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RESUMO 

Melo TQ. Análise da expressão das proteínas Rab anterior à agregação proteica 

associada À neurodegeneração. [dissertação]. São Paulo: Universidade de São 

Paulo, Faculdade de Medicina, 2012. 

A neurodegeneração é um processo onde ocorre morte celular progressiva. O 
tráfego neuronal anterógrado e retrógado, e entre os compartimentos é essencial 
para a viabilidade celular. As proteínas Rabs pertencem à família de pequenas 
GTPases, com funções de tráfego de vesículas e organelas, para realizarem sua 

função as proteínas Rab podem recrutar proteínas motoras como as KIF 1B e 
KIF 5, responsáveis pelo transporte anterógrado mitocondrial.  A associação do 
distúrbio do tráfego intracelular com doenças neurodegenerativas tem sido tema 
de estudos recentes. Com isso o objetivo do presente trabalho é analisar a 
expressão das proteínas Rab, bem como estudar as proteínas motoras que 
podem contribuir para o esclarecimento sobre os distúrbios no tráfego 
intracelular que antecedem a formação de agregados proteicos envolvidos em 
neurodegeneração. Para tanto, utilizou-se o modelo de tratamento com rotenona 
para indução de agregados em Ratos Lewis idosos que foram expostos a 
rotenona durante 4 semanas, em seguida foram avaliados os níveis de 
expressão das proteínas Rab no hipocampo, substância negra e locus 
coeruleus, por western blotting. Foram analisados também os níveis de 
expressão das proteínas motoras KIF1Bα e KIF5 antes e durante a formação de 
agregados proteicos, em culturas de células, de ratos Lewis neonatos, do 
hipocampo, substância negra e locus coeruleus tratadas com rotenona por 24 
horas ou 48 horas nas concentrações de 0,1nM, 0, 3nM e 0,5nM. Foi observado 
diminuição dos níveis de expressão das proteínas Rab 1 nas regiões do 
hipocampo e locus coeruleus. Houve aumento de expressão das Rab 4,5 e 6 no 
hipocampo, porém na substância negra a expressão da Rab 1 aumentou e da 
Rab 6 diminuiu. Já no locus coeruleus in vivo a Rab 6 aumentou, mas as Rab 1, 
5 e 11 diminuíram sua expressão. Já a expressão da KIF 5 aumentou  com o 
tratamento de 0,1nM de rotenona e diminuiu após 0,5nM do xenobiótico por 48 

horas in vitro, na mesma região. Na substância negra aumentaram as KIFs 1B 
e 5 após o tratamento com 0,5nM por 48 horas in vitro, mas diminuíram as KIF 

1B e 5 após o tratamento com 0,3nM por 24 horas e KIF 5 após o tratamento 
com 0,1nM por 48 horas. Esses resultados permitem concluir que a expressão 
de proteínas importantes para o tráfego mitocondrial e de vesículas encontram-
se alteradas e fazem parte dos eventos intracelulares que antecedem a 
neurodegeneração.  

 
Descritores: 1.Doenças neurodegenerativas 2. Transporte proteico 3. Proteína 
Rab 4. Alfa-sinucleína 5. Proteínas tau 6. Peptídeos beta-amiloides 
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Abstract 

Melo TQ. Análise da expressão das proteínas Rab anterior à agregação proteica 
associada À neurodegeneração. [dissertation]. São Paulo: University of São 
Paulo, Medicine School, 2012. 

Neurodegeneration is a process that leads to progressive cell death. The 

anterograde and retrograde neuronal traffic as well as the traffic between 

compartments are essential for cell viability. The Rab proteins belong to the small 

GTPases family with function of vesicles and organelle trafficking. Rab proteins 

can recruit motor proteins such as KIF 1B and KIF 5 that are responsible for 

anterograde mitochondrial transport. The association of intracellular traffic disturb 

with neurodegenerative diseases have been theme of recent studies. Thereat the 

objective of this study is analyze the expression of Rab and motor proteins that 

can contribute for the understanding about the disturb of the intracellular traffic 

that precedes protein aggregation involved in neurodegeneration. For this 

purpose it was employed the model of rotenone treatment for induction of 

aggregation in aged Lewis rats that were exposed to rotenone during 4 weeks in 

order to evaluate Rabs expression. The levels of motor proteins KIF 1B and KIF 

5 expression were evaluated before and during the formation of protein 

aggregates in hippocampus, substantia nigra and locus coeruleus cell cultures of 

neonates Lewis rats, exposed to rotenone for 24 hours or 48 hours in the 

concentrations of 0.1nM, 0.3nM or 0.5nM. It was observed decreased levels of 

Rab 1 expression in hippocampus  and locus coeruleus. Rabs 4,5 and 6 were 

increased in the hippocampus, but in the substantia nigra the expression of Rab 

1 increased and Rab 6 decreased. In the locus coeruleus the Rab 6 increased, 

but Rabs 1, 5 and 11 decreased. The expression of KIF 5 increased after 0.1nM 

of rotenone and decreased after the exposure to 0.5nM of for 48 hours in 

cultured cell from the locus coeruleus. In the substantia nigra the KIF1B and 

KIF 5 increased after treatment with 0.5nM for 48 hours in vitro, but these protein 

decreased after treatment with 0.3nM for 24 hours in vitro, and KIF 5 after 

treatment with 0.1nM for 48 hours. These results allow us conclude that the 

expression of important proteins for the mitochondrial and vesicles traffic are 

altered and participate of intracellular events that precede the 

neurodegeneration.  

Descriptors: 1. Neurodegenerative diseases 2. Protein transport 3. Rab protein 4. 

Alfa-sinucleína 5. Tau proteins 6. Amyloid beta-peptides 
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1. Introdução 

1.1.As doenças neurodegenerativas 

O potencial de envelhecimento populacional mundial aumenta com o 

avanço do desenvolvimento sócio-econômico-científico, por isso é importante 

que os estudos dos mecanismos que levam à neurodegeneração sejam 

encorajados para a melhora da expectativa e qualidade de vida da 

população(Mayeux, 2003). 

De acordo com estudo populacional brasileiro, realizado com idosos numa 

comunidade de São Paulo, a prevalência de desordens neurodegenerativas 

varia de 2%, entre os indivíduos com idade de 65 a 69 anos, a altíssimos 40% 

entre aqueles com idade superior a 84 anos(Herrera et al., 1998). 

No Brasil e em outros países em desenvolvimento o estudo da 

epidemiologia de doenças neurodegenerativas é bastante precário. A estimativa 

da prevalência de neurodegeneração em países como o nosso baseia-se em 

estudos epidemiológicos dos países desenvolvidos. Desta forma, 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 avanço de cinco anos na idade(Scazufca et al., 2002). 

Além disso, os alvos moleculares para a prevenção e tratamento dos 

déficits cognitivos e demência da população idosa incluem os processos que 

levam à formação de agregados proteicos cuja etiologia ainda é desconhecida e 

urgente(Woltjer et al., 2009). 

Portanto, este estudo é relevante, original e inovador, pois o assunto 

proposto é pouco explorado considerando sua relevância para a compreensão 

dos mecanismos do tráfego intracelular que levam ao acúmulo de agregados 

proteicos, o que é sem dúvida um passo importante para o melhor entendimento 

acerca 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 e tratados imediatamente para a melhora das 

terapias anti-neurodegenerativas. 
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1.2.Processos Neurodegenerativos 

Estudos a fim de analisar os processos envolvidos no envelhecimento 

encefálico são realizados desde o século XIX (Abraham e Miller, 1977), mas os 

mecanismos responsáveis pelos acontecimentos característicos da senilidade 

permanecem incertos. Os conceitos relacionados sobre que o seria considerado 

natural durante o envelhecimento do encéfalo é bastante discutido, 

principalmente sobre os níveis de perda neuronal (Esiri, 2007). 

A coordenação dos eventos encefálicos depende da neurotransmissão 

que é promovida essencialmente por fatores intracelulares responsáveis pelo 

transporte de organelas e moléculas sinalizadoras até seus locais de ação, 

assim como a organização do citoplasma, secreção eendocitose. O prejuízo do 

tráfego intracelular e, consequentemente, da comunicação intercelular contribui 

para o desencadeamento da neurodegeneração. 

Muito embora a causa primária da neurodegeneração não possa ser 

definitivamente esclarecida por causa de seu caráter multifatorial, a importância 

da deficiência na neurotransmissão deve ser considerada como um dos 

principais mecanismos desencadeadores da morte celular, especialmente 

durante o envelhecimento. 

Durante o envelhecimento há formação natural de placas senis contendo 

a proteína tauhiperfosforilada, alfa-sinucleína, neurofilamentos e peptídeo beta-

amiloide que se encontram distribuídas por todo o sistema nervoso central. 

Estas placas, que são formadas por agregados proteicos insolúveis, podem 

estar relacionadas à morte celular senil natural e ao desencadeamento de 

doenças neurodegenerativas como é o caso da doença de Alzheimer, doença de 

Parkinson, Esclerose Lateral Amiotrófica, doença de Huntington, demências por 

corpos de Lewy, doença por príons, dentre tantas outras (Trzesniewska et al., 

2004). 

 

1.3.Agregados Proteicos 

Acúmulo de neurofilamentos e da proteína tau hiperfosforilada no 

citoplasma de neurônios é característico de algumas situações 



 

3 

neurodegenerativas, como por exemplo, a doença de Alzheimer (Ebneth et al., 

1998).  

A doença de Alzheimer esporádica está intimamente relacionada com a 

idade e é a forma mais comum da doença. Clinicamente essa doença é 

caracterizada pela perda progressiva da memória e das capacidades físicas e 

mentais (Haass e Selkoe, 2007, Muller et al., 2010, Querfurth e LaFerla, 2010). 

Já patologicamente a doença é caracterizada pela perda dos neurônios do 

hipocampo, região responsável pela memória (Braak e Braak, 1991).  

