou aproximadamente 100% o nimero de células TH+, o tratamento com FK506
proporcionou um aumento de 180% no nfmero de células TH+ (Figuras 19 e 20). O
aumento de células TH+ observado correlacionou-se com uma melhor recuperagio dos
ratos com hemiparkinsonismo em provas comportamentais (Figura 18), e no caso dos ratos
tratados com FK506 observou-se ainda maior densidade de inervagio TH+ no corpo
estriado que recebeu o transplante (Figura 21),

Com base nestes resultados, propomos dois mecanismos pelos quais FK506 e
ciclosporina A poderiam induzir um aumento no namero de neurdnios TH+ transplantados:
(i) pela inibicdo da morte de neurdnios TH+ apés implantaciio de tecidos embrionarios,
e/ou (ii) por induzir neurogénese de neurdnios dopaminérgicos nos tecidos embrionsrios
transplantados, levando ao aumento no minero final de neurdnios TH+ nos transplantes.
Em nossas condi¢des experimentais, o efeito observado com o uso de FK506 ¢ ciclosporina
A certamente n#o esté relacionado 2 inibig8o da rejei¢fio imunolégica do transplante, pois o
transplante realizado, de tecido embriondrio para animais adultos de mesma linhagem, pode
ser considerado como singénico (CASTILHO, HANSSON e BRUNDIN, 2000;
WENNBERG et al., 2001). Evidéncias anteriores mostram uma melhor sobrevivéncia de
neurdénios dopaminérgicos transplantatos, quando somente a suspensio de células
embriondrias foi tratada com ciclosporina A ou FK506 (CASTILHO, HANSSON e
BRUNDIN, 2000). Quanto a possibilidade de ligantes de imunofilinas induzirem
neurogénese e/ou aumento da inervagiio dopaminérgica, BORLONGAN e colaboradores
(1999) observaram que ratos adultos tratados cronicamente com doses imunossupressoras
de ciclosporina A mostraram maior reatividade para neurdnios TH+ na substincia negra. A
possivel ocorréncia de neurogénese de neurdnios dopaminérgicos embriondrios

transplantados podera ser futuramente avaliada por meio de um estudo com ratos
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transplantados com células embrionérias e tratados com bromodeoxiuridina (BrdU), um
marcador para proliferacdo celular (KORNACK e RAKIC, 2001). Conclui-se que o
tratamento crénico com ligantes de imunofilinas, além de proporcionar imunossupressio
necessaria & sobrevida de transplantes (WENNBERG et al., 2001), pode resultar em melhor
viabilidade e inervagdo de neurdnios embriondrios transplantados.
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Concentragdes micromolares de Ca®" induzem estresse oxidativo em
mitocdndrias isoladas de cérebro e em células PC12 intactas quando a
atividade do complexo I ¢ inibida por rotenona. A melatonina apresenta um

importante efeito antioxidante nestas condicdes (Figuras 1-1 D.

O receptor de morte celular Fas/CD95/APO-I ndo esti envolvido na
degeneragio de neurbnios dopaminérgicos induzida pela infusdo
intra-estrital da neurotoxina 6-hidroxidopamina em camundongos, um

modelo experimental para a doenca de Parkinson (Figuras 12-13).

A ativagfio de MAPK p38 nfio estd envolvida no processo de degeneracdo de
neurdnios dopaminérgicos induzida por 6-hidroxidopamina em ratos, mas
sua expressdo pode estar relacionada com a neurotransmissio

