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Resumo 

Martins SA. Análise da mobilidade mitocondrial em cultura de células vivas do hipocampo, 

substância negra e locus coeruleos anterior à agregação proteica envolvida em 

neurodegeneração. [Dissertação]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de 

Medicina, 2013. 

 

A alteração do tráfego mitocondrial em neurônios leva ao aumento do estresse 

oxidativo, privação de energia, deficiência da comunicação intercelular e 

neurodegeneração. Há evidências de que essas alterações de tráfego antecedem a 

morte neuronal associada à agregação proteica. Portanto, conhecer a relação entre a 

mobilidade mitocondrial e a formação de agregados proteicos pode ser um passo 

importante para o melhor entendimento dos mecanismos da neurodegeneração. Com 

isso, o objetivo do presente estudo é analisar a mobilidade das mitocôndrias em 

culturas de células do hipocampo, substância negra e locus coeruleus expostas a 

rotenona e MPTP, como agentes neurodegenerativos, e à rapamicina como ativador 

da autofagia. Um outro objetivo do estudo é avaliar o papel do cálcio (através do 

emprego de EGTA e ionomicina) no modelo experimental. Os resultados mostraram 

aumento da mobilidade mitocondrial no hipocampo e diminuição na substância negra, 

já no locus coeruleus houve aumento seguido de diminuição da mobilidade 

mitocondrial dependendo da concentração de rotenona. O emprego do EGTA e 

ionomicina mostra que a ação da rotenona sobre o tráfego mitocondrial envolve o 

cálcio, mas não se relaciona com uma possível alteração da integridade mitocondrial, 

já que não foi observada alteração no potencial de membrana mitocondrial. Foram 

também realizados experimentos a fim de avaliar a mobilidade mitocondrial em modelo 

utilizando rapamicina para ativar a autofagia e MPTP como indutor da 

neurodegeneração em culturas de células, onde foi observado aumento da mobilidade 

no hipocampo e no locus coeruleus quando exposto a rapamicina e aumento da 

mobilidade mitocondrial em cultura de células do hipocampo exposto a MPTP já no 

locus coeruleus houve uma diminuição significativa da mobilidade mitocondrial. Os 

resultados permitem concluir que o tráfego mitocondrial está alterado antes da 

agregação proteica podendo contribuir com a neurodegeneração.  
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Abstract  

Martins SA. Analisys of mitochondrial mobility in living hippocampal, substantia nigra and locus 

coeruleos cells before protein aggregation involved in neurodegeneration. [dissertation]. Sao 

Paulo. University of Sao Paulo, Medicine School, 2013. 

 

Altered mitochondrial traffic in neurons can lead to increased oxidative stress, energy 

deprivation, impaired intercellular communication and neurodegeneration. There are 

evidences mitochondria disturbing precedes neuronal death associated with protein 

aggregation. Therefore, the study of mitochondrial traffic and protein aggregation can 

be an important step towards a better understanding of the mechanisms of 

neurodegeneration. Thus, the aim of this study is to analyze mitochondria mobility in 

cultured cells of the hippocampus, substantia nigra and locus coeruleus exposed to 

rotenone and MPTP, as neurodegeneration-promoting agents, and rapamycin to 

activate autophagy. The other objective of the study was to analyze the role of calcium 

(through EGTA and ionomycin) in the experimental model. The results showed 

increased and decreased mobility mitochondrial in cells from hippocampus and 

substantia nigra, respectively, while the locus coeruleus cell culture has increased 

followed by decreased mitochondrial mobility depending upon rotenone concentration. 

The use of EGTA and ionomycin showed that alteration of mitochondrial traffic is 

associated with calcium, however it is not related with changes in mitochondrial 

membrane potential. Additional experiments were also conducted to assess 

mitochondrial mobility in a model using rapamycin to activate autophagy and MPTP to 

induce neurodegeneration in cell cultures. The results of these experiments showed 

increased mitochondrial mobility in the hippocampus and locus coeruleus when 

exposed to rapamycin; while MPTP also increased mitochondria mobility in 

hippocampal cell cultures, but decreased it in locus coeruleus. Results suggest that 

mitochondrial traffic is altered before protein aggregation, which may contribute to 

neurodegeneration.  
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1. Introdução 
 

1.1. Idade e Neurodegeneração 

De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística, com base no 

Censo 2010 e estimativas realizadas em 2012 (IBGE, 2012), a proporção de pessoas 

acima de 65 anos aumentou de 4%, em 1980, para 7% em 2010, sendo que a 

projeção até 2030 revela aumento para aproximadamente 17% da população acima de 

65 anos. 

A expectativa média de vida da população brasileira hoje é de 68,6 anos, maior 

do que o observado na década de 90, em que a expectativa de vida era de 66,1 anos. 

Esse aumento na expectativa de vida e proporção da população idosa é reflexo do 

avanço no campo da saúde e redução das taxas de natalidade e de fecundidade. 

Esse incremento de pessoas idosas traz consequências econômicas e sociais 

importantes. Por exemplo, a incapacidade funcional é um problema comum entre os 

idosos, e afeta suas atividades de vida diária, com impacto negativo para as suas 

famílias e para o sistema de saúde, aumentando a necessidade de cuidados de apoio, 

cuidados de longa duração ou mesmo institucionalização, muitas vezes ligada à 

demência ou a outras doenças neurodegenerativas. 

Após as doenças cardíacas, as doenças neurodegenerativas especialmente as 

doenças de Alzheimer e de Parkinson são as mais comuns entre os idosos. Essas 

patologias são caracterizadas pela cronicidade, perda progressiva e simétrica de 

neurônios do sistema nervoso central, muitas vezes deixando o idoso incapaz de 

cumprir tarefas simples. 

A doença de Alzheimer é caracterizada por demência progressiva fatal que 

pode aparecer por volta dos 65 anos de idade, mas as formas genéticas podem ter 

início precoce (Hardy, 2004). As características das lesões são placas amiloides 

extracelulares, compostas por agregados de peptídeos beta amiloide e emaranhados 
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neurofibrilares intracelulares, que contêm acúmulos de formas hiperfosforiladas da 

proteína tau associada a neurofilamentos.  

A doença de Parkinson é caracterizada pelo distúrbio progressivo do controle 

motor que inclui tremores persistentes, bradicinesia e rigidez com sintomas 

emocionais e cognitivos (Dawson e Dawson, 2003). Assim como a doença de 

Alzheimer, a doença de Parkinson também pode aparecer por volta dos 65 anos de 

idade, sendo que as formas genéticas podem ter início precoce. A presença de corpos 

de Lewy na substância negra é uma das características da doença de Parkinson. 

Esses corpos de Lewy são inclusões citoplasmáticas eosinófilicas contendo depósitos 

da proteína alfa sinucleína juntamente com neurofilamentos, sinfilina-1, parkina dentre 

outros. A doença de Parkinson familiar pode ser causada por mutações genéticas na 

alfa sinucleína, parkina, Dj-1, PINK1e LRRK2, dentre outras (Sheng e Cai, 2012). 

Acredita-se que cerca de 3% da população com mais de 60 anos sejam 

acometidas por doenças neurodegenerativas, número que pode duplicar 

progressivamente a cada cinco anos atingindo 40% das pessoas com idade superior a 

84 anos (Herrera et al., 1998; Scazufca et al., 2002). 

Considerando o potencial mundial de envelhecimento populacional com o 

desenvolvimento socioeconômico, é importante que os estudos dos mecanismos que 

levam à neurodegeneração sejam encorajados para a melhora da qualidade de vida 

da população (Mayeux, 2003). 

 

1.2. Agregados proteicos e Neurodegeneração 

A formação de agregados proteicos ocorre naturalmente durante o 

envelhecimento os quais distribuem-se por todo o sistema nervoso central. Estes 

agregados podem estar relacionados à morte celular natural da senilidade e também a 

doenças neurodegenerativas como o mal de Alzheimer, doença de Parkinson, 
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Esclerose Lateral Amiotrófica, doença de Huntington e outras (revisto por Gibb e Lees, 

1988; Selkoe, 1989; Watanabe et al., 2001; Hardy e Selkoe, 2002; Bates, 2003). 

Alterações genéticas podem causar uma elevação na quantidade de proteína 

normal, mas mesmo na ausência de alterações genéticas, pode haver produção 

acelerada ou degradação deficiente das proteínas, sendo produto também do estresse 

ambiental (Ross e Poirier, 2005). Esses agregados proteicos podem ser formados por 

proteínas constitutivas as quais possuem função celular, entretanto ao formarem 

inclusões passam a causar citotoxidade (Stefani e Dobson, 2003; Vendruscolo et al., 

2003). Estas proteínas associadas às doenças neurodegenerativas são muito 

diversificadas nas suas sequências primárias, no entanto, quando agregadas, todos 

partilham uma estrutura terciária semelhante, que consiste de um arranjo ordenado de 

folhas β (Sunde et al., 1997; Luhrs et al., 2005). 

Os principais constituintes desses agregados são as proteínas tau 

hiperfosforilada e alfa-sinucleína, além do peptídeo beta-amiloide.  

Emaranhados neurofibrilares e filamentos helicoidais pareados contendo 

neurofilamentos e proteína tau hiperfosforilada são encontrados no citoplasma de 

neurônios em algumas situações neurodegenerativas, como por exemplo, a doença de 

Alzheimer na hipocampo e locus coeruleus. Sabe-se que a hiperfosforilação da Tau é 

um fator importante para a inibição do transporte das mitocôndrias e vesículas em 

geral (Ebneth et al., 1998; Bendiske et al., 2002), já que esta proteína estabiliza os 

microtúbulos do axônio e também participa do processo de transporte de vesículas e 

organelas para o terminal sináptico como ilustrado na figura 1(Billingsley e Kincaid, 

1997; Trinczek et al., 1999; Kamal et al., 2001). 
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Figura 1 . Ilustração representativa do transporte axonal, composto por microtúbulos e 

proteínas motoras (dineínas e cinesinas) que fazem o transporte das cargas em dois 

sentidos (retrógrado e anterógrado). A tau desempenha a função de estabilizar os 

microtúbulos, um papel importante na organização e dinâmica axonal. Em condições 

patológicas a hiperfosforilação da tau leva um desprendimento anormal da proteína 

tau do microtúbulo, o que resulta em disfunção da dinâmica dos microtúbulos e do 

transporte axonal. Modificado de Ballatore et al. (2012). 

 

A superexpressão de tau em linhagem celular de neuroblastoma (N2a e 

NB2a/d1), neurônios corticais primários e neurônios ganglionares da retina inibe 

seletivamente o transporte mitocondrial anterógrado mediado por cinesinas, fazendo 

com que o transporte mitocondrial retrógrado mediado por dineína fosse prevalente e 

promovendo o acúmulo das mitocôndrias no corpo celular em vez de se localizarem 

também nos processos neuronais (Stamer et al., 2002; Dubey et al., 2008; Stoothoff et 

al., 2009).  