Sabe-se que a hiperfosforilação da tau é um fator importante para a 

inibição do transporte das mitocôndrias e de vesículas em geral (Ebneth et al., 

1998), já que esta proteína estabiliza os microtúbulos do axônio permitindo o 

transporte motor, e também participa do processo de transporte de vesículas e 

organelas para o terminal sináptico (Billingsley e Kincaid, 1997).  

Uma vez que os níveis de tau se elevem, as vesículas contendo APP 

(proteína precursora amiloide) passam a se acumular no corpo celular, já que o 

transporte anterógrado da APP é dependente de tau e proteínas motoras como a 

cinesina. O maior tempo de residência da APP no corpo celularprovoca 

formação de peptídeos beta-amiloides na rede trans-Golgi causando toxicidade 

nessa organela(Mandelkow et al., 2003) e na mitocôndria (Reddy, 2009). 

Na doença de Alzheimer os agregados proteicos extracelulares são 

compostos do peptídeo beta-amiloide que pode ser encontrado junto com a 

proteína alfa-sinucleína em neurônios e células gliais comprometidos na atrofia 

sistêmica múltipla  (Lantos e Papp, 1994, Yoshida, 2007), e em astrócitos e 

células de Schwann na esclerose lateral amiotrófica(Mezey et al., 1998). 

A alfa-sinucleína é uma pequena proteína pré-sináptica de função 

indefinida e é a principal constituinte dos corpos de Lewy, inclusões insolúveis 

características de doenças neurodegenerativas como o Parkinson (Lee e 

Trojanowski, 2006).  

A doença de Parkinson é desconhecida em cerca de 75% dos casos, 

sendo sua manifestação uma combinação de fatores ambientais e de 

suscetibilidade genética ainda não completamente entendidos (Marques et al., 

2011).Esta neurodegeneração implica em deficiências motoras como tremor de 

repouso, lentidão e diminuição dos movimentos (bradicinesia), rigidez muscular 
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e instabilidade postural, além de distúrbios do sono, comportamentais e 

cognitivos (Weintraub et al., 2008). 

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, cerebelo, núcleo dorsal da rafe, núcleo motor dorsal do vago 

dentre outros(den e Bethlem, 1960, Ohama e Ikuta, 1976, Kakita et al., 1994, 

Wakabayashi e Takahashi, 1997), cuja importância é patente para o 

desenvolvimento de desordens neurodegenerativas.  

A agregação proteica prejudica fisicamente o transporte intracelular já que 

a mobilização das vesículas e organelas fica impedida (Lee et al., 2006). No 

entanto a formação dos corpos de Lewy parece não ser a causa direta da morte 

neuronal(Wakabayashi et al., 2007). Além disso, é proposta a hipótese de que a 

deficiência do transporte intracelular possa ser importante para a morte neuronal 

podendo ser a agregação proteica secundária a estímulos apoptóticos e não sua 

causa primária(Gentile et al., 2008). 

A conformação intermediária dos filamentos proteicos também pode ser 

tóxica para a célula, e não somente os agregados finais(Harrison et al., 2007). 

Na realidade, há indícios de que a agregação de proteínas mal formadas seria 

inclusive um mecanismo protetor intrínseco da célula (Honson e Kuret, 2008). 

Portanto, fica clara a importância do estudo da neurotransmissão durante as 

fases iniciais da agregação proteica e os fatores que a desencadeiam para o 

entendimento da neurodegeneração senil natural e outras doenças 

neurodegenerativas. 

O papel fisiológico da alfa-sinucleina ainda não é bem definido, mas sabe-

se que sua presença é essencial para que a neurotransmissão ocorra, além 

disso trabalhos sugerem que a disfunção desta proteína pode estar relacionada 

ao déficit da comunicação intercelular (Clayton e George, 1999, Chandra et al., 

2005, Fountaine e Wade-Martins, 2007).  

Jeannotte e Sidhu(2007) demonstraram 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 desordens psíquicas, como a 

depressão, e problemas relacionados ao sono o que levaria ao diagnóstico 

precoce da neurodegeneração.  
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Já foi demonstrado que a redução da alfa-sinucleína monomérica in vivo 

reduz sua habilidade em mediar a atividade e tráfego do transportador de 

noradrenalina, via associação com microtúbulos, o que poderia alterar os níveis 

de transportadores de noradrenalina na superfície celular e desbalanço da 

homeostase da transmissão noradrenérgica(Jeannotte e Sidhu, 2007). 

Apesar de ser vasta a literatura em desordens neurodegenerativas, a 

relação entre a formação dos agregados proteicos e a progressão de desordens 

neurológicas, especialmente de doenças neurodegenerativas, ainda não está 

bem estabelecida. 

Há evidências de que alterações do tráfego intracelular antecedem a 

formação de placas senis(Cataldo et al., 2000) refletindo em prejuízo da 

comunicação intercelular e efetividade sináptica o que pode ser um fator 

importante para a degeneração celular. 

1.4.O tráfego intracelular e as proteínas Rab 

Alguns modelos experimentais de desordens neurodegenerativas também 

apresentam deficiência no sistema de transporte de organelas e vesículas antes 

da formação de agregados insolúveis, o que culmina com o inchaço axonal e 

acúmulo de proteínas motoras, organelas e vesículas no corpo do neurônio em 

processo degenerativo (Ganzer et al., 2003, Mandelkow et al., 2003, Stokin et 

al., 2005, Martin, 2007). 

A célula exige um poderoso controle sobre o grande fluxo que ocorre 

através da membrana, necessário para que a célula possa realizar suas 

funções(Pereira-Leal e Seabra, 2001). 

O distúrbio do tráfego intracelular pode estar intimamente relacionado às 

proteínas Rab, que são pequenas GTPases da superfamília das Ras, 

responsáveis pela formação de vesículas, motilidade entre os compartimentos 

celulares, ancoramento, transporte de organelas e fusão de mitocôndrias, 

reciclagem e autofagocitose(revisto por Stenmark, 2009) como exemplificado na 

figura 1. 
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Figura 1. Representação esquemática da participação das proteínas Rab no 

tráfego intracelular. Extraído de Stenmark(2009). 
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As vesículas e organelas são reconhecidas por proteínas Rab antes de 

seu ancoramento e fusão de sua membrana (Kornmann et al., 2009).  As 

proteínas Rab em sua forma ativa recrutam proteínas efetoras que executam 

diversas funções incluindo reconhecimento e preparação de vesículas para 

fusão (Barbieri et al., 1998). 

Através do ciclo GDP-GTP (inativo-ativo), as proteínas Rab funcionam 

como moléculas moduladoras do transporte vesicular ao longo do citoesqueleto, 

por meio do recrutamento de proteínas motoras específicas que asseguram a 

eficiente ligação e ancoramento das vesículas nos domínios alvo da membrana  

(Zhao et al., 2007).  

 O ciclo das Rab é regulado por fatores como o fator de troca do 

nucleotídeo guanina (GEF) promovendo a mudança do estado GDP (inativo) 

para o estado GTP, que é o estado ativo da proteína, as proteínas de ativação 

GTPases (GAPs) promovendo a mudança do estado ativo GTP para o estado 

GDP (Pan et al., 2006), e o inibidor da dissociação do nucleotídeo guanina 

(GDIs) responsáveis por bloquear a dissociação do estado GDP 

(DerMardirossian e Bokoch, 2005). Embora as proteínas Rab sejam proteínas 

homólogas, com seus sítios de ligação amino altamente conservados, seus 

fatores modulatórios são razoavelmente específicos para uma Rab em particular 

(Wang e Tang, 2006). Dentre as Rab, algumas parecem estar mais diretamente 

envolvidas em desordens neurodegenerativas, como as Rab 1, 4, 5, 6, 11 e 32.  

Foi demonstrado que a alfa-sinucleína adicionada ao meio de cultura é 

internalizada pelas células via endocitose dependente de Rab5a(Sung et al., 

2001).A Rab5 é uma proteína multifuncional que regula as primeiras fases da 

endocitose, devido a suas interações com diversos efetores, que auxiliam a 

ativação da forma funcional da Rab 5, regulando assim processos de 

ancoramento e fusão de membranas endossomais, assim como mobilidade 

endossomal(Olchowik e Miaczynska, 2009). 

No cérebro a proteína Rab3 possui um papel importante na liberação de 

neurotransmissores (Geppert et al., 1997), esta proteína encontra-se associada 

com as vesículas sinápticas, auxiliando no ancoramento das mesmas, e se 
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dissocia dessas vesículas quando encontra-se no estado GTP (Nonet et al., 

1997). 

A função fisiológica da secreção de proteínas não convencionais, como 

aalfa-sinucleína, ainda não está esclarecida, porém, especula-se que essa 

proteína secretada pelas células vizinhas possa ter algum feito, além de poder 

ser um mecanismo celular para retirar a proteína mal formada do interior da 

célula (Yu et al., 2007) via exocitose dependente da Rab11a (Liu et al., 2009).   

Além disso a Rab 11 localiza-se também nos endossomos de reciclagem  

e já foi observado que esta proteína possui um papel importante da regulação de 

proteínas relacionadas a reciclagem dos endossomos(Zerial e McBride, 2001). 

 A Rab11 ainda está envolvida ainda no tráfego de transportadores de 

dopamina, o que pode implicar em sua participação na neurotransmissão 

dopaminérgica (Furman et al., 2009). 

A Rab 1 parece ter um importante papel na toxicidade dos agregados de 

alfa-sinucleína é atribuída, em parte, à inibição do tráfego entre o retículo 

endoplasmático e o complexo de Golgi por meio da Rab1 (Cooper et al., 2006), o 

que resulta em acúmulo de proteínas no retículo endoplasmático aumentando o 

estresse nessa organela, e levando também ao mau funcionamento da 

endocitose, característicos da doença de Parkinson  (Ryu et al., 2002, Outeiro e 

Lindquist, 2003). 