monoaminérgica (Figuras 14-17),

O tratamento crénico com ligantes de imunofilinas, além de proporcionar
imunossupressfo necessaria i sobrevida de transplantes alogénicos, pode
resultar em melhor viabilidade e inervagiio de neurdnios embrionarios
transplantados (Figuras 18-21).
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Abstract In this study we show that micromelar Ca™ concen-
trations { > 10 M) strengly stimmlate the release of reactive
oxygen species (ROS) in rotenone-treated isolated rat forebrain
mitochondris. Ca**—stimmlated mitochondrial ROS release was
associated with membrane lipid peroxidation and was directly
correlated with the degree of complex I inhibition by rotenone.
On the other hand, Ca** did not incresse mitochondrial ROS
release in the presence of the complex i inhibitor 1-mi
phenyipyridiniun. Cyclosperin A had no effect on Ca?*.stimz-
lated mitochondrial ROS release in the presence of rotenone,
indicating that mitochondrial permeability transition is not in-
volved in this process. We hypotbesized that Cx’-indoced mi-
techondrial oxidative stress associated with partial inhibition of
complex I may be an important factor in neuronal cell death
observed in the nenrod ive disorder Parkinson’s disease.
© 2003 Poblished by Elkevier Science B.V. en behalf of the
Federation of Emrepean Biochemical Societies.

Key words: Brain mitochondrion; Calcium; Free radical;
Parkinson’s disease; Rotenone

1. Intreduction

Post mortem studies have shown evidence that oxidative
stress and mitochondrial dysfunction are invoived in the
pathogenesis of idiopathic Parkinson’s disease (PD). Indica-
tions of oxidative stress include depletion of reduced gluta-
thione, iron accumulation and the presence of lipid, protein
and DNA oxidation preducts {1-31. Mitochondrial dysfunc-
tion is mainly suggested by a partial inhibition (20-40%) of
respiratory chain complex I activity {4,5], present also in pe-
ripheral tissues [6,7].

Recently Betarbet and collaborators [8] showed that
chronic treatment of rats with the mitochondrial complex I
inhibitor rotenone results in selective nigrostriatal dopaminer-
gic degeneration, including formation of Lewy bodies and cell
loss. However, the concentration of rotenone found in the rat
brains was insufficient to substantially inhibit mitochondrial

*Corresponding author. Fax: (55)-19-3788 9434.
Eemail address: roger@fom. unicamp.br (R.F. Castitho).

Abbrevistions: DCF, dichiorofivorescein; FCCP, carbonyl cyanide-p-
trifluoromethoxyphenyl hydrazone; H;-DCFDA, dichlorodibydro-
Buorescein diacetate; MPP?, 1-methyl-4-phenyipyridinium; MPT, mi-
tochondrial permeabifity transition; PD, Parkinson’s disease; ROS,
reactive oxygen species; TBARS, thiobarbituric acid reactive substan-
ces

respiration [§], indicating that a bicenesgetic defect with ATP
depletion couid not explain the reported neurodegeneration.
Under these conditions, an increased mitochondrial produc-
tion of reactive oxygen species {ROS) secondary 1o partial
inhibition of complex I could contribule to rotenrone-induced
nigrostriatal dopaminergic degeneration [9.10], This experi-
mental mode] for PD> resembles the classical selective degen-
eration of dopaminergic neurons obtained by systemical treat-
ment of primates and rodents with N-methyi-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrabydropyridine (MPTP) (for a review see [1i]). MPTP
toxicity for dopaminergic neurons occurs when it is converted
to the active neurotoxin, l-methyl-d-phenylpyridiniun ion
(MPP*), an inhibitor of mitochondrial respiratory chain com-
plex F {1112},

Ghutamate receptor-mediated neuronal cell death - ie. ex-
citotoxicity — has been hypothesized 1o be invoived in the
pathogenesis of PD [13,14]. In excitotoxicity, Ca?* influx to
the cyvtosof is correlated with cellular toxicity [15.16]. In this
paper, we study the effect of Ca?* on rotenone-treated iso-
lated rat forebrain mitochondria. The resulfts indicate that
micromolar Ca®* concentrations induce mitochondrial oxida-
tive stress in the presence of rotenone. The possible implica-
tions of this ohservation for the progressive neurodegenera-
tion observed in PD are discussed.

2. Materials and methods

2.1, Mizochondrial isolation

Mitochondria were isolated by conventional differential centrifuga-
tion from forebraing of adult fermale Wistar strain rats as described by
Rosentkal et al. {17). Digitonin was used o disrupt synaptosomal
membranes and release any mitochondria trapped within. The final
peliet was resuspended in medinm containing 225 mM mannitol, 75
mM sucrose, § mM K-HEPES pH 7.2 and 1 mg/ml bovine serum
albumin, &t an approximate protein concentration of 30-44 mgiml
Rat liver and gastrocuemius muscle mitochondriz were isolated by the
same procedure described above for forgbrain mitochondsia, includ-
ing the addition of digitonin to the second pellet.