Estudo de Trinczek e colaboradores (1999) sugere que a tau regula a interação 

das proteínas motoras (especialmente cinesinas) com os microtúbulos mas não a 

velocidade do transporte mitocondrial. Esta hipótese foi reforçada pelo mesmo grupo 

ao mostrarem que o aumento da ligação da tau aos microtúbulos compromete o 
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transporte mitocondrial em axônios e que a fosforilação da tau mediada por MARK 

(quinase que regula a afinidade de proteínas associadas aos microtúbulos – MAP – ao 

microtúbulo) poderia remover o excesso de obstáculos de tau na superfície dos 

microtúbulos desobstruindo o caminho para as proteínas motoras (Mandelkow et al., 

2004). 

Curiosamente, a diminuição da expressão de tau impede a deficiência no 

transporte axonal mediada por beta amiloide, indicando que a ação do peptídeo sobre 

o tráfego axonal depende da tau (Vossel et al., 2010). A ligação da tau aos 

microtúbulos pode interagir com as proteínas motoras a fim de regular a direção do 

tráfego axonal (Dixit et al., 2008). Assim, o distúrbio da distribuição de tau em axônios 

prejudicaria o transporte axonal, levando a neurodegeneração. 

Dentre muitos fatores envolvidos na doença de Alzheimer, destaca-se a 

presença do peptídeo beta amiloide que pode interagir com proteínas e lipídeos 

levando à neurodegeneração (Haass e Selkoe, 2007; Mohamed et al., 2011). Na 

doença de Alzheimer o peptídeo beta amiloide é clivado a partir da proteína percursora 

amiloide (APP) na membrana neuronal pelo complexo beta-secretase (Evin e 

Weidemann, 2002).  

Além disso, uma vez que os níveis de tau hiperfosforilada se elevem, as 

vesículas contendo APP são preferencialmente removidas da sinapse e passam a se 

acumular no corpo celular, já que o transporte anterógrado da APP é dependente de 

cinesina e tau. O maior tempo de residência da APP no corpo celular devido à lentidão 

do tráfego intracelular promovido pela deficiência da tau provoca formação tóxica de 

peptídeos beta-amiloides na rede trans-Golgi (Mandelkow et al., 2003).  

A alfa-sinucleína, cujo papel fisiológico é facilitar a neurotransmissão, é 

também uma das proteínas que constitui os agregados proteicos presentes nas 

doenças neurodegenerativas (Clayton e George, 1999; Chandra et al., 2005; 

Fountaine e Wade-Martins, 2007). Sua disfunção pode estar relacionada à deficiência 
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da comunicação e consequentemente à morte celular (Cooper et al., 2006). 

Interessantemente, Wersinger (2006a) demonstrou que os efeitos da alfa-sinucleína 

sobre o desbalanço da neurotransmissão dopaminérgica e noradrenérgica podem ser 

observados antes mesmo do aparecimento dos sintomas motores na doença de 

Parkinson, pelo desenvolvimento de doenças psíquicas, como a depressão, e 

problemas relacionados ao sono REM (movimentos rápidos dos olhos) o que levaria 

ao diagnóstico precoce da neurodegeneração. Tal deficiência contribui também para a 

geração de radicais livres o que pode acelerar a neurodegeneração de grupos 

específicos de neurônios.  

A alfa-sinucleína atua ainda sobre o componente pré-sináptico da 

neurotransmissão onde pode diminuir diretamente a disponibilidade de 

transportadores de monoaminas, de dopamina, serotonina e noradrenalina, além da 

melatonina causando a internalização destes transportadores (Dubocovich, 1984; 

Wersinger e Sidhu, 2003; Wersinger et al., 2006a; Wersinger et al., 2006b) 

Esta proteína é a principal constituinte dos corpos de Lewy que são inclusões 

insolúveis neuronais características de doenças neurodegenerativas como a doença 

de Parkinson, mas a alfa-sinucleína também está presente nos agregados 

extracelulares de proteína beta-amiloide em neurônios na doença de Alzheimer, 

células gliais comprometidas na atrofia sistêmica múltipla (revisto por Lantos e Papp, 

1994; Yoshida, 2007) e em astrócitos e células de Schwann na esclerose lateral 

amiotrófica. (Mezey et al., 1998). 

Os corpos de Lewy encontram-se distribuídos por todo o sistema nervoso 

central incluindo o hipotálamo, o núcleo basal de Meynert, substância negra, locus 

coeruleus, núcleo dorsal da rafe, núcleo motor dorsal do vago e núcleo intermédio 

lateral da medula espinhal (den Hartog Jager e Bethlem, 1960; Ohama e Ikuta, 1976; 

Oyanagi et al., 1990; Kakita et al., 1994; Wakabayashi e Takahashi, 1997), estando 

altamente relacionados ao desenvolvimento de doenças neurodegenerativas.  
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Ressalta-se que a presença das inclusões proteicas parece não ser a causa 

direta da morte neuronal sugerindo que a agregação proteica possa ser uma resposta 

secundária, por exemplo, à deficiência do transporte intracelular (Wakabayashi et al., 

2007). De fato, nosso grupo demonstrou recentemente que a expressão das proteínas 

motoras encontra-se alteradas em fases que antecedem a agregação proteica (Melo et 

al., 2012). 

Um dos primeiros núcleos afetados durante o curso das doenças 

neurodegenerativas é o locus coeruleus, pacientes com doença de Parkinson 

apresentam mortalidade de neurônios da ordem de 70% e presença de corpos de 

Lewy (Bertrand et al., 1997). Além disso, a redução de neurônios no locus coeruleus 

foi observada também paciente com doença de Alzheimer (Ohm et al., 1997).  

Os mecanismos subjacentes à neurodegeneração no locus coeruleus 

permanecem obscuros, entretanto o estresse oxidativo parece exercer um importante 

papel para os danos neurodegenerativos. A lesão oxidativa pode resultar de um 

desequilíbrio entre a formação de radicais livres e os mecanismos de defesa 

antioxidantes (Halliwell e Gutteridge, 1984). De fato, os estudos clínicos têm 

encontrado peroxidação lipídica elevada, redução nos sistemas de defesa 

antioxidantes e oxidação de proteínas no sistema nervoso central de pacientes 

acometidos por doenças neurodegenerativas (Lyras et al., 1997). 

Os neurônios dopaminérgicos da substância negra e noradrenérgicos do locus 

coeruleus possuem um alto índice de neuromelanina (Marsden, 1961; Zucca et al., 

2006), sendo inclusive responsável pela pigmentação da substância negra (Zecca et 

al., 2002). A neuromelanina funciona como antioxidante e quelante de metais 

(Fedorow et al., 2005; Li et al., 2005; Bohic et al., 2008), podendo ter função protetora 

nos neurônios dopaminérgicos da substância negra, os quais produzem grande 

quantidade de radicais livres devido à alta atividade metabólica (Double, 2012).  
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1.3. Tráfego mitocondrial e Neurodegeneração 

A comunicação celular é a base para o funcionamento correto dos sistemas 

biológicos. Essa transmissão da informação de uma célula para outra depende de 

fatores intracelulares que promovem o tráfego e ancoragem de organelas e vesículas 

contendo os mediadores da informação. No sistema nervoso central isso é ainda mais 

evidente dada à característica altamente polarizada das células desse tecido.  

Todas as organelas celulares são importantes para a viabilidade celular. No 

entanto, a função da mitocôndria para a manutenção celular é bastante estudada já 

que essas organelas são as fontes de energia e participam da regulação homeostática 

das células eucarióticas. Com isso, postula-se que a disfunção mitocondrial, incluindo 

seu tráfego, pode contribuir para a citotoxicidade, aumento do estresse oxidativo, 

privação de energia e a neurodegeneração. (revisto por Soane et al., 2007). 

As mitocôndrias são produzidas no corpo celular, transportadas para a periferia 

pelo transporte anterógrado, e retornam para o corpo celular por meio do transporte 

retrógrado onde ocorre a biogênese ou degradação da organela.  

Em sua membrana interna, as mitocôndrias possuem quatro complexos 

enzimáticos, denominados complexos I, II, III e IV, os quais estão envolvidos no 

transporte de elétrons e fosforilação oxidativa. Além disso, são organelas dinâmicas 

que constantemente se fundem umas com as outras e se dividem (sofrem fissão). A 

fusão é útil para misturar e unificar o compartimento mitocondrial enquanto que a 

fissão gera organelas funcionais e morfologicamente distintas (Cagalinec et al., 2013). 

Para tanto, a membrana da mitocôndria possui sítios de ligação que possibilitam seu 

transporte rápido, lento, anterógrado, retrógrado e ancoragem (Hollenbeck e Saxton, 

2005; Endo e Yamano, 2009).  

Especificamente as cinesinas KIF1B alfa e KIF5 estão associadas ao 

transporte anterógrado de mitocôndrias em neurônios de camundongos (Nangaku et 

al., 1994). Outra proteína específica de tráfego mitocondrial é a Milton que forma um 
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complexo associado à mitocôndria, através da proteína Miro e ao citoesqueleto para o 

movimento dessas organelas em direção ao terminal pré-sináptico (Stowers et al., 

2002). Milton é característica de Drosófilas; entretanto, em mamíferos, são 

encontradas as suas ortólogas GRIF-1 e OIP-106. Foi demonstrado que a diminuição 

da expressão dessas proteínas promove retardo do transporte anterógrado e 

anormalidade de distribuição das mitocôndrias em neurônios (Stowers et al., 2002; Cai 

et al., 2005), promovendo possível depleção de energia na sinapse. Essa possível 

depleção de energia pode levar ao inchaço mitocondrial e posteriormente impedi a 

desacetilação dos microtúbulos (Park et al 2013) 

As mitocôndrias ligam-se à dineína citoplasmática (dineína C1h1) e à dinactina 

quando do seu transporte retrógrado (Chevalier-Larsen e Holzbaur, 2006; Boldogh e 

Pon, 2007). A dinactina serve como molécula adaptadora da mitocôndria à dineína 

citoplasmática que se liga aos microtúbulos para o transporte da organela em direção 

ao corpo celular. 

Uma característica particular das mitocôndrias é que uma vez em seu local de 

ação elas permanecem por um tempo maior, o que indica um possível mecanismo de 

ancoragem dessas organelas no sítio de ação. As mitocôndrias ancoram-se em sítios 

específicos como na zona pré-sináptica, espinhos dendríticos, cone de crescimento e 

nodos de Ranvier. A ancoragem das mitocôndrias depende de sinais específicos como 

a presença de fatores neurotróficos, como por exemplo o NGF, ATP e cálcio que 

causam acúmulo preferencial dessas organelas (Chada e Hollenbeck, 2004; Reynolds 

e Rintoul, 2004). No entanto, nem todas essas proteínas importantes para a 

ancoragem das mitocôndrias estão bem caracterizadas. Kang e seus colaboradores 

(2008) demonstraram que a sintafilina participa do ancoramento das mitocôndrias 

aumentando sua disponibilidade pré-sináptica, sendo, portanto, importante para a 

neurotransmissão.  
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Além disso, o tráfego mitocondrial depende da concentração de cálcio 

intracelular, sendo que a mitocôndria ancora-se em regiões em que há maiores níveis 

de Ca2+ e ATP. Este mecanismo é regulado em parte pelas proteínas Miro-1 e Miro-2 

que se ancoram a proteínas de membrana mitocondrial (Kakita et al., 1994) e 

interagem com as proteínas motoras cinesina e dineína. A presença de dois cálcios 

ligados a motivos EF hands no domínio citosólico da miro (Fransson et al., 2003) 

confere a sensibilidade ao cálcio e modula a mobilidade mitocondrial (Saotome et al., 

2008). 