Gitler e colaboradores(2008)demonstraram que o excesso de α-sinucleína 

prejudica o transporte intracelular dependente de Rab, propondo um mecanismo 

de toxicidade desses agregados, o qual pode ser revertido pela superexpressão 

da Rab1 prevenindo a perda neuronal(Fleming et al., 2008).  

A regulação do tráfego e formação de vesículas endocíticas também 

parece ser importante para a formação das placas amiloides(Haass et al., 1992). 

Cataldo e colaboradores(2000), demonstraram aumento dos níveis de Rab4, 

relacionada com endocitose e via de reciclagem rápida (Stenmark e Olkkonen, 

2001), e associação entre a Rab5 e vesículas contendo grandes quantidades de 

proteína beta-amiloide em pacientes com doença de Alzheimer, indicando que o 

desbalanço da via endocítica possa estar associado, de alguma forma, à 

formação de agregados proteicos. 

O distúrbio do tráfego vesicular na doença de Alzheimer foi descrito há 

bastante tempo inclusive com a participação da proteína Rab6 no sistema de 
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transporte de vesículas do complexo de Golgi para o retículo endoplasmático 

durante a formação de agregados contendo o peptídeo beta-amiloide 

(McConlogue et al., 1996). Os maiores níveis de Rab6 foram encontrados em 

neurônios em estágios que antecediam a formação dos depósitos de tau 

hiperfosforilada e a formação de placas amiloides no córtex temporal de 

indivíduos acometidos pela doença de Alzheimer.  

A proteína Rab6 está envolvida no direcionamento das vesículas inclusive 

das vesículas contendo PPA do retículo endoplasmático para o Golgi, portanto o 

aumento da expressão de Rab6 envolve um aumento da demanda por tráfego 

retrógrado para o retículo endoplasmático, devido ao acúmulo de vesículas no 

Golgi nos casos de doenças de Alzheimer. O complexo de Golgi sofre 

consequências graves decorrentes de problemas no transporte intracelular o que 

leva à sua fragmentação podendo ser um fator determinante e irreversível para a 

morte neuronal em casos de Alzheimer e também esclerose lateral amiotrófica 

(Gonatas et al., 2006).  

Anormalidades do citoesqueleto na doença de Alzheimer podem retardar 

a saída de proteínas do Golgi, resultando em acúmulo destas proteínas. Isto foi 

demonstrado em experimentos de inibição da Rab6 que extinguiu o 

processamento amiloidogênico da APP (McConlogue et al., 1996), sugerindo 

que a disfunção da Rab 6 pode retardar o processamento da APP e interferir 

com sua fisiologia levando à deposição de beta-amiloide.  

Desta forma, o melhor entendimento do papel da Rab6 e estresse do 

retículo endoplasmático em resposta à doença de Alzheimer pode ajudar a 

identificar alvos específicos para a intervenção terapêutica nos estágios iniciais 

da doença (Scheper et al., 2007).  

Outra proteína importante para a manutenção celular é a Rab32 que 

participa da fusão e fissão mitocondrial (Alto et al., 2002). A presença dessa 

organela em locais específicos é fundamental para a modulação, dinâmica e 

plasticidade sináptica (Bertoni-Freddari et al., 2007b) e sua disfunção pode levar 

ao desencadeamento da neurodegeneração(revisto por Soane et al., 2007), por 

meio inclusive da alteração no tráfego, fusão e fissão das mitocôndrias (Van 

Laar e Berman, 2009). 

Como já mencionado, são conhecidas numerosas classes de proteínas 

Rab que participam do transporte vesicular e de organelas, fusão de vesículas 
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nos diversos compartimentos intracelulares e no terminal sináptico e endocitose. 

Este transporte se dá através de ligações com proteínas do citoesqueleto, 

cinesinas, dineínas, outras proteínas motoras, e proteínas da organela a ser 

transportada  (Hammer e Wu, 2002). No entanto, a importância destas proteínas 

para a formação dos agregados, e a ordem cronológica dos eventos 

intracelulares que podem contribuir para a desordem neurológica, não estão 

devidamente caracterizados. 

 

1.5.As proteínas Rab e as proteínas motoras 

Nas células eucarióticas existem redes de proteínas que formam o 

citoesqueleto, do qual primariamente compreende três classes distintas de 

filamentos: os microfilamentos, os microtúbulos e os filamentos intermediários. O 

papel do citoesqueleto é multifacetado, mas algumas funções estão bem 

estabelecidas na literatura, como a de fornecer rigidez e força para manter a 

forma da célula e fornecer a trajetória que permite o movimento das organelas e 

vesículas durante o processo de tráfego intracelular (Horgan e McCaffrey, 2011). 

Duas superfamílias de proteínas são conhecidas por utilizarem os 

microtúbulos para realizarem seu transporte intracelular: as cinesinas e as 

dineínas, ambas são ATPases (Hirokawa et al., 2009). 

Durante a década de 90 começaram as publicações iniciais que 

documentaram o envolvimento das Rabs na regulação das proteínas motoras de 

microtúbulo, e desde então numerosos estudos emergiram (Horgan e McCaffrey, 

2011). 

O prejuízo do transporte intracelular também foi demonstrado na doença 

de Huntington onde a proteína huntintina mutante, responsável por formação de 

agregados nesta doença, primeiramente prejudica o transporte de mitocôndrias 

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

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 
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sináptica (Bertoni-Freddari et al., 1993, Bertoni-Freddari et al., 2004, Bertoni-

Freddari et al., 2007b, a). 

 

1.6.Proteínas motoras e o tráfego mitocondrial 

Já foi demonstrado que alterações no transporte de mitocôndrias 

aparecem bem antes dos sintomas clássicos de neurodegeneração e podem 

anteceder a morte neuronal, inclusive podendo levar a doenças 

neurodegenerativas como o Parkinson e o Alzheimer (Martin, 2007). 

As mitocôndrias são organelas vitais para as células eucarióticas. Essa 

organela produz energia química através do processo de fosforilação oxidativa, 

sendo que alguns componentes necessários para que este processo aconteça 

são codificados pela própria mitocôndria, mas a maioria são codificados pelo 

núcleo da célula. Portanto a biogênese da mitocôndria assim como seu bom 

funcionamento requerem comunicação e coordenação entre os genomas 

mitocondrial e nuclear (Wallace, 2005). 

Sabe-se que para que a mitocôndria consiga realizar suas funções é 

imprescindível a preservação de suas membranas além da suas cadeias 

transportadoras de elétrons, e que quando algum desses fatores encontram-se 

perturbados as células sofrem apoptose (Wallace, 2005). 

Doenças associadas com a disfunção mitocondrial são agrupadas em 

duas categorias: uma que relaciona as desordens como resultado de mutações 

no DNA mitocondrial, que podem afetar diretamente sua função de fosforilação 

oxidativa; e outra que relaciona a disfunção mitocondrial como resultado de 

fatores extra mitocondriais que perturbam a fisiologia da organela (Lu, 2009).  

Algumas outras evidências relacionam a disfunção da mitocôndria, 

inclusive de seu tráfego, à neurodegeneração(revisto por Soane et al., 2007). 

Essa organela desempenha função fundamental na homeostase celular, 

metabolismo energético e disponibilidade de Ca2+ e K+ intracelular. Com isso, 

postula-se que a disfunção mitocondrial pode contribuir para a citotoxicidade, 

estresse oxidativo e neurodegeneração. 

As mitocôndrias são produzidas no corpo celular e transportadas para a 

periferia retornando para o corpo celular onde é degradada ou entra para o ciclo 

de biogênese. Para tanto, a membrana da mitocôndria possui sítios de ligação 
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que possibilitam seu transporte rápido, lento, anterógrado, retrógrado e 

ancoragem(Hollenbeck e Saxton, 2005). 

Especificamente dois tipos de cinesinas, as KIF 1Bα e a KIF 5 estão 

associadas ao transporte anterógrado de mitocôndrias em neurônios de 

camundongos (Nangaku et al., 1994). Outra proteína especifica de tráfego 

mitocondrial é a Milton que forma um 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) (Figura 2). Milton é 

característica de drosófilas; entretanto, em mamíferos, são encontradas as suas 

homólogas conhecidas por 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. 
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Figura 2. Modelo de transporte de mitocôndrias dependente de microtúbulos, 

cinesina e dineína. Participação das proteínas motoras e acessórias no 

transporte anterógrado (cinesina 1, milton - GRIF-1 e OIP-106, em mamíferos-, 

miro-1 e sintabulina) e retrógrado (dinactina e dineína citoplasmática) da 

mitocôndria. Figura extraída de Boldogh e Pon(2007). 
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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.  

Considerando a hipótese de a formação dos agregados serem 

secundárias à disfunção celular, o estudo do tráfego intracelular,por meio da 

expressão das proteínas Rab e de tráfego das mitocôndrias, antes da formação 

de agregados é interessante para a elucidação dos mecanismos que levam à 

formação dos agregados proteicos característicos do envelhecimento do cérebro 

e que podem levar a doenças neurodegenerativas. 

 

1.7.Modelo de tratamento com rotenona 

A rotenona é um pesticida que foi primeiro utilizada em 1985 para 

desenvolvimento de modelos de Parkinson, pois a primeira ação observada da 

rotetona foi sua capacidade de promover morte dos neurônios dopaminérgicos 

através da inibição do complexo I da cadeia mitocondrial (Heikkila et al., 

1985).Mais tarde alguns estudos demonstraram que a administração crônica de 

altas doses de rotenona (10-18mg/kg/dia) conduzia a lesões não específicas na 

região da substância negra, podendo atingir inclusive áreas periféricas do 

sistema nervoso(Ferrante et al., 1997). 

O modelo de tratamento com rotenona para a indução de agregados a ser 

utilizado no presente projeto 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 locuscoeruleus(Chaves 

etal., 2010). Apesar de ter sido primeiramente caracterizada pelo envolvimento 

na doença de Parkinson de agricultores que utilizavam pesticidas à base de 

rotenona, esse fármaco é hoje melhor caracterizado e exerce seus efeitos 

também em células do hipocampo(Ullrich e Humpel, 2009). 