2.2, Standard incubation procedure

The experiments were carred ont at 28°C, with continuous mag-
netic stirring, in 2 standard reaction medivm containing 1060 mM
sucrose, 65 mM KCl, 10 mM K*-HEPES buffer {pH 7.2), 56 pM
EGTA, 1 mM P, 2 mM Mg?, 5§ mM malate, 16 mM pyruvate,
200 M ATP and 1 pg/ml ofigomycin. Other additions are indicated
in the figure legends. The results shown are representative of a series
of at least four experiments, using different mitochondrial prepaca-
tions. The resuits were reproduced within 1% of variation.

2.3, Oxygen uptake measurements
Ozxygen consumption was measured using a Clatk-type electrode
{Yellow Springs Instruments, OH, USA) in 1.3 ml of standard reac-

0014-5793763/322.00 © 20663 Published by Elsevier Science B.V. on behalfl of the Federation of European Biochemical Societies.
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ton medium, in o sealed glass cuvette equipped with a magnetic
stirrer.

2.4. Estimation of mitechondrial ROS rel

Mitochondsial releass of ROS (H;0;) was determined spectro-
fluocrometricaily, using the membrane-permeable fluorescent dye di-
chiorodibydrofluorescein diacetate (Hy-DCFDA; 1 uM) {15,191 Fluo-
rescence was determined at 488 nm for excitation and 525 mm for
emission. Calibration was performed by adding known concentrations
of dichlorefluorescein (DCF), the product of H;-DCF oxidation. Ak
ternatively ROS were measured using either 206 nM MitoTracker®
Red CM-H;XRos, at 579 am for excitation and 599 nm for emission;
1 uM scopoletin plus 1 uM homeradish peroxidase, at 365 rm for
excitation and 456 nm for emission; or 50 pM Amplex Red pins 0.025
M horseradish peroxidase [20% at 563 nm for excitation and 587 nm
for emission. The rate of mitochondriel HaQp refease detectad under
control conditions when using the horseradish peroxidase substrates
scopoletin and Amplex Red was 42+ 6 and 245 26 pmot HaOofmin/
mg, respectively.

2.5. Determination of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS )
‘TBARS production in mitochondria was meastured as described by
Maciel et al. [19].

2.6. Materials

Most chemicals, including ATP, antimydin A, cyclosporin A, dig-
itonin, HEPES, malic acid, MPPt, myxotliazol, pyruvic acid, rote-
none (R-B875, minimum 95%), scopolstin and thiobarbituric acid
were obtained from Sigma Chemical Compsny (St. Louis, MO,
USA). Amplex Red, H;-DCFDA and MitoTracker Red CM-H,XRos
were purchased from Molecular Probes {(Eugene, OR, USA). Rote-
none was prepared at a stock concentration of 1 mM in 100% ethanol,

3. Results

Mitochondrial ROS release was measured using the mer-
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brane-permeable probe H-DCFDA, which is oxidized mainly
by Ho0O; and peroxynitrite {18,21] generating highly fluores-
cent DXCF. The results in Fig. 1A show that the addition of
Ca* 1o isolated rat brain mitochondria treated with rotenone
strongly stimulates ROS detection (line d). A fast increase in
the rate of DCF production was observed 35 min after Ca%"
addition. Rotenone alone did not increase the rate of DCE
production (line b) while only Ca?* addition in the absence of
totenone slightly stimulates ROS detection (line c). Similar
results were obtained using the mitochondriat respiratory sub-
strates glutamate/malate instead of pyruvate/malate (resalts
not shown). The increased release of ROS promoted by rote-
none and Ca®* was completely blocked by Ca?* removal by
EGTA (Fig. 1B, line b) or by the HaOs-removing system
ebselen plus glutathione (line ¢). In Fig 1C, we tested the
effect of Ca** on brain mitochondria treated with the complex
1 inhibitor MPP*, a classical dopaminergic neurctoxin [11).
Interestingly, MPP* alone increased the rate of DCF produc-
tion (line b) without any further stimulatory effect of Ca®t
addition (line ¢). The results of Fig. :D show the effect of
different concentrations of Ca®* (rotenone at 100 oM) and
different concentrations of rotenone (free Ca®* at 50 pM)
on H:-DCF oxidation.