Outras proteínas da membrana mitocondrial também podem estar envolvidas 

diretamente com o tráfego da organela, por exemplo a PINK1 e a Parkina. É 

interessante notar que além da PINK1, novas proteínas foram encontradas como 

substrato da Parkina, como o FAF1 (fator 1 associado ao Fas) que é um modulador 

positivo para as doença de Parkinson (Sul et al., 2013). 

Pilling e colaboradores (2006) demonstraram que a deficiência do transporte 

retrógado de mitocôndrias promove o inchaço dos axônios, onde são formados sítios 

de autofagocitose de mitocôndrias senescentes que ficaram presas no axônio devido à 

falha do transporte retrógrado, um processo protetor desencadeado por sinais de 

morte celular e neurodegeneração. Após a formação dos agregados, o transporte 

intracelular é obviamente prejudicado pela barreira física a que o mecanismo de 

tráfego é sujeito. No entanto, a conformação intermediária dos filamentos (por ex., 

monômeros e dímeros) também pode ser tóxica para a célula, e não somente os 

agregados finais (Harrison et al., 2007), indicando a importância do estudo das fases 

iniciais da formação dos agregados, assim como os fatores que levam à agregação, o 

que ainda é pouco conhecido.  

Martin (2007) demonstrou que alterações no transporte de mitocôndrias 

aparecem antes dos sintomas clássicos das doenças neurodegenerativas e pode 

anteceder a morte neuronal associada à agregação proteica (Cataldo et al., 2000) o 
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que seria o primeiro fator importante para a degeneração celular indicando disfunção 

do transporte intracelular e efetividade da sinapse antes mesmo da formação das 

placas senis (Coyle et al., 1983; Schliebs e Arendt, 2006). Em modelos experimentais 

de doenças neurodegenerativas (empregando camundongos transgênicos) como as 

doenças de Alzheimer, Parkinson e esclerose lateral amiotrófica também parece haver 

deficiência no sistema de transporte de organelas e vesículas que antecede a 

formação de agregados insolúveis levando as células à morte (Mandelkow et al., 2003; 

Bronfman et al., 2007; Martin, 2007).  

O prejuízo do transporte intracelular também foi demonstrado na doença de 

Huntington onde a proteína huntintina mutante, primeiramente prejudica o transporte 

de mitocôndrias antes da ocorrência de agregados e morte neuronal (Orr et al., 2008; 

Li et al., 2009).  

Muito embora um evento causativo para a deficiência da sinapse no 

envelhecimento não possa ser definitivamente caracterizado devido aos múltiplos 

determinantes da fisiologia do envelhecimento encefálico, alguns experimentos 

demonstraram a importância da presença de mitocôndrias no terminal sináptico para a 

modulação/dinâmica da sinapse e neuroplasticidade sináptica (Bertoni-Freddari et al., 

2004; Bertoni-Freddari et al., 2007). 

 

1.3.1. Transporte, fissão e fusão mitocondrial 

A mobilidade mitocondrial bem como a dinâmica da maquinaria de fusão e 

fissão pode regular a forma, função e distribuição mitocondrial. Ambos são processos 

altamente críticos para a função das mitocôndrias e pode ser especialmente 

importante em neurônios (Chan, 2006). 

Ressalta-se que a correta orquestração do ciclo fissão/fusão mitocondrial 

parece ser importante na regulação da morte celular e mitofagia. A fissão mitocondrial 

favorece a remoção das mitocôndrias danificadas via mitofagia (Gomes et al., 2011) e 
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pode contribuir para a apoptose em condições de estresse celular (Suen et al., 2008), 

sendo que falha na dinâmica de fissão e fusão mitocondrial tem sido associada a 

várias doenças.  

Problemas relacionados à fissão mitocondrial podem afetar o tamanho da 

organela e prejudicar sua mobilidade. Drp1 é uma GTPase mitocondrial essencial para 

a fissão de membrana mitocondrial, além de necessária para o desenvolvimento 

embrionário do cérebro do rato e formação de sinapses entre os neurônios em cultura 

(Ishihara et al., 2009). Em culturas de neurônios do hipocampo, defeitos mediados por 

Drp1 resultam em fissão mitocondrial, acúmulo de mitocôndrias no corpo da célula e 

reduz a quantidade de mitocôndrias nos dendritos. A Drp1 também contribui para a 

distribuição das mitocôndrias perto de junções neuromusculares (Verstreken et al., 

2005).  

O aumento da expressão de proteínas Drp1 antagoniza os efeitos morfológicos 

da ausência de PINK1 em modelos de Drosophila (Poole et al., 2008; Yang et al., 

2008). A PINK1 é uma quinase e sua disfunção está associada a defeitos funcionais e 

morfológicos da mitocôndria, já que também participa do equilíbrio entre fusão e fissão 

mitocondrial. PINK1 está relacionada especialmente à fissão mitocondrial em vez de 

fusão (Exner et al., 2007; Dagda et al., 2009).  

Outra proteína envolvida na morfologia mitocondrial é a miro. Frederick e 

colaboradores (2004) demonstraram em leveduras que a supressão de GEM1 

(homologo – miro) também altera a morfologia mitocondrial, resultando no acúmulo de 

mitocôndrias colapsadas e globulares. Mutações que levam à perda de função da miro 

também diminui a mobilidade mitocondrial e provoca fragmentação da organela 

(Fransson et al., 2006; Saotome et al., 2008; Liu e Hajnoczky, 2009). Em contraste, a 

superexpressão de miro não só aumenta o movimento mitocondrial, mas também 

aumenta a fusão mitocondrial e o seu volume nos dendritos (Fransson et al., 2006; 

Saotome et al., 2008; Macaskill et al., 2009). 
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Além disso, o complexo motor retrógrado dineína/dinactina mostrou ter um 

papel na regulação da morfologia mitocondrial. O comprometimento da função da 

dineína aumenta a formação de estruturas mitocondriais altamente ramificadas, 

inclusive controlando o recrutamento de Drp1.   

O transporte mitocondrial ao longo de processos neuronais é particularmente 

importante para os eventos de fusão. Eliminação ou mutação do gene que codifica a 

proteína de fusão mitofusina 2 prejudica o transporte mitocondrial tanto anterógrado 

como retrógrado (Varadi et al., 2004) sugerindo que há associação entre a fusão e a 

maquinaria de transporte. Células com deficiência de fusão mitocondrial pela 

disfunção das mitofusinas (Mfn1 e Mfn2), apresentam sua mobilidade reduzida (Chen 

et al., 2003). Os neurônios motores derivados de camundongos transgênicos com 

mutação Mfn2 mostraram distribuição inadequada de mitocôndrias (Detmer et al., 

2008). Em camundongos knockout para a Mfn2, as mitocôndrias encontram-se 

fragmentadas e estão ausentes em neuritos longos ou ramificados, o que indica que a 

fusão também influencia o transporte e a distribuição mitocondrial.  

A huntintina é uma proteína acessória que também participa do tráfego 

bidirecional axonal. Especificamente com relação ao tráfego mitocondrial, a huntintina 

mutante prejudica o equilíbrio fissão-fusão mitocondrial, inibindo a fusão, o que sugere 

que a mutação pode também induzir a fragmentação mitocondrial indiretamente 

(Trushina et al., 2004; Chang et al., 2006).  

 

1.4. Rotenona como modelo de neurodegeneração 

A rotenona é um composto natural extraído a partir das raízes e do caule de 

diversas espécies de plantas e tem sido extensivamente utilizado como praguicida 

(Ravanel et al., 1984; Betarbet et al., 2000). 

Apesar de ter sido primeiramente relacionada ao desenvolvimento da doença 

de Parkinson, a rotenona é uma substância bastante interessante para o estudo dos 
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mecanismos que levam à agregação proteica intra- e extracelular em geral, incluindo-

se aqueles envolvidos em doenças neurodegenerativas não associadas ao 

Parkisonismo. 

A rotenona parece promover a agregação de α-sinucleína, tau e β-amiloide 

constitutivas, sendo vantajoso o uso deste composto no presente estudo já que se 

pretende desvendar os princípios de agregação de proteínas constitutivas, e não 

mutantes como ocorre na maioria dos estudos clássicos de neurodegeneração.  

A rotenona age primariamente sobre o complexo I mitocondrial de células em 

diversas áreas do sistema nervoso central, onde possui seus efeitos tóxicos, podendo 

inclusive levar a alterações da concentração de cálcio e de íons K+ no meio intracelular 

(Tai e Truong, 2002; Yang et al., 2005), ativação de astrócitos e células da microglia 

(Norazit et al., 2010), reação inflamatória (Hu et al., 2010; Pan-Montojo et al., 2010), 

excitotoxidade do glutamato (Wu e Johnson, 2009) e na mobilidade mitocondrial, no 

entanto não altera a integridade do potencial de membrana mitocondrial (Melo et al., 

2012).  

O efeito da rotenona na cadeia de transporte de elétrons pode causar um 

aumento de radicais livres de oxigênio, resultando em estresse oxidativo e levando à 

danos neuronais graves (Kotake e Ohta, 2003). 

Betarbet e colegas (2000) mostraram que a administração crônica de rotenona 

em ratos causou toxicidade para os neurônios dopaminérgicos do sistema nervoso 

central. Além disso, Bywood e Johson (2003) mostraram que 2h de incubação com 

rotenona na concentração de 3mM causou destruição dendrítica nos neurônios 

dopaminérgicos da substância negra em culturas organotípicas. 

A presença de agregados contendo alfa-sinucleína em inchaços neurais 

induzidos por rotenona impede o movimento das organelas como mitocôndrias e 

lisossomos, levando ao prejuízo celular. Entretanto, Trimmer e colaboradores (2004) 

demonstraram em um modelo hibrido de Parkinson esporádico criado através da 
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introdução de genes mitocondrial de pacientes com doença de Parkinson esporádico 

em células de neuroblastoma (SH-SY5Y) que carecem de DNA mitoncondrial, leva a 

deposição de alfa-sinucleína, o que reforça a hipótese de que a disfunção mitocondrial 

poderia levar à agregação proteica nas doenças neurodegenerativas.  

Borland e colaboradores (2008) demonstraram que doses baixas de rotenona 

eram capazes de interferir com a expressão gênica global em neurônios derivados de 

SH-SY5Y, desencadeando processos que os levam a morte. De fato temos observado 

em nossos estudos anteriores a alteração da expressão de RNAm das proteínas 

motoras antes da agregação proteica em cultura primária de neurônios expostas a 

baixas concentrações de rotenona (Melo et al., 2012).  

Além do complexo I mitocondrial, a rotenona também age diretamente sobre os 

microtúbulos causando sua despolimerização e potencializando a morte neuronal 

(Choi et al., 2011). Em neurônios dopaminérgicos a deficiência do tráfego axonal leva 

ao acúmulo de dopamina citosólica a qual está sujeita à oxidação, o que eleva as ROS 

e contribui com a morte neuronal (Hastings et al., 1996).  