Desta forma, o presente estudo pretende contribuir para o avanço do 

conhecimento sobre a regulação destas proteínas em um modelo de agregação 

proteica in vitroe in vivo, para estudar as células de regiões afetadas pela 

neurodegeneração, associada à biologia molecular, que nos permitirá analisar a 
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possível ação da rotenona sobre a síntese ou degradação de proteínas, por 

Western Blotting, e a expressão do RNAm, por PCR em tempo real, a fim de 

estabelecer a correlação dos eventos de transporte intracelular com a formação 

de agregados no sistema nervoso central.  
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2.Objetivos 
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2.1.Objetivos 

Estudar a expressão das proteínas Rab 1,3, 4, 5, 6, 11 e 32 e das 

proteínas motoras envolvidas no transporte anterógrado das mitocôndrias, 

como as KIF 1Be 5, e seus RNAs mensageiros, antes da formação de 

agregados provocados pela exposição à rotenona. 

 

2.2.Objetivos específicos 

1) Analisar a possível toxicidade sistêmica da rotenona, pela aferição 

do peso dos animais e verificação da locomoção. 

2) Analisar a expressão das proteínas Rab 1, 4, 5, 6, 11 e 32, por meio 

de WesternBlot, no hipocampo, substância negra e locuscoeruleus de ratos 

com 10 meses de idade submetidos à exposição crônica à rotenona 

(1mg/kg/dia) infundida subcutaneamente por meio de mini bombas osmóticas 

durante 4 semanas. 

3) Analisar a expressão dos RNA mensageiros das proteínas Rab 1, 3, 

4, 5, 6, 11 e 32, por meio de PCR em tempo real, no hipocampo, substância 

negra e locuscoeruleusde ratos com 10 meses de idade submetidos à 

exposição crônica à rotenona (1mg/kg/dia) infundida subcutaneamente por 

meio de mini bombas osmóticas durante 4 semanas. 

    4) Analisar a expressão proteica, por meio de Western Blot das KIF 

1B e 5 em cultura de células do hipocampo, substância negra e 

locuscoeruleus expostas à rotenona a 0,1nM, 0,3nM e 0,5nM por 48 horas 

(dose-dependente), ou a 0,3nM por 24 ou 48 horas (tempo-dependente). 

5) Analisar a expressão do RNAm, por meio de PCR em tempo real, 

das KIF 1B e 5 no hipocampo, substância negra e locuscoeruleus de ratos 

com 10 meses de idade submetidos à exposição crônica à rotenona 

(1mg/kg/dia) infundida subcutaneamente por meio de mini bombas osmóticas 

durante 4 semanas.  
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3.Metodologia 
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3.1.Animais 

Os experimentos propostos estão em conformidade com a lei federal 

11794/08 (Arouca) para uso científico de animais e em conformidade com as 

recomendações do CONCEA, além de possuírem aprovação da comissão de 

ética da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo CAPPesq 

(protocolo no. 0659/08). 

Foram utilizados ratos (Rattusnorvegicus) da linhagem Lewis, adquiridos 

do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) da Universidade 

de Campinas e criados no biotério central da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo, com água e ração apropriada ad libitum. Esta 

linhagem foi escolhida por se tratar da única que desenvolve agregados de 

proteínas constitutivas após tratamento com rotenona.  

 

3.2.Animais idosos e tratamento com rotenona 

Todos os procedimentos feitos com os animais idosos, e experimentos 

foram realizados com a participação da aluna de iniciação científica Aline 

Mendes D’Unhão. 

Foram utilizados ratos machos da linhagem Lewis, com 10 meses de 

idade, submetidos ao tratamento, durante 4 semanas, com 1mg/kg/dia de 

rotenona (Sigma) dissolvida em volumes iguais de dimetilsulfóxido (DMSO; 

Sigma) e polietilenoglicol (PEG; Sigma). Ketamina (1,25µl/g) e xilazina (0,5µl/g) 

dissolvidas em salina (NaCl 0,9%) foram injetados peritonealmente para 

anestesia. A rotenona foi administrada subcutaneamente por meio de mini 

bombas osmóticas (Alzet), implantadas no dorso dos animais. Os animais 

controle receberam somente DMSO (solvente da rotenona) e PEG (1:1). Ao final 

de um mês de tratamento, os ratos foram eutanasiados e tiveram os encéfalos 

retirados, para análise da quantificação das proteínas Rab antes da agregação 

proteica. A quantificação das proteínas Rab foi feita através da técnica de 

Western Blot na substância negra, locus coeruleus e hipocampo em 10 animais, 

onde 5 foram expostos a rotenona e 5 eram controles. 
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3.3.Análise geral do peso e atividade locomotora após o 

tratamento com rotenona em animais idosos 

Os ratos idosos foram submetidos ao teste comportamental de campo 

aberto e pesagem semanal, antes da cirurgia e nas 4 semanas seguintesno 

intuito de identificar possíveis alterações na atividade locomotora e peso dos 

animais para garantir o bem estar animal. 

A atividade locomotora espontânea foi observada em um campo aberto 

medindo 60 cm de diâmetro com barreira lateral de 50 cm de altura (figura3). 

Todo o interior da estrutura é de coloração preta. Cada animal foi colocado no 

meio do campo aberto e o número de quadrantes visitados por minuto foi 

contado (padronizou-se a permanência das duas patas traseiras por área 

equivalente a um quadrante).A metodologia utilizada foi uma adaptação da 

descrita por Diaz-Corrales e colaboradores (2005). 

As medidas foram feitas no dia anterior à implantação das mini bombas, 

assim como nas 1a, 2a, 3a e 4a semanas após a cirurgia.  

 

 

FIGURA 3.Esquema representativo do campo-aberto (esquerda) e sua vista de 

cima (direita).  

 

3.4.Cultura de células do mesencéfalo, hipocampo e ponte  

Para a cultura de células, a metodologia empregada consistiu em uma 

modificação do protocolo descrito por Kivell e colaboradores(2001). 

Resumidamente, os encéfalos (n=20, por experimento) de ratos neonatos 

de no máximo 1 dia de vida, foram removidos para a retirada da porção ventral 

do mesencéfalo (contendo a substância negra), da porção dorsal da ponte 
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(contendo o locuscoeruleus) e o hipocampo, colocados em placa de petri estéril 

com solução fisiológica gelada. Essa solução foi preparada no momento da 

realização do experimento contendo NaCl, KCl, KH2PO4, MgSO47H2O, NaHCO3, 

glicose e água Milli Q, pH 7,2 ajustado com HCl, sendo então esterilizada com 

auxílio de um filtro de seringa com porosidade de 0,22µm em fluxo laminar. 

Utilizando um estilete estéril o tronco encefálico foi separado do cérebro, e 

então a porção dorsomedial de uma fatia de aproximadamente 2 mm da ponte 

contendo o locuscoeruleus foi removida. Em seguida os hemisférios cerebrais 

foram separados e a face interna dos hemisférios foi exposta possibilitando a 

extração bilateral do hipocampo. A porção ventrolateral de uma fatia de 

aproximadamente 2 mm do mesencéfalo contendo a substância negra também 

foi isolada. A figura 4 ilustra as regiões dissecadas para a cultura de células. 

A maioria das células sanguíneas e epiteliais das regiões de interesse 

foram removidas e o tecido permaneceu em solução fisiológica gelada até o final 

da retirada dos encéfalos de todos os animais.  

Em seguida, as células mesencefálicas, hipocampais e pontinas foram 

dissociadas mecânica e quimicamente utilizando para isso uma tesoura estéril e 

tripsina 0,05% (Gibco), respectivamente, a incubação da tripsina ocorreu à 37°C 

durante 40 minutos em banho maria mantido sob agitação. Após a incubação 

com tripsina foi adicionado inibidor de tripsina 0,006% (Gibco) à solução 

contendo as células sendo em seguida novamente dissociadas utilizando uma 

pipeta Pasteur.  

Após a dissociação, a solução contendo as células foi centrifugada a 300g 

por 5 minutos, para que as células se precipitassem. Em seguida as células 

foram suspensas em meio de cultura Neurobasal A (Invitrogen) suplementado 

com l-glutamina (250M, Sigma), glutamax (250M, Gibco), complexo B27 (2%, 

Invitrogen), gentamicina (40mg/l, Invitrogen), e então contadas utilizando uma 

câmara de Neubauer e solução de azul de tripan a 5% (Gibco). Em seguida, foi 

calculada a quantidade de células por poço, de maneira que foram plaqueadas, 

separadamente, na concentração de 1800 células/mm2 em placas de cultura 

(Nunc) tratadas no dia anterior com poli-d-lisina 10μg/ml (Sigma),ou em placas 

de petri de 35mm de diâmetro (Nunc). Esta cultura foi previamente caracterizada 

e apresenta 50% de neurônios e 50% de células gliais (majoritariamente 

astrócitos).  
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O tratamento das placas de cultura com poli-d-lisina foi feito durante 1 

hora em fluxo laminar, sendo então vedadas e armazenadas à 4°C, e utilizadas 

no dia seguinte após 3 lavagens com água Milli Q e incubação com soro fetal 

bovino 10% (Gibco) durante aproximadamente 2 horas em ambiente estéril, com 

o objetivo de proporcionar melhor aderência dos neurônios às placas e fornecer 

uma série de fatores humorais e proteínas que favorecem a estabilização das 

células.  