Since a partial inhibition (20-40%) of mitochondrial com-
plex I activity has been detected in PD patients [4,5,7], we
tested if a partial inhibition of mitochondrial respiration by
rotenone would increase the rate of ROS release in the pres-
ence of Ca®". The results of Fig. ZA show that, under our
expertmental conditions, 5 nM rotenone results in 30-40%
inhibition of uncoupled mitochondrial respiration supported
by NADH.inked substrates. Using this rotenone concentra-

Rotenone (nM) ()
1 1 196 100D
30073 :
FE D
:L_;g - /
8=
=S 2m
& B
R
ER
£
2y 10—
0 26 40 60 80

Free [Ca® ] (uM) (@)

Fig. 1. Ca* -induced increase in ROS release in isolated brain mitochondria treated with rotenome: effect of rotenone and Ca?* concentrations.
Isolated forebrain mitochondria (0.5 mg/ml) were added to standard reaction medium contsining 1 M Hz;-DCFDA. In A, 50 nM rotenons
{lines b and d) and 120 uM Ca®" (lines ¢ and d} were added to the experiments where mdicated by the arrows. In B, 50 oM rotenone (lines b,
¢ and d), 120 pM Ca®™ (fines b, c and d), 10 uM ehsalen pius 200 pM glutathione (tine b) and 500 yM EGTA {line ¢} were added to the ex.
periments where indicated by the arrows. In C, 1 mM MPPY (lines b and ¢) and 120 M Ca®* {line ¢} were added where indicated by the ar-
rows. Panel D shows the effect of different concentrations of rotenope (free Ca®* at 50 pM) {a) and different concentrations of Ca?™ {rotenone
at 100 nM) (#) on H;-DCF oxidation. Lines a represent control experiments without the addition of rotenone, MPPT and Ca?t,
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Fig. 2. A partial respiratory chain ichibition by rotenone results in mitochondrial oxidative stress in the presence of Ca**. In A, forebrain mi-
tochondra (0.5 mg/ml} were incubated in standard reaction medium, without ATP and oligomycin, in tbe absence (¥) or presence or I mM
ADP {#). In B, forebrain mitochondria (0.5 mg/ml) were incubated in standard reaction medivm, 5 oM rotenone (line ¢} and 120 pM Ca®*
(lines b and c) were added where indicated by the arrows. Line a represents a control experiment without the addition of rotenone and Ca?*.

tion, in the presence of Ca’*, we observed a nearly 200%
increase in the rate of the detection of mitochondrially gen-
erated ROS (Fig. 2B).

The effect of cyclosporin A, an inhibitor of mitochondrial
permeability transiton (MPT; for a review see [22]), was
tested on mitochondrial ROS release (Fig. 3). Cyclosporin A
had no inhibitory effect on rotenone plus Ca?*-induced in-
creased release of ROS (line ¢), indicating that MPT is not
involved in this process. In addition, the results of Fig. 3 show
that the protonophore carbonyl cyamide-p-triflnoromethoxy-
phenyl hydrazone (FCCP; line d) does not inhibit Ca** plus
rotenone-induced increased release of mitochondrial ROS,
and the mitochondrial respiratory chain inhibitors antimycin
A (line €) and myxothiazol (line 1) do not substitute rotenone
in stimulating mitochondrial ROS release in the presence of
Ca®", Interestingly Ca® slightly inhibited antimycin A-stimu-
lated mitochondrial ROS release (result not shown).