Ainda com relação à neurotransmissão dopaminérgica, a rotenona parece 

também inibir e redistribuir o VMAT2 (transportador vesicular de monoaminas), bem 

como aumenta a dopamina citosólica em células SH-SY5Y (Watabe e Nakaki, 2008). 

Interessantemente, camundongos transgênicos que apresentam atividade do VMAT2 

têm diminuição do número vesículas de dopamina e desenvolvem degeneração 

dopaminérgica progressiva (Caudle et al., 2007).  

Em baixas concentrações (0,5nM-30nM) a rotenona causa degeneração dos 

neurônios dopaminérgicos (Gao et al., 2002; Ahmadi et al., 2003; Gao et al., 2003; 

Moon et al., 2005; Hajieva et al., 2009). Nas concentrações de 25nM a 30nM a 

rotenona inibe significativamente a atividade do complexo I, levando a diminuição letal 

no potencial de membrana mitocondrial (Greenamyre et al., 1999). Ahamadi et al 

(2003) relataram que a exposição a 30nM de rotenona durante 11 horas reduziu em 
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77%  o número de neurônios dopaminérgicos em comparação com apenas 27% do 

total das células, indicando que os neurônios dopaminérgicos são mais sensíveis à 

toxidade da rotenona.  

Notavelmente, Arnold et al. (2011) demonstraram que as taxas de fissão e 

fusão mitocondrial aumentaram no início da exposição crônica a rotenona, a qual foi 

invertida mais tarde. Em modelo celular exposto a rotenona, a inibição da fissão, 

protege contra a perda de neuritos, sugerindo que a disfunção na dinâmica 

mitocondrial pode estar relacionada com os primeiros mecanismos 

neurodegenerativos induzidos por rotenona.  

O modelo de tratamento com rotenona para a indução de agregados (Sherer et 

al., 2003; Hoglinger et al., 2005; Feng et al., 2006; Huang et al., 2009) utilizado no 

presente estudo é adequado, pois exposição crônica à droga induz formação de 

agregados proteicos contendo alfa-sinucleína, tau e beta-amiloide em células do 

hipocampo, substância negra, estriado e locus coeruleus (Chaves et al., 2010) e 

interfere com a expressão de RNAm e síntese de proteínas envolvidas no tráfego de 

mitocôndrias, a KIF1B e KIF5 (Melo et al., 2012). 

A relação entre a formação dos agregados proteicos e a progressão da morte 

neuronal, inclusive levando ao comprometimento de funções neurológicas, como 

ocorre em doenças neurodegenerativas, ainda não está bem estabelecida nos 

trabalhos que tratam os mecanismos de morte neuronal. Não se sabe se a formação 

de agregados é a causa primária da degeneração ou uma consequência de disfunções 

neuronais que levam à morte neuronal. Neste sentido, o estudo do tráfego de 

mitocôndrias pode ser bastante elucidativo na compreensão dos mecanismos que 

levam à agregação de proteínas constitutivas, já que a dinâmica mitocondrial parece 

estar alterada em doenças neurodegenerativas como a doença de Parkinson (Van 

Laar e Berman, 2009).  
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Desta forma, conhecer a relação entre a mobilidade mitocondrial e a formação 

de agregados proteicos é um passo importante para o melhor entendimento dos 

mecanismos da neurodegeneração, sua possível terapia reversiva e até mesmo para a 

prevenção da morte neuronal, uma vez que os primeiros sintomas relacionados ao 

mau funcionamento da comunicação celular sejam identificados precocemente.  

 

1.5. MPTP (1-metill-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropirid ina) e neurodegeneração. 

Em 1970, um grupo de dependentes químicos fizeram uso de MPTP 

intravenosa e algumas semanas depois desenvolveram sintomas da doença de 

Parkinson, a partir de então pesquisas começaram a investigar os mecanismos dessa 

droga (Langston et al., 1983). Nicklas e colaboradores (1985) mostraram a atividade 

metabólica do MPTP sobre a mitocôndria, especialmente do seu metabólito MPP+ que 

inibe o complexo I da cadeia de transporte de elétrons responsável pela produção de 

energia (Parker et al., 1994). 

Uma vez que a deficiência do complexo I mitocondrial foi provada ser um fator 

importante na neurodegeneração (Betarbet et al., 2000) e os sintomas parkisonianos 

foram observados, o inibidor do complexo I mitocondrial MPTP tem sido amplamente 

utilizado em modelos animais (Langston et al., 1999). 

A capacidade do MPTP causar parkinsonismo em seres humanos tem sido um 

impulso importante para a sua utilização como uma neurotoxina para estudar a 

patogênese da doença de Parkinson (Jackson-Lewis e Przedborski, 2007).  

O MPTP atravessa rapidamente a barreira hematoencefálica bem como as 

membranas celulares, é metabolizada pela MAO-B glial, sofre auto-oxidação até a 

formação do cátion tóxico final MPP+ (1-metil-4-fenilpiridina). 

Estudos dos mecanismos patológicos identificaram o envolvimento da 

neurodegeneração induzido por MPTP em ratos levando a disfunção mitocondrial, 

estresse oxidativo, ativação dos mecanismos de apoptose celular e excitotoxicidade 
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glutamatérgica (Prediger et al., 2011). Embora se aceite que o principal alvo da 

neurotoxidade do MPP+ seja a inibição complexo I, foram propostos mecanismos 

alternativos, incluindo a despolimerização dos microtúbulos, o dano oxidativo e 

inibição da glicólise (Mazzio et al., 2003; Cappelletti et al., 2005).  

No entanto, o modelo de MPTP não consegue abarcar a grande variedade de 

deficiências motoras observadas em pacientes com doença de Parkinson, por 

exemplo não há relatos da agregação proteica neste modelo (Beal, 2001).  

Considerando então a ausência de agregados proteicos em modelos com 

MPTP, e que a rotenona promove a agregação proteica dependendo da concentração, 

a análise da mobilidade mitocondrial nestes dois modelos será interessante para o 

melhor entendimento da relação entre agregados proteicos e a mobilidade 

mitocondrial nas doenças neurodegenerativas. 

 

1.6. Autofagia  

O sistema proteossomal e a via lisossomal são os mecanismos celulares que 

removem proteínas deformadas e agregadas. Disfunções em ambos mecanismos 

estão associados às doenças neurodegenerativas (Pan et al., 2008).  

A rotenona inibe o sistema proteossomal pela disfunção mitocondrial, estresse 

oxidativo, aumento de oxido nítrico e, a longo prazo, também pelo aumento das 

proteínas a serem degradadas (Chou et al., 2010). 

O sistema ubiquitina-proteossomo é uma via altamente conservada que 

remove da célula as proteínas não funcionais, danificadas e/ou malformadas. No 

entanto, quando a capacidade do proteossomo é prejudicada, proteínas deformadas 

não podem ser degradadas e se acumulam no agregossomo, um corpo de inclusão 

localizado na proximidade do centro organizador de microtúbulos (MTOC).  

Esses agregossomos, entretanto, podem ativar a autofagia seletiva de 

agregados proteicos envolvendo as ações orquestradas de p62/sqstm1, NBR1 
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(proteína que reconhece especificamente agregados), LC3 (proteína associada ao 

microtúbulo 1 de cadeia leve 3) ULK1 e HDAC6 (histona deacetilase 6) (Bjorkoy et al., 

2005; Komatsu et al., 2007). 

A p62 é uma proteína multifuncional que abriga vários domínios de interação 

proteína-proteína que medeiam o recrutamento dos autofagossomos via interação com 

LC3 (Kabeya et al., 2000; Pankiv et al., 2007) bem como favorece a interação com a 

HDAC6 (Ouyang et al., 2012).  

A HDAC6 associa-se ao microtúbulo e às proteínas motoras do tráfego 

retrógrado (dineínas) para transportar proteínas malformadas ao longo dos 

microtúbulos ao agregossomo (Furuta et al., 2003). Deficiência de HDAC6 pode 

resultar no acúmulo de proteínas agregadas e em neurodegeneração, enquanto que a 

presença de HDAC6 confere neuroproteção, facilitando a degradação autofágica de 

agregados de proteínas tóxicas (Kawaguchi et al., 2003; Olzmann et al., 2007).  

A HDAC6 é uma enzima predominantemente citoplasmática que está envolvida 

em muitos processos celulares, incluindo também a migração e interação celular 

(Valenzuela-Fernandez et al., 2008). A tubulina é o substrato principal da HDAC6, 

sendo que a inibição da HDAC6 pode aumentar a acetilação da tubulina, tanto in vitro 

quanto in vivo (Hubbert et al., 2002; Zhang et al., 2003), redução na acetilação dos 

microtúbulos e falha do transporte intracelular são considerados como eventos 

patogênicos primários na progressão da doença de Alzheimer (Hempen e Brion, 

1996).  

As proteínas PINK1 e parkina são fatores que atuam em uma via comum para 

promover degradação autofágica seletiva de mitocôndrias danificadas (mitofagia). A 

PINK1 é uma quinase encontrada no citosol e na membrana mitocondrial onde ativa a 

parkina que é uma E3 ligase e sinaliza as mitocôndrias para sua degradação através 

da ligação de ubiquitinas (Wang et al., 2011). Além disso, a parkina é responsável pela 
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regulação do NRF1 (fator nuclear respiratório) formando um complexo com o PCG-1 

alfa que estão envolvidos na biogênese mitocondrial (Kuroda et al., 2006).  

Interessantemente, a parkina interage com a SUMO-1 e conduz a um aumento 

na atividade da ubiquitina ligase (Um e Chung, 2006). A SUMOilação, é um processo 

enzimático pós-traducional que envolve a ligação covalente de uma proteína chamada 

SUMO (proteína tipo ubiquitina) ao substrato. Embora a sequência primária da SUMO 

seja diferente da ubiquitina, suas estruturas tridimensionais são semelhantes. 

Os corpos de Lewy são inclusões imunorreativas para SUMO-1 e a alfa-

sinucleína (Dorval e Fraser, 2006). Além disso, a inibição da degradação da proteína 

tau pelo proteossoma aumenta sua ubiquitinação e reduz a sua SUMOilação (Dorval e 

Fraser, 2006) relevando a existência de uma regulação fina entre estas duas 

modificações pos-transducionais para manter a estabilidade da tau.  

A rapamicina inibe a atividade da mTOR (alvo da rapamicina em mamíferos), 

promovendo o estímulo da autofagia. Estudos anteriores demonstraram que a 

rapamicina exerce efeitos neuroprotetores em vários modelos animais de doenças 

neurodegenerativas, incluindo o tratamento com rotenona, através do estímulo da 

autofagia (Qin et al., 2003; Ravikumar et al., 2004; Berger et al., 2006).  

Publicações mais recentes têm mostrado que a rapamicina pode estender a 

expectativa de vida implicando no potencial papel da rapamicina no tratamento e 

prevenção de doenças relacionadas com a idade, visando a mTOR (Harrison et al., 

2009).  