As células plaqueadas foram cultivadas em estufa contendo 5% de CO2 à 

temperatura de 37° C durante nove dias tendo o meio de cultura trocado três 

horas depois do plaqueamento das células e a cada três dias de cultivo. 
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Figura 4.Imagens representativas de secções do encéfalo de rato neonato 

contendo as regiões dissecadas para a cultura de células. (A) hipocampo, 

(B)região ventrolateral do mesencéfalo contendo a substância negra (SN), (C) 

região dorsomedial da ponte contendo o locuscoeruleus (LC) (Altman e Bayer, 

1995).
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3.5.Tratamento com rotenona das células em cultura 

As células foram tratadas com DMSO a 0,01% para controle ourotenona 8 

dias após o plaqueamento. Foram feitos experimentos para verificação das 

curvas dose-resposta da modulação das proteínas motoras de mitocôndrias, KIF 

1B e KIF 5 através da técnica de Western Blot. A resposta dose-dependente foi 

verificada pela incubação das culturas por 48 horas com 0,1; 0,3 e 0,5 nM de 

rotenona. O fármaco foi preparado com DMSO (solvente da rotenona 

administrado a 0,01%) e diluído em meio de cultura que foi aplicado sobre as 

células. Após o tempo destinado ao tratamento, as células foram lavadas e 

lisadas para a extração da proteína e Western Blot. 

Esses experimentos foram repetidos pelo menos 3 vezes em culturas 

independentes para analisar possíveis variações biológicas, mas foram 

analisados em um mesmo momento para evitar variabilidade técnica.  

 

3.6.Extração de proteína e Western Blotting para análise das 

proteínas Rab e das proteínas motoras KIF 1B e KIF5 

As células em cultura e o tecido proveniente dos animais idosos foram 

lisados, homogeneizados utilizando-se 100µl de tampão de lise constituído de 

tergitol, deoxicolato de sódio, SDS, EDTA, EGTA e coquetel inibidor de 

proteases (Sigma) em PBS sem cálcio. Em tecido foi adicionado 250l de 

tampão de lise, os fragmentos de tecido foram homogeneizados por força 

mecânica. A quantidade de proteína foi acessada pelo método de Bradford 

(Bradford, 1976). A curva de calibração foi feita utilizando-se albumina em 

quantidade de 0 a 16 µg de proteína por pocinho. 

As amostras (15µg) foram desnaturadas à 100ºC durante 3 minutos e em 

seguida centrifugadas, sendo a fração sobrenadante utilizada para análise das 

proteínasRab 1, 4, 5, 6, 11 e 32 e proteínas motoras KIF 1B e KIF 5. As 

amostras foram aplicadas às canaletas do gel de poliacrilamida a 12% para 

fracionamento, em uma das canaletas foi aplicado o marcador de peso 

molecular (Kaleidoscope, Bio-Rad, EUA). O tampão de corrida foi preparado 

com trizma, glicina e SDS, as proteínas foram separadas através de aplicação 

de 100 volts durante cerca de 1 hora.  

Após a corrida, as proteínasforam transferidas para membrana de 

nitrocelulose que foi bloqueada com leite 5% em TBS-T durante 1 hora à 
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temperatura ambiente para as Rab 1, 4, 5, 6 e BSA 3% em TBS-T 1 hora à 

temperatura ambiente para Rab 11, seguida da incubação dos seguintes 

anticorpos primários: anti-Rab1 (1/1000) (Santa Cruz sc-28566), anti-Rab4 

(1/1000) (Santa Cruz 28569), anti-Rab5 (1/1000) (Santa Cruz 309), anti- Rab6 

(1/1000) (Santa Cruz 310), anti-Rab11 (1/500) (Santa Cruz 26590). Para a 

diluição dos anticorpos primários foram usadas as seguintes soluções: leite 3% 

em TBS-T 1 hora à temperatura ambiente para Rab 1, Rab, 4, Rab 5 e Rab 6, 

BSA 1% em TBS-T 1hora à temperatura ambiente para Rab 11. O anticorpo 

secundário foi conjugado a uma peroxidase (HRP), a incubação da membrana 

com este anticorpo foi feita à temperatura ambiente durante 60 minutos . Sendo 

que para Rab 6 e Rab 11 foi utilizado anti-mouse (1/6000), para Rab 1, Rab 3, 

Rab 4, Rab 5 anti-rabbit (1/10000). 

Para as proteínas motoras a membrana recebeu bloqueio de leite 5% e 

BSA 1% em TBS-T durante 1 hora à temperatura ambiente, seguida de 

incubação dos seguintes anticorpos primários: anti-KIF 1B (1/200) (KIF1B, Santa 

Cruz, SC-18739); anti-KIF 5 (1/500) (KIF5, Abcam, AB62104). Os anticorpos 

primários foram diluídos nas seguintes soluções: leite 3% em TBS-T por 12 

horas à 4°C, e para anti-KIF 5 leite 3% e BSA 1% em TBS-T por 1 hora à 

temperatura ambiente.  

O anticorpo secundário foi conjugado a uma peroxidase (HRP), a 

incubação da membrana com este anticorpo foi feita à temperatura ambiente 

durante 45 a 60 minutos. Sendo que para anti-KIF 1B foi utilizado anti-goat 

(1/2000), para anti-KIF 5,anti-rabbit (1/10000).  

As membranas foram então lavadas e a marcação foi revelada através de 

incubação com reagente quimioluminescente (Western 

EnhancingChemiluminescenceReagent Plus, ECL kit, Perkinelmer, EUA) durante 

1 minuto e exposição a filme apropriado (Hyperfilm ECL, AmershamBiosciences) 

que foram revelados conforme instruções do fabricante.  

Em seguida, as membranas foram submetidas a nova marcação com 

anticorpo contra a beta-actina (1/1000) (Santa Cruz) em leite 3% 1 hora à 

temperatura ambiente, para normalização, seguida de incubação com o 

anticorpo secundário (anti-camundongo, 1/6000, conjugado a HRP, Amersham), 

reação e revelação como já descrito.  

Os filmes foram quantificados usando o programa IMAGE J(NIH.) 
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3.7.Extração do RNA e PCR em tempo real  

O ambiente de trabalho foi limpo utilizando-se solução descontaminante 

de RNAse (RNAse ZAP, Ambion), também foram utilizados tubos, ponteiras e 

soluções livres de RNAses. Para a extração de RNA da cultura, utilizou-se kit e 

protocolo da empresa GE healthcare (RNAspin Mini). Já o RNA dos animais 

idosos foi extraído usando oInviTrap® Spin Tissue RNA  Kit 1062100300 (Invitek 

Berlin).  

Para acessar a quantidade e qualidade do RNA extraído, primeiramente 

uma amostra foi submetida a espectrofotômetro para ter a absorbância à UV 

determinada. As amostras que revelaram uma razão A260:A280 menor que 1,8 

foram descartadas. Após a determinação da concentração de RNA, uma outra 

amostra contendo 1µg de RNA total e 1µlde reagente BlueGreen (LGC) foi 

fracionada em gel de agarose 1%. A proporção entre as frações 28S e 18S do 

RNA ribossômico deverá ser de aproximadamente 2:1 para que o RNA total seja 

considerado de boa qualidade e apropriado para as análises em PCR em tempo 

real. 

O PCR em tempo real foi realizado utilizando-se o equipamento disponível 

no ICB do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento em 

colaboração com a Professora Dra. Edna Teruko Kimura. 

O RNA foi transformado em cDNA, através de transcrição reversa, a fim 

possibilitar a reação de PCR em tempo real. Para tanto, a 1µg de RNA total 

foram adicionados tampão TaqMan, MgCl2, dNTPs, hexâmeros randômicos, 

inibidor de RNAse e a enzima transcriptase reversa atingindo o volume final de 

50µl, conforme instruções do fabricante (TaqMan – Applied Biosystems, EUA). 

Ao final do procedimento o cDNA foi estocado em freezer a -80ºC até sua 

utilização no PCR em tempo real. 

Para análise dos RNAms das proteínas motoras foram utilizadas as 

seguintes sondas comercialmente disponíveis e seguindo-se estritamente o 

protocolo recomendado pelo fabricante (TaqMan – AppliedBiosystems, EUA), 

cujos códigos são os seguintes: KIF 1: Rn01639035 e KIF 5: Rn 

01505190.Foram avaliados também os RNAms das proteínas Rab após 

tratamento com rotenonain vivo utilizando-se sondas comercialmente disponíveis 
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e seguindo-se estritamente o protocolo recomendado pelo fabricante (TaqMan – 

AppliedBiosystems, EUA), cujos códigos são os seguintes: Rab1: 

Rn00821241_g1,Rab 3: Rn00564615_m1, Rab4a: Rn00564621_m1, Rab5a: 

Rn00821140_g1, Rab6a: Rn01507612_m1, Rab11a: Rn00579853_m1, Rab32: 

Rn01766057_m1.  

A normalização das reações foi feita utilizando primers e probe para RNA 

ribossômico (18S) (AppliedBiosystems, EUA). As soluções foram preparadas de 

acordo com as instruções do fabricante e colocadas em placa de 96 poços com 

qualidade óptica (ABI Prism, AppliedBiosystems, EUA) que será lacrada com 

adesivo também com qualidade óptica (ABI Prism, AppliedBiosystems, EUA) e 

submetida à amplificação em equipamento de PCR em tempo real (modelo 

7300, ABI Prism, AppliedBiosystems, EUA) por 50 ciclos. 

 

3.8.Análise dos resultados 

Os resultados referentes aosanimais, foram avaliados por Anova de 

medidas repetidas para os testes de avaliação do peso e da atividade 

locomotora, eTeste-T para análise das proteínas e RNAms. Os resultados 

referente à dose-resposta foram avaliados por análise de variância de uma via 

(ANOVA) feita usando o programa estatístico GraphPad Prism para Windows 

(versão 4.03, 21 de janeiro de 2005, GraphPad Software, San Diego, Califórnia, 

USA).  Foi considerada a margem de 5% (p<0,05) para indicar diferenças 

significativas entre os grupos. 
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4.Resultados 



 

29 

 

4.1.Animais, tratamento com rotenona e comportamento  

Nenhum dos grupos analisados apresentou diferença significativa de peso 

ao longo das semanas de tratamento com rotenona. Revelando assim que a 

rotenona parece não ter efeito tóxico sistêmico refletido no peso dos animais ao 

longo do tratamento nas dosagens empregadas, de até 1mg/kg/dia, padronizada 

anteriormente por não promover a formação de agregados proteicos. 