In Fig. 4, mitochondrial ROS release was measured using
the membrane-permeable fluorescent dye Mito-Tracker Red
CM-H;XRos (Fig. 4A), or the fluorescent peroxidase sub-
strates scopoletin (Fig. 4B) and Amplex Red (Fig. 4C), in
order to guarantee that the results obtained with H»-DCFDA
were accurate. The presence of rotenone plus Ca?t strongly
strnulzted ROS detection using any of these methods, while
rotenone in the absence of Ca® resulted in a smaller stimu-
latory effect on ROS detection that was more pronounced
when using Amplex Red. Ca’* zlone did not increase the
rate of ROS detection. The results obtained with Mito-Track-
er Red and Amplex Red (Fiz. 4A,C) are in aecordance with
recent reports showing a stimulatory effect of rotenone on
mitochondrial ROS release [10.231.

Mitochondsial lpid peroxidation was quantified in order to
study a possible correlation between Ca®* plus rotenone-in-
duced increased release of ROS and membrane damage (Fig.
3). Incubation of brain mitochondria in the presence of Ca®*+
plus rotenone increased the basal content of TBARS three- to
four-fold, while either Ca* or rotenone had no significant
effect on the basal content of TBARS.

4. Discossion

In the present work, we report that micromolar Ca®* con-
centrations in the presence of rotenone strongly increase the
detection of ROS production in isolated rat forebrain mito-
chondria. Fhis Ca®* effect was dose dependent, while the ef-

fect of rotenone was correlated with the degree of inhibition
of uncoupled (respiratory state 3) mitochondrial respiration
(Figs. 1 and Z). Mitochondrial oxidative damage was evi-
denced by increased membrane lipid peroxidation in the pres-
ence of Ca® plus rotenone {Fig. 5). The effect of Ca?* and
rotenone on mitochondrial ROS release was only observed for
isolated forebrain mitochondria, and not for organelles iso-
lated from two other tissues, liver and muscle (results not
shown). Although we have no plausible explanation for the
selective effect of Ca** plus rotenone to brain mitochondria,
this effect correlates with the selective pathology of PD to the
pervous system {1,24].

Interestingly, Ca®* did not stimulate MPP*-induced in-
crease in mitochondrial ROS release (Fig. 1), and Ca** did
pot stitnulate ROS release in brain mitochondria treated with
antimycin A or myxothiazol, inhibitors of respiratory chain
complex IO (Fiz. 3). These results suggest that the effect of
Ca®* on increasing ROS release under a condition of partial
inhibition of the mitochondrial respiratory chain may be spe-
cific for the rotenone-sensitive site of complex 1. The ability of
Ca? to stimulate mitochondrial ROS generation may be at-

b
cid
I

2aM DCF

Fig. 3. Effect of cyclosporin A, FCCP and respiratory chain inkibi-
tors on mitochondrial ROS release in the presence of Ca®t. Forer
brain mitochondria (0.5 meg/mi) were added 0 standard reaction
medium comtaining 1 M cyclosporin A (e &), ¥ pM FCCP (ine
d}, or mo othsr additions (lines a, b, e and f). Mitochondrial respira-
tory chain inhibitors (R.CI.), 50 nM rotenone (lines b-d}, 0.5 pM
antimycn A {line €} or 0.5 M myxothiazol (line £ were added
where indicated by the arrow. Ca® was added to the experiments
represented by lines b-f where indicated by the arrow. Line a repre-
sents a controf experiment without the addition of respiratory chain
inhibitors and Ca**,
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Fig. 4. Rotenone phus Ca* -induced increase in detection of ROS in isolated brain mitochondria: measurement of ROS using different methods.
Forebrain mitochondria 0.5 mg/ml) were incubated in standard reaction medium containing 200 M MitoTracker Red CM-H;XRos {(A), 1 uM
scopoletin plus 1 #M homseradish peroxidase (B) or 56 uM Amplex Red plus 0.025 pM horseradish peroxidase (C). Rotencne {50 aM) andfor
120 uM Ca®* were added to the experiments as indicated in the figure. Values represent averages of three to four experiments { + S.EM.), using
different mitochondrial preparations. *P<0.01, post hoc Bonferroni/Dunn’s test compared with control. ¥ P <0.01, post hoc BonferrenifDunn’s

test compared with rotenone.

tributed to alterations promoted by this cation on the mito-
chondrial membrane structure, possibly through binding to
cardiolipins of the inner mitochondrial membrane {25]. These
alterations are characterized by an increased lipid packing and
lipid domain formation that may contribute toward electron
leakage at the respiratory chain complex I [25].