A rapamicina levou a diminuição do acúmulo de proteínas ubiquitinadas de alto 

peso molecular, redução dos níveis de citocromo c na fração citosólica e diminuição 

dos níveis de citocromo oxidase marcador da subunidade IV (complexo IV) na fração 

mitocondrial em modelo celular de neurodegeneração utilizando rotenona, sugerindo 

que a inibição da autofagia por rapamicina pode representar uma estratégia 

terapêutica molecular para doenças neurodegenerativas (Pan et al., 2009).  
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2. Objetivos 
 

Considerando a possibilidade da formação dos agregados ser decorrente de 

uma possível disfunção celular, a proposta do presente estudo é de avaliar a 

mobilidade de mitocôndrias e analisar a integridade do potencial de membrana 

mitocondrial nas fases que antecedem a formação dos agregados proteicos 

característicos do encéfalo senil contribuindo para o entendimento da 

neurodegeneração associada ao envelhecimento ou a doenças neurodegenerativas 

associadas à deposição proteica. 

Desta forma, células cultivadas do hipocampo, substância negra e locus 

coeruleus serão anlisadas com os objetivos específicos que seguem:  

• Analisar a mobilidade das mitocôndrias antes e durante a formação dos 

agregados proteicos; 

• Verificar a relação do tráfego mitocondrial e a integridade mitocondrial pelo 

potencial de membrana mitocondrial; 

• Analisar o papel do cálcio sobre a mobilidade mitocondrial;  

• Avaliar o tráfego mitocondrial após exposição ao MPTP como modelo de 

neurodegeneração não associado à agregação proteica 

• Analisar o efeito do tratamento com rapamicina sobre o tráfego mitocondrial em 

células expostas a concentrações de rotenona suficientes para estimular a 

agregação proteica. 
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3. Material e Métodos 
 
3.1. Animais 

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) da linhagem Lewis, adquiridos do 

Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da Universidade de 

Campinas e criados no Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do Instituto de 

Biociências da Universidade de São Paulo. Esta linhagem foi escolhida por ser 

suscetível à agregação de proteínas constitutivas após tratamento com rotenona 

(Cannon et al., 2009). Os experimentos propostos estão em conformidade com todos 

os aspectos éticos de experimentação animal recomendados pelo COBEA foram 

aprovados pelo comitê de ética em experimentação animal do Instituto de Biociências 

(protocolo 144/2011) e da Faculdade de Medicina (Projeto 450/11) da USP. 

 

3.2. Cultura de células do mesencéfalo, hipocampo e  ponte 

Para a cultura de células, a metodologia empregada foi uma modificação da 

descrita por Kivell e colaboradores (2001). Resumidamente, os encéfalos (n=20, por 

cultura) de ratos neonatos foram removidos para a retirada da porção ventral do 

mesencéfalo (contendo a substância negra), da porção dorsal da ponte (contendo o 

locus coeruleus) e o hipocampo que foram colocados em placa de petri estéril com 

solução fisiológica gelada contendo NaCl, KCl, KH2PO4, MgSO4, NaHCO3, glicose e 

água Milli Q, pH 7,2 ajustado com HCl.  

O tronco encefálico foi separado do cérebro com auxílio de um estilete. Os dois 

hemisférios do cérebro foram separados com uma pinça, possibilitando a retirada do 

hipocampo. Uma fatia de aproximadamente 2 mm foi retirada do mesencéfalo a fim de 

isolar a porção ventrolateral que contém a substância negra. Para finalizar, também foi 

feita uma fatia de aproximadamente 2 mm do tronco encefálico para a retirada da 

porção dorsomedial contendo o locus coeruleus conforme ilustrado na figura 2. 



 

 

23

C 

LC LC 

1mm 

B 

SN SN 

1mm 

HP 
A 

1mm 

Figura 2 . Ilustrações representativas de secções do encéfalo de rato neonato 

contendo as regiões dissecadas para a cultura de células (quadro azul). (A) 

hipocampo (HP), (B) região ventrolateral do mesencéfalo contendo a substância negra 

(SN), (C) região dorsomedial da ponte contendo o locus coeruleus (LC). Esquemas 

modificados do atlas de Altman e Bayer (1995). 
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Em seguida, as células mesencefálicas, hipocampais e pontinas foram 

dissociadas mecanicamente e quimicamente com Tripsina (0,006/ml Sigma), 

suspensas em meio de cultura Neurobasal A (Invitrogen) suplementado com l-

glutamina (250µM, Sigma), glutamax (25µM, Gibco), complexo B27 (2%, Invitrogen) e 

gentamicina (40mg/l, Invitrogen), e plaqueadas, separadamente, na concentração de 

1800 células/mm2, em placas de culturas com fundo de vidro, apropriadas para a 

microscopia confocal previamente tratadas com poli-D-lisina 10µg/ml (Sigma)  

As células permaneceram em cultura durante 9 dias tendo o meio trocado após 

3 horas do plaqueamento e a cada 3 dias. 

 

3.3. Caracterização da cultura de células por imuno citoquímica 

A quantificação do número de neurônios em relação às células totais presentes 

nas culturas de células do hipocampo, substância negra e locus coeruleus foi feita por 

imunocitoquímica utilizando-se anticorpo anti-MAP2 (específico para a proteína 

associada ao microtúbulo neuronal) e a marcação de todos os núcleos celulares com o 

DAPI (que se intercala ao DNA).  

Para tanto, as células foram lavadas por 5 minutos com PBS gelado e fixadas 

com uma solução contendo metanol e acetona (1:1) durante 10 minutos à -20ºC e 

então lavadas novamente 3 vezes com PBS gelado. Após a fixação as células foram 

permeabilizadas com PBS contendo 0,2% de triton durante 30 minutos e bloqueadas 

também por 30 minutos com soro de cabra (NGS) a 2%, albumina bovina (BSAErro! 

Indicador não definido. ) a 4% em PBS com triton a 0,2% a fim de se evitar ligações 

não específicas dos anticorpos.  

As células foram então incubadas com o anticorpo primário anti-MAP2 (Sigma) 

na concentração de 1:4000 diluído em solução de PBS contendo 1% NGS, 2% BSA e 

0,2% triton, durante a noite à 4ºC. Em seguida, as células foram lavadas 3 vezes com 

PBS gelado por 5 minutos cada, e incubadas com o anticorpo secundário anti-
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camundongo (1:120) conjugado à molécula fluorescente FITC, diluído na mesma 

solução do anticorpo primário, durante 45 minutos à temperatura ambiente e protegido 

da luz.  

Após a incubação com o anticorpo secundário, as placas foram lavadas 3 

vezes com PBS gelado por 5 minutos cada em ambiente escuro e montadas 

adicionando 2 gotas do meio de montagem contendo DAPI (4´,6-diamidino-2-

phenylindole) (Vector laboratories) cuja função é marcar os núcleos de todas células 

em azul.  

As células foram então analisadas em microscópio de fluorescência (Zeiss) 

equipado com filtros para visualização do FITC (emissão de 520nm, verde) e do DAPI 

(emissão 460nm, azul). A quantificação foi feita comparando imagens digitais tiradas 

de um mesmo campo com os diferentes filtros usando o programa Power Point 

(Microsoft). O cálculo das porcentagens de neurônios em relação às células totais foi 

feita com a contagem das células que apresentavam a marcação para a MAP2 e DAPI 

(consideradas neurônios) e comparadas com a quantidade de células marcadas 

somente com DAPI (consideradas células da glia) como exemplificado na Figura 3. 
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Figura 3 . Imagens digitais representativas do modo de quantificação do número de 

células imunopositivas ao MAP2 (neurônios). (A) células imunopositivas para MAP2. 

(B) núcleo das células marcadas pelo DAPI. (C) máscara feita sobre células neuronais. 

(D) sobreposição da máscara gerada em C sobre a imagem dos núcleos para a 

contagem. As setas indicam células consideradas neuronais, e as cabeças de setas 

ilustram núcleos de células não neuronais. A porcentagem de neurônios foi calculada 

contando-se o número de células imunopositivas à MAP2 em relação às células totais.  

  

C D 

B A 
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3.4. Tratamento com rotenona e MPTP das células em cultura 

Após 9 dias de cultivo as células foram expostas a 0,1nM, 0,3nM, 0,5nM e 1nM 

de rotenona por 24h e 48h ou MPTP a 0,5µM por 24h e 48h para a analisar a 

mobilidade mitocondrial. Estas concentrações de rotenona foram ajustadas para que 

se estudasse o tráfego das mitocôndrias antes e durante a agregação proteica.  

Experimentos anteriores do laboratório verificaram a formação de agregados 

proteicos contendo beta-amiloide, alfa-sinucleína e tau hiperfosforilada em culturas de 

células do hipocampo, substância negra e locus coeruleus após exposição à rotenona 

por 48 horas nas concentrações de 0,5nM e 1nM (Chaves et al., 2010). Além disso, 

demonstramos recentemente que as proteínas motoras de mitocôndrias também 

encontram-se alteradas em cultura de células expostas a rotenona, mas anterior à 

formação dos agregados proteicos  (Melo et al., 2012).  

A rotenona e o MPTP foram diluídos com meio de cultura até as concentrações 

de interesse. Para o controle, as células foram incubadas com DMSO diluído em meio 

de cultura (concentração final menor que 0,001%) que foi aplicado sobre as células. 

Após o tempo destinado ao tratamento (24h ou 48h) as células foram lavadas e 

submetidas às análises subsequentes da mobilidade mitocondrial usando a sonda 

fluorescente Mitotracker bem como envolveram também tratamento com EGTA. 

 

3.5. Tratamento com EGTA e ionomicina das células e m cultura 

A fim de explorar melhor o mecanismo de tráfego mitocondrial associado ao 

cálcio as células foram expostas a EGTA cuja principal função é quelar o cálcio do 

meio extracelular, diminuindo o influxo para o meio intracelular ou com ionomicina cuja 

sua função é aumentar o cálcio intracelular.  

Para uma segunda análise sobre a influência do cálcio nos mecanismos 

desencadeados pela rotenona, as culturas de células do hipocampo e substância 

negra foram tratadas com EGTA ou ionomicina. As culturas de células foram expostas 
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a EGTA na concentração 2µM foi diluído em meio de cultura  por aproximadamente 30 

minutos após serem expostas a rotenona a fim de analisar a influência do cálcio na 

mobilidade mitocondrial. Já a ionomicina foi utilizado nas concentrações de 0,7µM e 

2,0µM diluídos em meio de cultura no momento da analise após a exposição à 

rotenona por 48h. 

 

3.6. Marcação das mitocôndrias 

As mitocôndrias foram marcadas com MitoTracker® Green FM (Invitrogen) em 

meio de cultura para visualização em microscopia confocal. Para tanto, a solução de 

MitoTracker foi preparada dissolvendo o corante liofilizado em DMSO a fim de obter o 

estoque a 1mM, segundo recomendação do fabricante. Esta solução foi mantida em 

ambiente protegido da luz e a -20ºC. A solução de uso foi preparada a partir do 

estoque até a concentração de 30nM diluída em meio de cultura. Estas concentrações 

da sonda fluorescente não interferem o potencial de membrana da mitocôndria 

(Buckman et al., 2001). Após o tempo destinado à exposição à rotenona as células 

foram incubadas por 30 minutos com MitoTracker Green sendo então lavadas 1 vez 

com meio de cultura e imediatamente visualizadas. 

As mitocôndrias com potencial de membrana intacto foram marcadas com a 

sonda específica Mitotracker Orange CMTMRos (Invitrogen) em meio de cultura para 

visualização em microscopia confocal, exatamente como descrito previamente para o 

MitoTracker Green FM. 