O teste comportamental foi realizado sempre após a pesagem dos 

animais ao longo das semanas com o intuito de avaliar a atividade locomotora. 

Foi observado que a concentração de rotenona utilizada não provocou efeitos 

tóxicos a ponto de provocar déficit motor (Figura 5). 
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FIGURA 5.Variação semanal do peso e comportamento dos 10 ratos (% DMSO e 5 

rotenona) submetidos a exposição com DMSO:PEG (“Controle”, linha contínua) e a 

1mg/kg/dia de rotenona (“Rotenona 1”, linha tracejada) infundidos 

subcutaneamente durante 4 semanas de tratamento. Os valores são apresentados 

como média ± desvio padrão, segundo o a análise de variância de medidas 

repetidas. 

          Teste do campo aberto                                                                                 Variação do peso                           
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4.2.Análise da expressão das proteínas Rab em ratos idosos  

Na região do hipocampo foi observado aumento da expressão proteica 

das Rab 4, 5 e 6, enquanto os níveis de Rab 1 diminuíram e os níveis 

relacionados a expressão da Rab 11 não se alteraram. Já os níveis de 

expressão gênica aumentaram para as Rab 1, 6 e 11, e diminuíram para as Rab 

4 e 5 (Figura 6).   

Na substância negra, uma das primeiras e principais regiões afetadas na 

doença de Parkinson, houve aumento dos níveis de expressão da proteína Rab 

1 e diminuição da Rab 6, enquanto a expressão das Rab 4, 5 e 

11permaneceram inalterados. E os níveis de expressão gênica  das Rab 1 e 4 

aumentaram, e os níveis de expressão gênica das Rab 5, 6  e 11 diminuíram 

(figura 7) . 

No locus coeruleus de ratos idosos foi observado diminuição nos níveis de 

expressão das proteínas Rab 1 e 5, mas a Rab 6 está aumentada 

apósexposição à rotenona e a Rab 4 e 11 não se alteram. Já os níveis de 

expressão gênica revelaram aumento dos níveis das Rab 4 e 6, enquanto os 

níveis de expressão da Rab 5 e 11 diminuíram, após o tratamento com rotenona 

(Figura 8). 

A expressão gênica das Rab 3 e 32 foi analisada nas três regiões 

propostas, sendo observado aumento da expressão gênica da Rab 3 na região 

da substância, e aumento também dos níveis de Rab 32 na substância negra e 

locus coeruleus, enquanto que na região do hipocampo os níveis de Rab 32 

diminuíram, e de Rab 3 permaneceram inalterados, assim como no locus 

coeruleus (Figura 9). 
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Figura 6.Expressão proteica e gênica das proteínas Rab 1, 4, 5, 6 e 11 no hipocampo 

de 10 ratos Lewis idosos tratados com DMSO (5 animais) ou rotenona 1mg/kg/dia (5 

animais) durante 1 mês. Os valores são expressos como média ± desvio padrão, em 

porcentagem comparado com o controle, segundo o teste T de Student.*p<0,05.  
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Figura 7.Expressão proteica e gênica das proteínas Rab 1, 4, 5, 6 e 11 na substância 

negra de 10 ratos Lewis idosos tratados com DMSO (5 animais) ou rotenona 

1mg/kg/dia (5 animais) durante 1 mês. Os valores são expressos como média ± 

desvio padrão, em porcentagem comparado com o controle, segundo o teste T de 

Student.*p<0,05 
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Figura 8.Expressão proteica e gênica das proteínas Rab 1, 4, 5, 6 e 11 no 

locuscoeruleus de 10 ratos Lewis idosos tratados com DMSO (5 animais) ou rotenona 

1mg/kg/dia (5 animais) durante 1 mês. Os valores são expressos como média ± 

desvio padrão, em porcentagem comparado com o controle, segundo o teste T de 

Student.*p<0,05 
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Figura 9.Expressão gênica dasRab3 e 32 no hipocampo (A e D respectivamente), na 

substância negra (B e E respectivamente) e locus coeruleus (C e F respectivamente) 

de 10 ratos Lewis idosos tratados com DMSO (5 animais) ou rotenona 1mg/kg/dia (5 

animais) durante 1 mês. Os valores são expressos como média ± desvio padrão, em 

porcentagem comparado com o controle, segundo o teste T de Student.*p<0,05 
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4.3. Análise da expressão das proteínas motoras relacionadas ao 

transporte anterógrado em cultura de células 

 

Em culturas de células da região do hipocampo foi observado que não 

houve alteração da expressão das KIF 1(Figura 9 A e B) e KIF 5 (Figura 9 C e D) 

para os tratamentos dose-dependente e tempo-dependente.   
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Figura 10. Expressão da KIF 1 e 5 em culturas de células do hipocampo expostas a 

DMSO ou rotenona nas concentrações de 0,1nM, 0,3nM ou 0,5nM por 48 horas(A e 

C), ou rotenona na concentração de 0,3nM por 24 horas ou 48 horas (B e D). Os 

valores são expressos em porcentagem do controle ± desvio padrão, e analisados por 

ANOVA de uma via. 
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 A cultura de células da região da substância negra mostrou um aumento 

de expressão da KIF 1B após o tratamento com 0,5nM de rotenona durante 48 

horas, comparado com DMSO e outros tratamentos (Figura 10A). Com o 

tratamento tempo-dependente houve uma diminuição da expressão da proteína 

após a exposição com 0,3nM por 24 horas comparado com o controle (Figura 

10B). 

 Análises da expressão da KIF 5 mostrou uma diminuição da expressão da 

proteína motora após o tratamento com 0,1nM de rotenona por 48 horas 

comparado com o controle, e um aumento com o tratamento de 0,5nM de 

rotenona por 48 horas, comparado com o controle e outros tratamentos (Figura 

10C). Mas para a exposição a 0,3nM de rotenona por 24 horas observou-se uma 

diminuição na expressão da proteína comparado com o controle, o que foi 

revertido após 48 horas (Figura 10D). 
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Figura 11. Expressão da KIF 1 e 5 em culturas de células da substância negra 

expostas a DMSO ou rotenona nas concentrações de 0,1nM, 0,3nM ou 0,5nM por 

48 horas(A e C), ou rotenona na concentração de 0,3nM por 24 horas ou 48 horas 

(B e D). Os valores são expressos em porcentagem do controle ± desvio padrão, e 

analisados por ANOVA de uma via 
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A KIF 1B não se alterou em células do Locus coeruleus com o tratamento 

com rotenona (Figura 11 A e B). Já a KIF 5 aumentou após exposição a 

rotenona a 0,1nM por 48 horas, quando comparado com DMSO e outras doses 

de rotenona. Foi observado uma diminuição na expressão proteica com o 

tratamento de 0,3nM de rotenona comparado com os tratamentos de 0,1nM por 

48 horas. Além disso a exposição a rotenona por 48 horas a 0,5nM promoveu 

diminuição na expressão quando comparado com o controle e com os demais 

tratamentos (Figura 11 C). A expressão da KIF 5 não variou com o tempo de 

exposição à rotenona (Figura 11 D).  
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Figura 12. Expressão da KIF 1 e 5 em culturas de células do locus coeruleus 

expostas a DMSO ou rotenona nas concentrações de 0,1nM, 0,3nM ou 0,5nM por 48 

horas(A e C), ou rotenona na concentração de 0,3nM por 24 horas ou 48 horas (B e 

D). Os valores são expressos em porcentagem do controle ± desvio padrão, e 

analisados por ANOVA de uma via 
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5.Discussão 
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A rotenona causa inibição do complexo I da cadeia transportadora de 

elétrons. Alguns estudos relacionam estresse oxidativo com distúrbios no tráfego 

e doenças neurodegenerativas, mostrando prejuízo das funções dos complexos 

mitocondriais e causando superprodução de espécies reativas de oxigênio, que 

estão presentes nos estágios tardios de doenças neurodegenerativas (Guidetti et 

al., 2001). 

Os efeitos tóxicos da rotenona em ratos e em cultura de células, 

especialmente sobre as regiões encefálicas analisadas no presente estudo, são 

bem conhecidos. No entanto, resultados anteriores do laboratório, 

estabeleceram um modelo de neurodegeneração envolvendo agregação de 

proteínas após administração de baixas concentrações de rotenona(Chaves et 

al., 2010). 

Naquele estudo foram observados acúmulos de alfa-sinucleína, tau 

hiperfosforilada e beta amiloide, as quais estão associadas à doença de 

Alzheimer e Parkinson, com o uso de rotenona nas concentrações de 0,5nM e 

1nM nas células em cultura (Chaves et al., 2010). As mesmas proteínas se 

agregam nos cérebros de ratos idosos expostos a 2mg/kg/dia de rotenona. Com 

isso, as concentrações utilizadas no presente estudo permitem analisar a 

expressão de proteínas do tráfego antes e concomitante à agregação proteica.  

Atualmente novos estudos já mostraram os efeitos intrínsecos da 

rotenona nas células, especialmente nos neurônios, onde a rotenona age 

diminuindo a atividade da enzima da via glicolítica gliceraldeído-3-fosfato 

desidrogenase (GAPDH)  (Huang et al., 2011). A disfunção da GAPDH é um 

evento importante da morte de células em doenças neurodegenerativas  

(Chuang et al., 2005);(Shalova et al., 2007) bem como está envolvida no 

processo geral de envelhecimento (Ishitani e Chuang, 1996). 