Under our experimentat conditions, Ca?*-induced oxidative
stress in rotenone-treated brain mitochondria does not seem
to depend on mitochondrial Ca®* accamulation, The Ca?*
effect was observed even in the presence of high rotenone
concentrations and FCCP (Fig. 3), situations in which mito-
chondrial Ca® uptake is limited due to dissipation of the
transmembrane electrical potential (A'Y). These results indi-
cate that Ca®* could be acting at an external site of the inner
mitochondrial membrane facing the intermembrane space 1o
stimulate ROS release in the presence of rotenone. High Ca?"
concentrations could also induce MPT, 2 phenomenon char.
acterized by a non-specific inner membrane permeabilization
{for reviews see [22 26]) that results in increased detection of
mitochondrial ROS production {19]. In our experiments, we
had no indications of the participation of permeability tran-

0.204

0.16

0.04
0.03
G092
601

TBARS {Absorbance at 535nm)

Fig. 5. Rotenone plis Ca*t-induced TBARS formation. Forebrain
mitochondria (0.5 mg/ml} were incubated in standard reaction me-
dium for 30 min in the presence of 50 oM rotenone andfor 120 pM
Ca* as indicated in the figure. F&** (20 uM) plus 2 mM citrate
were used to induce Hpid peroxidation independent of mitochondri-
ally generated ROS [19]. Values represent averages of five experi-
ments {£SEM.), using different mitochondriai preparations.
*P < 0.01, post hoc Bonferroni/Dunn’s test compared with control.

sition (Fig. 3), probably because the experiments were con-
ducted in the presence of ATP and Mg**, effective inhibitors
of this phenomenon in isolated brain mitochondris [27). Re-
cently, Starkov and collaborators (28] reported that Ca®* ap-
proximately doubles brain mitochondrial ROS release inn the
presence of rotenone. However, different from the present
study, the results reported by Starkov and collaborators [28]
were obtained using succinate as respiratory substrate, a sit-
wation in which mitochondrial Ca®* uptake and retention are
maintained even in the presence of high concentrations of
rotenone. Moreover, using succinate as substrate rotenone
decreases by 70-80% mitochondrial ROS release and the pres-
ence of Ca’* seems only to decrease this inhibitory effect of
rotenone. In fact, the rate of H2O; detection in the presence
of rotenone and Ca®* was lower than in their absence [28].

Recently, Bardentos and Moraes [9] showed that a partial
inhibition of mitochondrial complex I activity is not enough
to explain neuronal cell death primarily by energy depriva-
tion. Moreover, partial inhibition of complex I, obtained ei-
ther by genetic modification of cell lines or rotenone treat-
ment, promotes cell death in a manner guantitatively
associated with increased free radical production, and not
with a decrease in respiratory chain function {9]. This is in
accordance with several reports showing an increased produc-
tion of mitochondrial ROS after brain mitochondrial complex
I inhibition {9.10,23.29]. A partial inhibition of respiratory
chain complex I may also cause a subliminal energy depriva-
tion that could increase the susceptibility of nigral neurons to
glutamate receptor-mediated cell death, ie. excitotoxicity
[15,16).

In conclusion, our results show that micromolar Ca?* con-
centrations induce oxidative stress in isolated brain mitochon-
dria when complex I is partially inhibited by rotenone. A low
grade excitotosicity, promoted predominantly by hyperstimu-
lation of N~-methyl-p-aspartate receptors, which mediated Na*
and Ca™ influx to the cytosol, has been proposed to play an
imporiant role in the neurcopathology of PD} [13,14]. Under
these conditions, Ca?t-stimulated mitochondrial ROS release
may participate as an important link between the partial mi-
tochondrial complex I inhibition and oxidative damage ob-
served in PD.
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