 

3.7. Visualização e análise da mobilidade mitocondr ial 

Após o tempo de incubação com MitoTracker as células foram imediatamente 

visualizadas em microscópio confocal para análise da mobilidade mitocondrial em 

células vivas.  



 

 

29

A mobilidade mitocondrial foi analisada em microscopia confocal Zeiss LSM 

510 Meta/UV com microscópio Axiovert 200, invertido, motorizado (equipamento 

multiusuário do Instituto de Biociências alocado no departamento de fisiologia), 

utilizando objetiva de 63x. O comprimento de onda para excitação do MitoTracker 

Green FM foi 490nm e para o Orange CMTMRos foi 554nm.  

As mitocôndrias foram identificadas pela morfologia, posição, intensidade da 

marcação e padrão de movimentação. Esta análise foi realizada em 3 campos 

aleatórios, sendo que o experimento foi repetido 3 vezes com culturas diferentes e 

regiões diferentes. Foram capturadas 30 imagens por campo a intervalos fixos de 12 

segundos.  

A quantidade e mobilidade das mitocôndrias marcadas com Mitotracker Green 

FM ou MitoTracker Orange CMTRos foi estimada utilizando o programa ImageJ (NIH) 

associado ao plugin Difference Tracker (Babraham Institute, Cambridge, UK). A 

ferramenta Diference filter do plugin Difference Tracker identifica e extrai as partículas 

móveis das imagens seriadas bem como relaciona com o número total de partículas 

por 1000 pixels. 

 

3.8. Análise dos resultados 

Os resultados foram avaliados por análise de variância de uma via (ANOVA). A 

estatística foi feita usando o programa Graph Pad Prism para Windows (versão 4.03, 

21 de janeiro de 2005, GraphPad Software, San Diego, Califórnia, USA), foi adotado o 

nível de significância de 5%. Todos os experimentos foram realizados com no mínimo 

3 placas de culturas realizadas em dias diferentes. De cada placa foram quantificados 

3 campos diferentes. 
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4. Resultados 
 

4.1. Porcentagem de neurônios existentes nas cultur as de células do 

hipocampo, substância negra e locus coeruleus 

A quantificação da porcentagem de neurônios em relação às células totais 

revelou que aproximadamente 50% das células presentes nas culturas de células do 

hipocampo, substância negra e locus coeruleus são neurônios. O que indica condições 

ideais para o estudo.  

 

4.2. Mobilidade mitocondrial em cultura de células de hipocampo 

A mobilidade mitocondrial diminuiu em culturas de células do hipocampo 

tratadas com rotenona 1nM por 24h. No entanto, após 48h de incubação com rotenona 

0,1nM e 0,3nM houve aumento significativo da mobilidade mitocondrial quando 

comparado com o DMSO (controle) (Figura 4). A figura 5 exemplifica a marcação das 

mitocôndrias em cultura de células do hipocampo.  

Em uma análise adicional dos dados, foi verificado que a mobilidade 

mitocondrial está aumentada em células expostas à rotenona durante 48h quando 

comparadas àquelas expostas durante 24 horas (figura 6). 
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Figura 4 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células do hipocampo 

tratadas com rotenona 0,1nM; 0,3nM; 0,5nM e 1nM ou DMSO como controle por 24h e 

48h. Os resultados são apresentados como média ± S.D. de acordo com ANOVA de 

uma via seguido do pós-teste de Tukey, *p<0,05 comparado com o DMSO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Imagem digital de cultura de células do hipocampo ilustrando a marcação de 

algumas mitocôndrias consideradas nas análises (setas).  
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Mobilidade mitocondrial em cultura de células do hi pocampo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células do hipocampo 

tratadas por 24h e 48h com rotenona 0,1nM; 0,3nM; 0,5nM; 1nM ou DMSO como 

controle. Os resultados são apresentados como média ± S.D. de acordo com ANOVA 

de duas via seguido do pós-teste de Bonferroni, *p<0,05 comparado com o grupo 24h 

mesma condição experimental. 

 

4.3. Mobilidade mitocondrial em cultura de células da substância negra 

O tratamento com rotenona durante 24 horas não alterou a mobilidade 

mitocondrial em células da substância negra. Já as concentrações de 0,1nM e 0,5nM 

de rotenona após 48 horas de incubação promoveram diminuição da mobilidade 

mitocondrial quando comparado com as células expostas ao DMSO (Figura 7). A 

figura 8 é uma imagem digital representativa para ilustrar o padrão de marcação das 

mitocôndrias. 

As culturas de células da substância negra tratadas com rotenona por 48h 

quando comparadas com culturas de células tratadas por 24h, não apresentam 

alteração da mobilidade mitocondrial como observado na figura 9.  
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Figura 7 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células da substância 

negra tratadas com rotenona 0,1nM; 0,3nM; 0,5nM ou DMSO como controle por 24h e 

48h. Os resultados são apresentados como média ± S.D. de acordo com ANOVA de 

uma via seguido do pós-teste de Tukey, *p<0,05 comparado com o DMSO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Imagem digital de cultura de células da substância negra ilustrando algumas 

mitocôndrias consideradas para as análises (setas).  
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 Mobilidade mitocondrial em cultura de células da su bstância negra 

 

  

Figura 9 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células da substância 

negra tratadas por 24h e 48h com rotenona 0,1nM; 0,3nM; 0,5nM ou DMSO como 

controle. Os resultados são apresentados como média ± S.D. de acordo com ANOVA 

de duas via seguido do pós-teste de Bonferroni. 

 

4.4. Mobilidade mitocondrial em cultura de células do locus coeruleus 

Exposição à rotenona nas concentrações 0,1nM e 0,3nM por 24h não alterou 

significativamente a mobilidade mitocondrial em culturas de células do locus 

coeruleus. Após 48 horas de exposição à rotenona, a mobilidade mitocondrial 

aumentou na concentração de 0,1nM e diminuiu com a concentração de 0,3nM 

comparado com células do locus coeruleus expostas ao DMSO (Figura 10). A figura 

11 é uma imagem digital representativa para ilustrar o padrão de marcação das 

mitocôndrias das células do locus coeruleus. 

Comparando-se a resposta entre os períodos de 24h e 48h de exposição à 

rotenona, notou-se aumento da mobilidade mitocondrial na concentração de 0,1nM e 

diminuição significativa na concentração 0,3nM (Figura 12). 
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Figura 10 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células do locus 

coeruleus tratadas com rotenona 0,1nM; 0,3nM; 0,5nM ou DMSO como controle por 

24h e 48h. Os resultados são apresentados como média ± S.D. de acordo com 

ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey, *p<0,05 comparado com o DMSO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11 . Imagem digital de cultura de células do locus coeruleus ilustrando algumas 

mitocôndrias consideradas para as análises (setas)  
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Mobilidade mitocondrial em cultura de células do lo cus coeruleus 

 

 

 

Figura 12 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células do locus 

coeruleus tratadas por 24h e 48h com rotenona 0,1nM; 0,3nM; 0,5nM ou DMSO como 

controle. Os resultados são apresentados como média ± S.D. de acordo com ANOVA 

de duas via seguido do pós-teste de Bonferroni, *p<0,05 comparado com o grupo 24h 

mesma condição experimental. 

 

4.5. Número de mitocôndrias com potencial de membra na intacto 

As culturas de células do hipocampo, substância negra e locus coeruleus 

tratadas com rotenona nas concentrações 0,1nM, 0,3nM e 0,5nM não mostraram 

alteração no número de mitocôndrias com potencial de membrana mitocondrial intacto 

(Figuras 13, 14 e 15). Podemos então sugerir que a alteração da mobilidade 

mitocondrial não se relaciona com alteração no potencial de membrana mitocondrial, 

sugerindo também que não há déficit energético (geração de ATP) que pudesse 

influenciar o desempenho das proteínas motoras. 
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Figura 13 . Número de mitocôndrias com potencial de membrana mitocondrial intacto 

em cultura de células do hipocampo tratadas com DMSO (controle); 0,1nM; 0,3nM ou 

0,5nM de rotenona por 48h. Os resultados são apresentados como média ± S.D. de 

acordo com ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 . Número de mitocôndrias com potencial de membrana mitocondrial intacto 

em cultura de células da substância negra tratadas com DMSO (controle); 0,1nM; 

0,3nM ou 0,5nM de rotenona por 48h. Os resultados são apresentados como média ± 

S.D. de acordo com ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey. 
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Figura 15 . Número de mitocôndrias com potencial de membrana mitocondrial intacto 

em cultura de células do locus coeruleus tratadas com DMSO (controle); 0,1nM; 0,3nM 

ou 0,5nM de rotenona por 48h. Os resultados são apresentados como média ± S.D. de 

acordo com ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey. 
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Figura 16 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em células do hipocampo na 

ausência (0) e presença de EGTA (2µM) durante 10, 20 e 30 minutos. Os resultados 

são apresentados como média ± S.D. de acordo com ANOVA de uma via seguido do 

pós-teste de Tukey, *p<0,05 comparado com a situação sem EGTA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17.  Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células do hipocampo 

tratadas por 48h com DMSO (controle) ou rotenona 0,3nM e 0,5nM seguidas de 

exposição a 2µM de EGTA por 30 minutos. Os resultados são apresentados como 

média ± S.D. de acordo com ANOVA de duas via seguido do pós-teste de Bonferroni, 

*p<0,05 comparado com a situação sem EGTA.   
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Para então avaliar se a diminuição da mobilidade mitocondrial na substância 

negra estava relacionada ao aumento de cálcio intracelular e se isso seria revertido 

pela depleção do cálcio, as culturas de células da substância negra tratadas com 

rotenona nas concentrações de 0,1 e 0,3nM por 48h foram então tratadas com EGTA 

por 30 minutos. Os resultados revelaram aumento na mobilidade mitocondrial em 

todas as situações experimentais e no controle (Figura 18).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células da substância 

negra tratadas por 48h com DMSO (controle) ou rotenona 0,1nM e 0,3nM seguidas de 

exposição a 2µM de EGTA por 30 minutos. Os resultados são apresentados como 

média ± S.D. de acordo com ANOVA de duas via seguido do pós-teste de Bonferroni, 

*p<0,05 comparado com a situação sem EGTA. 
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A cultura de célula do locus coeruleus exposta a rotenona na concentração de 

0,3nM também mostrou uma diminuição na mobilidade mitocondrial, mas após o 

tratamento com EGTA houve um aumento significativo na mobilidade mitocondrial na 

situação controle e após a exposição à rotenona (Figura 19), o que novamente mostra 

o envolvimento do cálcio na mobilidade mitocondrial quando na presença de rotenona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células do locus 

coeruleus tratadas por 48h com DMSO (controle) ou rotenona 0,3nM seguidas de 

exposição a 2µM de EGTA por 30 minutos. Os resultados são apresentados como 

média ± S.D. de acordo com ANOVA de duas via seguido do pós-teste de Bonferroni, 

*p<0,05 comparado com a situação sem EGTA. 
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4.7. Mobilidade mitocondrial em culturas de células  do hipocampo 

expostas a ionomicina. 