Sabe-se que alterações no tráfego podem conduzir a agregação de 

proteínas e consequente neurodegeneração(Cavalli et al., 2005). Por isso, o 

presente estudo objetivou a análise da expressão das proteínas Rab e das 

cinesinas com o uso de concentrações de rotenona que não chegam a formar 

agregação proteica. 
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Com relação aos níveis de Rab1, foi observado aumento da expressão 

desta proteína na substância negra, o que pode revelar um mecanismo 

preventivo à toxicidade que a célula está exposta, apesar de ainda não haver 

acúmulo de proteínas.Enquanto que no locuscoeruleus, cujos neurônios são 

mais susceptíveis a mudanças que conduzem a neurodegeneração(Arendt et al., 

1995), a Rab1 encontra-se diminuída, assim como na região do hipocampo, 

demonstrando uma maior suscetibilidade dessa região também.  

Como já mencionado, a Rab1 participa do tráfego de vesículas entre o 

retículo endoplasmático e o complexo de Golgi. Em experimentos que 

superexpressaram a alfa-sinucleína em levedura, o tráfego de vesículas entre o 

retículo endoplasmático e o complexo de Golgi, assim como o ancoramento ou 

fusão das vesículas nas membranas do Golgi, foram prejudicados, mas a 

presença da Rab 1 reverteu esse quadro, demonstrando que essa GTPase 

atenua a toxicidade da alfa-sinucleína nos neurônios dopaminérgicos em 

conjunto com a Rab 3, em modelos animais da doença de Parkinson e in 

vitro(Cooper et al., 2006). 

A co-expressão da Rab 1 com a alfa-sinucleína evita a perda neuronal, 

assim como suprime os efeitos tóxicos da proteína agregada (Auluck et al., 

2002). Contudo a alfa-sinucleína parece ter um papel regulatório fisiológico no 

tráfego de vesículas sinápticas. Células do hipocampo de camundongos 

nocauteados para alfa-sinucleína apresentam diminuição da reserva de 

vesículas sinápticas assim como de seu ancoramento (Cabin et al., 2002), mas a 

superexpressão da alfa-sinucleína resulta em aumento de vesículas ancoradas 

na região pré-sináptica (Larsen et al., 2006).  

Os níveis dos RNA mensageiros da Rab 1 no hipocampo e na substância 

negra aumentaram, revelando que antes da formação de agregados a célula 

pode ter um mecanismo de proteção contra a toxicidade causada pela rotenona, 

que pode levar a formação dos agregados proteicos. O mesmo não se observa 

no locuscoeruleus, onde os níveis de expressão gênica permaneceram 

inalterados.  

Em casos de acúmulo de vesículas como consequência da expressão de 

altos níveis de alfa-sinucleína, foi demonstrado a colocalização das proteínas 

Rab com vesículas agregadas e com a alfa-sinucleína, sugerindo que a alfa-

sinucleína possa sequestrar as proteínas Rab de seus alvos normais de 
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membrana, o que pode resultar em uma deficiência generalizada do tráfego 

inter-organelas(Soper et al., 2011), além de inibir a exocitose e a reciclagem de 

vesículas sinápticas nos neurônios de mamíferos(Nemani et al., 2010, Scott 

etal., 2010), e prejudicar a exocitose(Kuwaharaet al., 2008). 

A toxicidade da alfa-sinucleína também pode estar em interferir 

indiretamente no metabolismo da dopamina, uma vez que a inibição do tráfego 

das vesículas contendo o neurotransmissor provoca o acúmulo intracelular 

dessas vesículas, o que é potencialmente tóxico podendo causar degeneração 

seletiva nos neurônios da substância negra (Xu et al., 2002).    

No presente estudo não foram observadas diferenças na expressão da 

proteína Rab 4, tanto na substância negra quanto no locus coeruleus, enquanto 

no hipocampo os níveis da proteína subiram. A Rab4 está envolvida com o 

tráfego de vesículas importantes para a sobrevivência neuronal, como o fator de 

crescimento neural (NGF)  (Novick e Brennwald, 1993). Nesse caso tanto a Rab 

4 quanto a Rab5 são responsáveis por regular o tráfego retrógrado endossomal, 

e o material pode ser reciclado e voltar para superfície da membrana via 

proteínas Rab 4 e 11(Schmidt e Haucke, 2007). 

O NGF é transportado retrogradamente a partir dos terminais nervosos via 

endossomos (Delcroix et al., 2003, Ye et al., 2003), para o corpo celular onde 

possui um importante papel na célula neural durante o desenvolvimento do 

sistema nervoso, assim como na vida adulta promovendo o crescimento dos 

cones axonais e permitindo a viabilidade da célula nervosa. Esse tráfego 

retrógrado é mediado em parte pelas proteínas Rab 4, 5 e 11 que também 

participam da endocitose e de processos autofagocitose. É interessante notar 

que durante a neurodegeneração a via autofagocítica está ativada e associada à 

degradação dos agregados (Butler et al., 2005, Bronfman et al., 2007) inclusive 

com a participação das Rab 4, 5 e 11 (Kaasinen et al., 2008). Considerando que 

haja uma demanda elevada de proteínas responsáveis pela autofagocitose, 

pode-se especular que isso acarrete em redução na disponibilidade de proteínas 

para formação do endossomo(Kaasinen et al., 2008).  

No presente estudo, como não há agregação proteica, os eventos de 

autofagocitose nas regiões da substância negra e locuscoeruleus não 

sequestrariam a Rab 4 mantendo seus níveis basais necessários aos processos 

celulares. Porém na região do hipocampo o tratamento foi efetivo para aumentar 
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os níveis proteicos e gênicos nas regiões da substância negra e locus coeruleus, 

o que pode demonstrar uma ação preventiva a neurodegeneração na região do 

hipocampo, evitando assim um desbalanço da via endocítica antes da formação 

das inclusões proteicas. Os níveis de expressão gênica na substância negra e 

locus coeruleus aumentaram, o que pode ser uma preparação da célula para 

evitar modificações na via endocítica na presença dos agregados proteicos, o 

mesmo não ocorre no hipocampo, onde os níveis de RNA mensageiros 

encontram-se diminuídos em relação ao controle, demonstrando que talvez na 

presença dos agregados essa região esteja vulnerável aos mecanismos que 

podem desencadear a disfunção endocítica. 

Nesse estudo não houve diferença nos níveis de expressão da Rab 5 na 

substância negra dos ratos idosos após exposição à rotenona, demonstrando 

que essa via não parece ser alterada pelo tratamento realizado. Já no locus 

coeruleus a expressão da Rab 5 diminuiu após exposição à rotenona, o que 

sugere que talvez nessa região a via endocítica possa já estar comprometida 

antes do aparecimento de proteínas agregadas características de doenças 

neurodegenerativas.  

Dhani e colaboradores (2008) demonstraram que o déficit energético 

celular promovido pela redução dos níveis de ATP produzidos pela mitocôndria 

podem levar a prejuízo das vias endocítica e de reciclagem pela diminuição da 

atividade das proteínas Rab 11 e 5 nos neurônios  

Por outro lado, dados recentes mostram que em neurônios corticais, a 

internalização da beta-amiloide é acompanhada pelo aumento dos níveis de 

GTPases como a Rab 5, que é marcadora de endossomo, além de ocorrer 

mudanças em sua distribuição (Song et al., 2011), que conduz à toxicidade 

neuronal por causa da alteração no sistema endossoma e lisossomo, o qual é 

prejudicado durante o metabolismo da beta-amiloide(Nixon, 2005). 

No hipocampo observamos um aumento dos níveis proteicos, o que pode 

revelar sensibilidade da região aos mecanismos que conduzem a 

neurodegeneração. Porém os níveis de expressão gênica nas regiões do 

hipocampo, substância negra e locus coeruleus encontram-se diminuídos , 

lembrando que a alfa-sinucleína é internalizada na célula via endocitose 

mediada pela Rab5, talvez a diminuição dos RNA mensageiros confira uma 

proteção da célula contra a toxicidade dos agregados extracelulares. 
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Os endossomos primários medeiam a internalização endocítica, 

reciclagem e modulação catabólica de moléculas necessárias para a 

manutenção celular. Camundongos transgênicos e cérebros de pacientes com 

doença de Alzheimer têm aumento de beta-amiloide intracelular antes das 

deposições extracelulares extracelulares(Nagele et al., 2002, Gouras et al., 

2005, Oddo et al., 2006). Esse peptídeo é internalizado via a Rab 5 que contribui 

para a degeneração neuronal, sendo que o bloqueio da internalização de beta-

amiloide previne a neurotoxicidade do peptídeo e a neurodegeneração(Song et 

al., 2011). 

O aumento da expressão de Rab 5 é uma característica da patologia dos 

endossomos primários que além de mediar a captura da beta-amiloide, também 

servem de sítio de produção de  beta-amiloide (Nixon, 2005). Desta forma, a 

diminuição da expressão da Rab 5 demonstrada nesse estudo na região do 

locuscoeruleus sugere que a via endocítica possa estar alterada, porém a 

internalização de fatores que contribuem para neurodegeneração pode estar 

inibida. 

Para que haja formação de beta-amiloide, é necessário que a proteína 

precursora amiloide primeiro seja clivada pela beta-secretase e então pela 

gama-secretase(Sisodia e St George-Hyslop, 2002). A gama-secretase é um 

complexo composto de 4 componentes, incluindo a presenilina 1 (Haass, 2004). 

Tanto a proteína precursora amiloide como a presenilina 1, são proteínas 

transmembrana e a localização intracelular delas é controlada pelas vias  

secretória e endocítica.  

A produção de beta-amiloide pode acontecer em uma ampla gama de 

compartimentos celulares como na superfície celular, rede trans-Golgi e nos 

endossomos(De Strooper, 2000), bem como pode ser consequência de um 

processo inflamatório característico da doença de Alzheimer, com a participação 

da prostaglandina E2 e seu receptor EP4 (Shinohara et al., 2010). 

O receptor EP4 interage com a presenilina 1 modulando sua endocitose. 