A ionomicina, como um inóforo de cálcio, foi utilizada a fim de observar a 

mobilidade mitocondrial na presença de cálcio. As culturas de células do hipocampo 

que apresentaram um aumento na mobilidade mitocondrial quando tratadas com 

rotenona nas concentrações 0,1 e 0,3nM por 48h foram expostas a ionomicina 0,7µM, 

não mostrando alteração na mobilidade mitocondrial (Figura 20). Entretanto, quando 

as células foram expostas a ionomicina a 2µM, possibilitando maior entrada de cálcio, 

houve diminuição significativa na mobilidade mitocondrial quando comparado com a 

situação sem ionomicina (Figura 21).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 . Mobilidade mitocondrial em cultura de células do hipocampo tratadas por 

48h com DMSO ou rotenona 0,1 ou 0,3nM e após exposição a 0,7µM de ionomicina. 

Os resultados são apresentados como média±S.D de acordo com ANOVA de duas via 

seguido do pós-teste de Bonferroni.  
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 Figura 21 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células do hipocampo 

tratadas por 48h com DMSO ou rotenona 0,1 ou 0,3nM e após exposição a 2µM de 

ionomicina. Os resultados são apresentados como média±S.D de acordo com ANOVA 

de duas via seguido do pós-teste de Bonferroni, *p<0,05 comparado com a situação 

sem ionomicina.  
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A cultura de célula do locus coeruleus, que também apresentou um aumento 

da mobilidade quando tratada com rotenona na concentração de 0,1nM, foi exposta a 

2µM de ionomicina e apresentou diminuição significativa da mobilidade mitocondrial 

(Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células do locus 

coeruleus tratadas por 48h com DMSO ou rotenona 0,1nM e após exposição a 2µM de 

ionomicina. Os resultados são apresentados como média±S.D. de acordo com ANOVA 

de duas via seguido do pós-teste de Bonferroni, *p<0,05 comparado com a situação 

sem ionomicina.  
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4.8. Mobilidade mitocondrial em culturas de células  do hipocampo, 

substância negra e locus coeruleus expostos a rapam icina 

As culturas células expostas à concentração de 0,5nM de rotenona, as quais 

apresentam início de formação de agregados proteicos, foram expostas à rapamicina 

por 48h no intuito de avaliar o efeito da degradação desses agregados sobre a 

mobilidade mitocondrial. O tratamento com rapamicina promoveu aumento significativo 

do tráfego mitocondrial em culturas de células do hipocampo e locus coeruleus quando 

comparado com rotenona 0,5nM (Figuras 23 e 24). 

No entanto, as culturas de células da substância negra expostas a rotenona na 

concentração 0,5nM e rapamicina não apresentaram alteração na mobilidade 

mitocondrial (Figura 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em culturas de células do hipocampo 

tratadas por 48h com rotenona 0,5nM, ou DMSO como controle, e expostas a 

rapamicina 0,1µM. Os resultados são apresentados como média±S.D. de acordo com 

ANOVA de duas via seguido do pós-teste de Bonferroni, *p<0,05 comparado com a 

situação sem ionomicina.  
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Figura 24 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em culturas de células do locus 

ceruleus tratadas por 48h com rotenona 0,5nM, ou DMSO como controle, e expostas a 

rapamicina 0,1µM. Os resultados são apresentados como média±S.D. de acordo com 

ANOVA de duas via seguido do pós-teste de Bonferroni, *p<0,05 comparado com a 

situação sem ionomicina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em culturas de células da substância 

negra tratadas por 48h com rotenona 0,5nM, ou DMSO como controle, e expostas a 

rapamicina 0,1µM. Os resultados são apresentados como média±S.D. de acordo com 

ANOVA de duas via seguido do pós-teste de Bonferroni, *p<0,05 comparado com a 

situação sem ionomicina.  
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4.9. Mobilidade mitocondrial em cultura de células expostas a MPTP. 

O MPTP também é um inibidor do complexo I assim como a rotenona, e 

também promove a despolimerização dos microtúbulos, o dano oxidativo e inibição da 

glicólise (Mazzio et al., 2003; Cappelletti et al., 2005), no entanto sem a formação de 

agregados proteicos. Para analisar o envolvimento da agregação de proteínas com a 

mobilidade mitocondrial, as culturas de células da região do hipocampo, substância 

negra e locus coeruleus foram expostas ao MPTP na concentração 0,5µM por 24 ou 

48 horas de acordo com a literatura.  

As culturas de células do hipocampo expostas ao MPTP por 24h mostraram 

um aumento significativo da mobilidade mitocondrial quando comparadas com o 

DMSO (Figura 26). Já as culturas de células da substância negra não apresentaram 

nenhuma alteração na mobilidade mitocondrial após o tratamento com o MPTP na 

concentração 0,5µM (Figura 27). Em contraste, as culturas de células do locus 

coeruleus tratadas com MPTP por 24h e 48h mostraram uma diminuição significativa 

na mobilidade mitocondrial (Figura 28).   
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Figura 26 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células do hipocampo 

tratadas com MPTP 0,5µM por 24h ou 48h, ou DMSO, como controle. Os resultados 

são apresentados como média±S.D. de acordo com ANOVA de uma via seguido do 

pós teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o DMSO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células da substância 

negra tratadas com MPTP 0,5µM por 24h ou 48h, ou DMSO, como controle. Os 

resultados são apresentados como média±S.D. de acordo com ANOVA de uma via 

seguido do pós teste de Tukey. 
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Figura 28 . Porcentagem de mitocôndrias móveis em cultura de células do locus 

coeruleus tratadas com MPTP 0,5µM por 24h ou 48h, ou DMSO, como controle. Os 

resultados são apresentados como média±S.D. de acordo com ANOVA de uma via 

seguido do pós teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o DMSO. 
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5. Discussão 
 

De maneira geral, os resultados mostram alterações no tráfego mitocondrial 

antes da formação dos agregados proteicos, o que concorda com dados da literatura 

recente e do nosso laboratório e corrobora com a hipótese de que a agregação 

proteica pode ser resultado de uma disfunção celular primária.  

A rotenona é capaz de promover acúmulos de alfa-sinucleína, tau 

hiperfosforilada e beta amiloide, nas concentrações de 0,5nM e 1nM nas células do 

hipocampo, substância negra e locus coeruleus em cultura (Chaves et al., 2010), no 

entanto a concentração de 0,3nM não promoveu agregação proteica (dado não 

publicado). Além disso, resultados anteriores do laboratório sugerem que alterações 

na síntese de proteínas motoras de mitocôndrias que atuam no tráfego anterógrado 

(Melo et al., 2012) e retrógrado (Chaves et al., 2013), ocorrem em fases que 

antecedem a formação dos agregados proteicos e podem contribuir para a alteração 

da mobilidade mitocondrial. 

No presente trabalho demonstramos que o tráfego mitocondrial está 

aumentado no hipocampo após exposição a 0,1 e 0,3nM de rotenona (concentrações 

que antecedem a formação dos agregados proteicos) ao passo que diminui com 1nM 

da droga. Já na substância negra, houve uma diminuição do tráfego mitocondrial após 

0,1 e 0,5nM de rotenona. O locus coeruleus tem resposta ambígua em que a 

mobilidade mitocondrial aumenta após 0,1nM e diminui com 0,3nM de rotenona.  

Os resultados sugerem que as regiões encefálicas podem se comportar de 

forma diferente frente ao estímulo neurodegenerativo, o que reflete diferenças na 

sensibilidade entre as regiões estudadas. De qualquer forma, pode-se notar que após 

o início da formação dos agregados, com 0,5nM e 1nM de rotenona, as alterações na 

mobilidade mitocondrial são de menor magnitude quando comparado com as fases 

pré-agregados. 
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Demonstrou-se também que as modificações da mobilidade não estão 

relacionadas a alterações do potencial de membrana mitocondrial. Os experimentos 

com EGTA e ionomicina confirmaram que a ação da rotenona sobre o tráfego 

mitocondrial, antes da agregação proteica, envolve a participação do cálcio, já que foi 

possível reverter a ação da rotenona ao bloquear (com EGTA) ou aumentar (com 

ionomicina) os níveis de cálcio nas células. 

Já os experimentos com rapamicina mostraram um possível envolvimento do 

complexo mTOR na mobilidade mitocondrial em células do hipocampo e locus 

coeruleus, mas curiosamente não teve influência em células da substância negra. A 

concentração de rotenona utilizada nesses experimentos já é suficiente para promover 

o início de alterações proteicas. 

Recentemente, Hongo e colaboradores (2012) demonstraram que a rotenona 

aumenta a atividade da GSK3β a qual é a principal quinase da proteína tau e está 

associada à hiperfosforilação e disfunção da mesma. Ao mesmo tempo, a 

hiperfosforilação da tau contribui para a ativação da histona deacetilase 6 (HDAC6) 

diminuindo a acetilação da alfa-tubulina que estabiliza os microtúbulos axonais. Este 

fenômeno é especialmente interessante quando analisamos a contribuição do tráfego 

intracelular para a formação de agregados proteicos, exemplificado na figura 29. É 

interessante notar que a rotenona age também sobre a histona deacetilase 6 e 

acentua a formação de agregados proteicos (Monti et al., 2010). 

Uma das hipóteses para esse fenômeno é que a diminuição da acetilação α-

tubulina diminua também a interação entre os microtúbulos e as proteínas motoras, 

levando assim a uma disfunção no transporte axonal (Hideshima et al., 2005; Kim et 

al., 2012). Corroborando com isso, Kim e colaboradores (2012) demonstraram que a 

disfunção no tráfego intracelular provocada pela exposição ao peptídeo beta-amiloide 

no hipocampo pôde ser revertida pela inibição da HDAC6. 
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Figura 29.  Esquema da associação entre a histona deacetilase 6 (HDAC6) e o 

sistema de degradação celular. Proteínas poliubiquitinadas (Ub) são enviadas ao 

proteossomo para degradação, entretanto, caso escapem desta via, são direcionadas 

para a via lisossomal por associação com a HDAC6 e proteínas motoras 

(dineína/dinactina) via tráfego dependente dos microtúbulos. Esquema modificado de 

Hideshima et al. (2005) 

 

O transporte axonal é regulado pela interação entre as proteínas adaptadoras e 

motoras, bem como a sua estabilidade é importante no transporte axonal. 

Especificamente o transporte mitocondrial depende das proteínas adaptadoras Milton 

e Miro que liga a organela às proteínas motoras (Rice e Gelfand, 2006) e também 

regulam a mobilidade mitocondrial. Essa regulação da mobilidade mitocondrial 

dependente de Miro ocorre de uma forma eficiente onde os neurônios levam as 
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mitocôndrias para locais em que o cálcio citosólico é mais elevado (Wang e Schwarz, 

2009).  

O esquema representado na figura 30 exemplifica como a regulação do 

complexo miro/milton pode ser modulada pela disfunção mitocondrial. Chandana 

(2012) mostrou que a alteração do potencial de membrana mitocondrial ou o dano 

mitocondrial ativa a PINK1 que fosforila a Parkina a qual é uma ligase de ubiquitina 

que sinaliza a proteína Miro para degradação e consequentemente promove a 

ancoragem da mitocôndria com a ajuda da sintafilina (Wang et al., 2011). De fato, já 

tem sido relatada presença de substratos de Parkina em cérebro de pacientes com 

doença de Parkinson (Ryu et al., 2003; Ko et al., 2005). Além disso, camundongos 

transgênicos tratados com rotenona exibem aumento de alfa sinucleína fosforilada e 

da proteína quinase PINK1 (George et al., 2010). 

A Parkina tem como substrato também a proteína FAF1, cujo aumento está 

associado ao aumento do estresse oxidativo, ativação da caspase 3 e formação de 

corpos de Lewy ligados à doença de Parkinson (Sul et al., 2013). Desta forma, há 

indícios de que a diminuição do tráfego mitocondrial após tratamento rotenona possa 

estar relacionada ao aumento dos níveis de PINK1 e parkina, o que deve ser 

analisado em estudos futuros.  

Pensando então no envolvimento autofágico durante o transporte mitocondrial, 

estudos mostram que a rapamicina, um inibidor do mTOR e ativador autofágico, 

protege contra a apoptose induzida por rotenona (Pan et al., 2009) e é capaz de 

neutralizar os efeitos de perda de função da Parkina via aumento da mitofagia, 

resultando na melhora da função metabólica celular (Siddiqui et al., 2012).  
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Figura 30 . Esquema proposto representativo do mecanismo de ancoragem 

mitocondrial dependente de PINK1 e Parkina. A despolarização mitocondrial estabiliza 

a PINK1 na superfície mitocondrial, a qual fosforila a Miro, permitindo sua 

ubiquitinação (Ub) e remoção pela Parkina. Com isso, a degradação da Miro 

desacopla o complexo Milton/cinesina da organela, ancorando-a. Esquema retirado e 

modificado de Wang e colaboradores (2011). 

 

O movimento eficiente das mitocôndrias é essencial para o funcionamento dos 

neurônios. As mitocôndrias produzem a maior parte do ATP necessário para a 

atividade neuronal bem como desempenha um papel relevante na regulação da 

homeostase do cálcio e nos processos de apoptose. Já se sabe que a transição do 

estado móvel para o estado estacionário é finamente regulado para responder a 

alteração intracelular de cálcio (Yi et al., 2004), e a miro é um sensor de cálcio na 

regulação da mobilidade mitocondrial (Saotome et al., 2008). 

Nossos resultados sugerem que a diminuição da mobilidade mitocondrial após 

exposição à rotenona envolve a participação do cálcio, já que quando as culturas de 

células foram expostas ao quelante de cálcio (EGTA) houve aumento da mobilidade 
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mitocondrial nas células do hipocampo e substância negra. Além disso, a ionomicina, 

um inóforo de cálcio, foi utilizada para induzir aumento cálcio intracelular (Parihar et 

al., 2008), o que promoveu diminuição significativa na mobilidade mitocondrial. Além 

disso, o acúmulo de cálcio na matriz mitocondrial também é um sinal importante que 

modula o gradiente eletroquímico e, consequentemente, a fosforilação oxidativa. 

Considerando a natureza bioquímica da substância negra e locus coeruleus há 

indícios que estas áreas sejam mais sensíveis aos efeitos do estresse oxidativo e 

processo senil acelerado, como elevados níveis de ROS, diminuição da mobilidade 

mitocondrial e danos no DNA mitocondrial (Wallace, 2005).  

Em concordância com isso, tem-se que o locus coeruleus é um dos primeiros 

núcleos afetados durante o curso das doenças de Parkinson e Alzheimer, inclusive a 

maior perda neuronal em pacientes com doença de Parkinson ocorre no locus 

coeruleus (Winkler et al., 2007). Isso também pode ser comprovado pela característica 

clínica dessas doenças em que os pacientes têm o ciclo de sono comprometido. É 

interessante notar que a diminuição de melatonina no locus coeruleus está associada 

ao distúrbio do sono REM, na maioria dos pacientes com doença de Parkinson.  

O hormônio também modula a função dopaminérgica cerebral e inibe a 

atividade locomotora, reduzindo a liberação de dopamina e de disparo neuronal no 

corpo estriado de rato conforme descrito por D’Ambrosio e Vizioli (1984). Tapias e 

colaboradores (2010) demonstraram que o tratamento com melatonina exacerba os 

efeitos neurodegenerativos da rotenona. Em contraposição, há evidências que a 

melatonina atua como um antioxidante, prevenindo o acúmulo de alfa sinucleína, além 

de regular a disponibilidade dos transportadores de dopamina VMAT2 (Saravanan et 

al., 2007).  

Já a região da substância negra é rica em neuromelanina, a qual encontra-se 

diminuída em doenças de Parkinson. Os neurônios dopaminérgicos dessa região são 



 

 

56

mais vulneráveis a neuroinflamação na doença de Parkinson inclusive devido à 

reatividade microglial desta área (McGeer e McGeer, 2008) 

Também tem sido demonstrado que a neuromelanina inibe a função do 

proteossomo e aumenta a produção de ROS, sugerindo o envolvimento da 

neuromelanina no acúmulo de proteínas mal formadas nos neurônios dopaminérgicos 

em doenças neurodegenerativas (Shamoto-Nagai et al., 2004). Além disso, tanto o 

MPTP quanto o MPP+ têm uma elevada afinidade pela neuromelanina, o que parece 

ser importante para a toxidade (Lyden et al., 1983), sugerindo um possível mecanismo 

intensificador da rotenona na substância negra. 

Estudos utilizando ratos tratados com rotenona mostram a presença de 

SUMO1 (E3 ligase) nas regiões da substância negra e locus coeruleus (Wong et al., 

2013), essa proteína é responsável pelo processo de SUMOilação e sinalização de 

seu substrato para degradação. Já foi descrito que a SUMO1 se conjuga com RanBP2 

(proteína de ligação Ran2) responsável pela dispersão da mitocôndria (Cho et al., 

2007), além do envolvimento da Parkina. A RanBP2 interage com a KIF5B/KIF5C, mas 

não com a KIF5A. O que vai ao encontro dos resultados do laboratório publicados por 

Melo e colaboradores (2012), onde células do locus coeruleus tratadas com rotenona 

na concentração 0,1nM apresentaram um aumento significativo no nível das proteínas 

KIF5B. 

Experimentos do laboratório também mostraram diminuição da expressão do 

RNAm de proteínas motoras como dineína, dinactina e sintafilina (Figura 31) em 

concentrações que antecedem a formação de agregados proteicos estão diminuídas 

na substância negra e no locus coeruleus (Chaves et al., 2013) o que valida os 

resultados. Além disso, como já mencionado, há o envolvimento da proteína motora 

dineína com a via seletiva autofágica envolvendo a HDC6 (Hideshima et al., 2005). 
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Figura 31 . Modelo de transporte de mitocôndrias dependente de microtúbulos. 

Participação das proteínas motoras e acessórias no transporte anterógrado (cinesina 

1, milton - GRIF-1 e OIP-106, em mamíferos-, miro-1), ancoramento (sintafilina) e 

tráfego retrógrado (dinactina, dineína e proteína associada à huntintina - HAP) da 

mitocôndria. Esquema modificado de Milone e Benarroch (2012)  

 

A mobilidade mitocondrial desempenha um papel fundamental também na 

dinâmica de fissão e fusão mitocondrial. Estudos mostram que o aumento da 

mobilidade leva ao aumento da fusão e diminuição da fissão (Cagalinec et al., 2013). 

Esses dados são importantes especialmente quando consideramos o aumento da 

mobilidade mitocondrial induzida por rotenona no hipocampo e no locus coeruleus. 

Misko e colaboradores (2010) mostraram que a associação entre o complexo 

Milton/Miro/MFN2 é necessário para o transporte mitocondrial axonal. Portanto, o 

transporte mitocondrial pode afetar diretamente a morfologia mitocondrial, regulando a 
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fusão e a maquinaria de fissão. Por outro lado, a deficiência de fusão mitocondrial ou 

fissão prejudica a mobilidade e distribuição mitocondrial.  

O prejuízo do transporte mitocondrial em modelo de doença de Parkinson 

induzido por MPTP foi mostrado pela primeira vez por Morfini (2007), demonstrando 

que era um evento precoce na neurodegeneração, com base em um estudo em 

axônios gigantes de lulas. Esses achados corroboram com os nossos estudos, onde 

demonstramos uma deficiência no transporte mitocondrial em cultura de células 

tratadas com MPTP. Outro estudo relatou que MPP+ prejudica especificamente o 

transporte mitocondrial nos neurônios dopaminérgicos, um evento que antecede 

defeitos autofágicos e nos microtúbulos (Kim-Han et al., 2011).  

No entanto, mecanismos compensatórios durante a degeneração axonal 

podem promover a polimerização dos microtúbulos pelo aumento dos níveis de 

tubulina da estabilidade dos microtúbulos (Cartelli et al., 2013), aumentando assim a 

mobilidade mitocondrial, como nós mostramos no hipocampo. Neste contexto, 

novamente é essencial considerar a participação da Parkina, pois ela pode liberar dos 

microtúbulos as mitocôndrias danificadas (Wang et al., 2011). 

Tanto MPTP  quanto a rotenona  inibem o complexo I mitocondrial, reduzindo a 

síntese de ATP e aumento de produção de ROS(Nicklas et al., 1985)(Betarbet et al., 

2000). No entanto, a falta de complexo I não protege os neurônios dopaminérgicos da 

administração dessas toxinas (Choi et al., 2008), sugerindo a existência de 

mecanismos de ação alternativos. Os resultados referentes à comparação da ação do 

MPTP e da rotenona sobre o tráfego mitocondrial são de difícil interpretação com 

relação à formação dos agregados proteicos, já que para o hipocampo as duas drogas 

aumentaram o tráfego mitocondrial, na substância negra a rotenona diminuiu o tráfego 

mitocondrial e o MPTP não promoveu alteração, enquanto no locus coeruleus a ação 

das duas drogas foi antagônico (a rotenona aumentou o tráfego mitocondrial e o MPTP 

o diminuiu). Ressalta-se que a concentração de rotenona empregada e a de MPTP 
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não promovem agregação proteica, portanto os resultados observados não são 

decorrentes da interferência dos agregados sobre a mobilidade mitocondrial. 

Entretanto, a real importância desses eventos mitocondriais para o 

desencadeamento dos agregados proteicos deve ser analisada em estudos futuros. 
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6. Conclusões 
 

 Este estudo permite as seguintes conclusões: 

• É possível criar um modelo de mobilidade mitocondrial e neurodegeneração 

baseado no uso de rotenona que recapitula os aspectos anteriores à 

agregação das proteínas e da doença.  

• Houve um alteração da mobilidade mitocondrial em cultura de células do 

hipocampo, substância negra e locus coeruleus expostas a rotenona o que 

ilustra uma resposta celular antes da agregação proteica. 

• As respostas de tráfego mitocondrial estão associadas à alteração de cálcio 

intracelular promovida pela rotenona. 

• A alteração da mobilidade mitocondrial não se relaciona com alteração na 

integridade do potencial de membrana mitocondrial em concentrações baixas. 

• A alteração da mobilidade mitocondrial está associada à via autofágica. 

• A mobilidade mitocondrial também se altera em células expostas ao MPTP, 

onde não há agregação proteica, o que deve ser melhor investigado a fim de 

relacionar a formação de agregados proteicos com a deficiência do tráfego 

mitocondrial.  
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