Logo o processo inflamatório favorece a formação de beta-amiloide, mas na 

presença de Rab 5 esse quadro é revertido nos neurônios(Shinohara et al., 

2010), pois a prostaglandina é inibida, diminuindo a atividade da gama-

secretase, e consequentemente a produção de beta-amiloide (Hoshino et al., 

2009). Nesse trabalho os níveis de Rab 5 parecem não favorecer a possível 
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recaptura da beta-amiloide, e ao mesmo tempo esses baixos níveis podem 

contribuir para produção do peptídeo beta-amiloide intracelularmente, além de 

também contribuírem para prejudicar a manutenção de endossomos gerais que 

estão ligados a outras funções neuronais como reciclagem de vesículas 

sinápticas 

Postula-se a hipótese de que as vesículas sinápticas devem sofrer um 

processo de maturação para tornarem-se funcionais no terminal 

sináptico(Bonanomi et al., 2006). A Rab 5 está envolvida na via de maturação 

das vesículas que se dirigem aos terminais nervosos e encontra-se acoplada 

aos compartimentos endossomais(Fischer von Mollard et al., 1994). As vesículas 

endocíticas sinaptossomais podem também se fundir com os endossomos 

primários(Rizzoli et al., 2006). Em junções neuromusculares de Drosophila e 

células do hipocampo, foi visto que a Rab 5 está envolvida na manutenção 

endossomal para integridade da sinapse , pois foi observado que em neurônios 

de C. elegans a superexpressão da Rab 5 suprimiu o déficit na sinapse(Brown et 

al., 2009).  

Em contraposição com a Rab 5, a expressão da Rab 6 encontra-se com 

suas expressões gênicas e proteicas diminuídas na substância negra após 

exposição à rotenona, sugerindo que antes da presença dos agregados 

proteicos o tráfego entre o retículo endoplasmático e o Golgi pode estar 

deficitário, porém já foi visto que os níveis de Rab 6 aumentaram antes do 

aparecimento de neurofilamentos contendo tau hiperfosforilada(Gonatas et al., 

2006),  talvez a baixa expressão da proteína observada nesse estudo pode ser 

um mecanismo protetor que antecede a neurodegeneração.  

Entretanto no locus coeruleus e no hipocampo a expressão proteica e 

gênica da Rab 6 aumentaram em relação ao controle. Embora a maquinaria de 

formação da beta-amiloide aconteça especialmente nos dendritos, o 

processamento anormal do peptídeo afeta componentes sinápticos e altera a 

transmissão sináptica (Almeida et al., 2005), já foi observado que a proteína Rab 

6 encontra-se acumulada e localizada dentro dos neuritos em camundongos 

modelo para doença de Alzheimer (Pierce et al., 2001), além de estar em níveis 

elevados no córtex nos casos de doença de Alzheimer (Mercer et al., 2008), 

assim como a Rab 5 que encontra-se em altos níveis, porém acumulada nos 

terminais pré-sinápticos (Brown et al., 2009). Se alteração da proteína Rab 6, é 
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acompanhada de alteração na proteína Rab 5, provavelmente a proteína Rab 6 

é mais suscetível aos fatores que levam a neurodegeneração, como injúrias nos 

complexos mitocondriais, podendo ser uma proteína marcadora de processos 

neurodegenerativos, uma vez encontrou-se alterada tanto na substância negra 

como no locus coeruleus em nosso trabalho.     

Muito embora a expressão da proteína Rab 11 não tenha alterado sua 

expressão proteica no hipocampo, nem na substância negra, sua localização 

celular pode influenciar sua função, sendo que os momentos celulares que 

antecedem a neurodegeneração podem estar associados com acúmulo de Rab 

11 sem alteração dos níveis de expressão dessa proteína. Porém seus níveis de 

expressão gênica no hipocampo encontram-se aumentados, o que sugere que 

num próximo momento celular, na presença de agregados proteicos pode haver 

acúmulo de Rab 11 nessa região. 

Ainda com relação aos acúmulos de proteínas intracelulares, trabalhos 

anteriores mostraram que não apenas inclusões intracelulares de alfa-sinucleína 

são tóxicas para as células, mas acúmulos extracelulares dessa proteína, tanto 

monomérica como na forma de oligômeros, são neurotóxicos por ativarem 

micróglia e a astroglia (Klegeris et al., 2008), levando a liberação de substâncias 

pró-inflamatórias e consequente produção de espécies reativas de oxigênio 

especialmente nos neurônios dopaminérgicos, favorecendo a formação dos 

corpúsculos de Lewy(Kordower et al., 2008). Algumas hipóteses sugerem que a 

maior parte de alfa-sinucleína no meio extracelular provenha do citoplasma, a 

proteína seria liberada para o meio extracelular, podendo ser recapturada por 

neurônios e células gliais causando diversos efeitos biológicos (Forloni et al., 

2000, Zhang et al., 2005). 

A proteína Rab 11 parece ter um papel importante na via pós recaptura da 

alfa-sinucleína extracelular, na reciclagem dos endossomos e regulando a 

exocitose da alfa-sinucleína (Liu et al., 2009). Parece que a Rab 11 pode 

interagir diretamente ou indiretamente com as proteínas endocitadas, pois essa 

proteína já foi encontrada colocalizada com a alfa-sinucleína em situações 

fisiológica e patológicas onde pode inclusive contribuir para formação dos 

corpúsculos de Lewy(Liu et al., 2009).  

A alfa-sinucleína é uma proteína que se agrega nos casos de doença de 

Parkinson hereditária ou esporádica, e em ambos os casos já foi encontrada 
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associada a vesículas sinápticas em modelos in vivo e in vitro (Fortin et al., 

2004, Kubo et al., 2005). Altos níveis de expressão da alfa-sinucleína resultam 

primariamente em bloqueio do tráfego de vesículas (Cooper et al., 2006, Gitler et 

al., 2008) e secundariamente em produção de espécies reativas de oxigênio 

(Outeiro e Lindquist, 2003). 

A Rab 11 também participa da reciclagem de transportadores de cisteína 

(EAAC1) para a membrana neuronal. Esses transportadores são essenciais para 

a proteção celular contra danos oxidativos pela glutationa peroxidase. Esta 

enzima transforma a glutationa (GSH) em glutationa oxidada (GSSH), sendo a 

principal via antioxidante do cérebro (Dringen, 2000), essencial para proteger os 

constituintes celulares contra os danos causados pelas espécies reativas de 

oxigênio (Ballatori et al., 2009). Para que isso aconteça é necessária a presença 

de cisteína a qual é capturada através dos transportadores EAAC1. No entanto 

em situações em que os níveis de espécies reativas de oxigênio encontram-se 

elevados a reciclagem desse transportador fica comprometida, o que parece 

acontecer por conta da deficiência da proteína Rab 11. Li e colaboradores(Li et 

al., 2010) demonstraram que a superexpressão da Rab11 em neurônios corticais 

elevam os níveis de GSH intracelular prevenindo a morte neuronal.  

Os níveis de expressão gênica da Rab 11 na substância negra e locus 

coeruleus encontram-se diminuídos, e levando em conta o estresse oxidativo 

ocasionado pela exposição a rotenona, a diminuição do RNA mensageiro pode 

refletir uma possível diminuição da proteína concomitante ao acúmulos de 

proteínas características de doenças neurodegenerativas. 

A mitocôndria é um dos principais consumidores de GSH, por conta de 

seu papel na geração dos radicais livres (Starkov, 2008), alguns trabalhos sobre 

doença de Huntington mostram declínio dos níveis da GSH antes da disfunção 

mitocondrial (Liet al., 2010) o que corrobora a hipótese de alteração do tráfego 

intracelular, associado à proteína Rab11, antes da neurodegeneração.   

Sabendo que a rotenona já foi apontada por perturbar os compartimentos 

de degradação proteica, vale observar que em alguns momentos do trabalho a 

proteína não se altera ou aumenta em relação ao controle, e o RNA mensageiro 

diminui, como a Rab 4 e Rab 5 no hipocampo e as Rab 5 e 11 na substância 

negra. Esses dados sugerem também que possivelmente as vias de degradação 

podem estar alteradas antes do acúmulo de proteínas insolúveis.  
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Nesse estudo nós observamos aumento da expressão gênica da Rab3 na 

região da substância negra, sabendo que um estudo já demonstrou que no 

camundongo nocauteado para Rab 3, as vesículas sinápticas estavam 

distribuídas normalmente, porém o recrutamento dessas vesículas na zona ativa 

da sinapse diminuiu (Leenders et al., 2001). 

Outro estudo também sugere que a Rab3 esteja envolvida no 

ancoramento de vesículas, pois já foi visto que o ancoramento de vesículas nas 

células PC 12 foi prejudicada na presença de RNA de interferência e resultou na 

diminuição da exocitose (Tsuboi e Fukuda, 2006).Em compensação a super 

expressão da Rab 3A nessas células PC12 aumentou o número de vesículas 

ancoradas (van Weeringet al., 2007). 

Se o aumento do RNA mensageiro refletir nesse caso um aumento de 

proteína Rab3, talvez na substância negra ocorra um aumento no ancoramento 

de vesículas sinápticas antes da presença de agregados proteicos. 

A Rab 32 teve sua expressão gênica diminuída na região do hipocampo, 

levando em consideração seu papel no transporte e biogênese mitocondrial, e se 

a expressão gênica refletir também uma diminuição da expressão da proteína 

pode-se sugerir que o tráfego mitocondrial possa estar prejudicado antes da 

formação dos agregados proteicos, mesmo não havendo alteração das proteínas 

motoras, uma vez que é necessária a interação dos dois tipo de proteínas para 

que o transporte ocorra. 

Na substância negra e no locus coeruleus, a expressão gênica da Rab 32 

aumentou, se a expressão proteica acompanhar o aumento de expressão 

gênica, pode se sugerir que o tráfego esteja alterado nessas regiões, uma vez 

que a expressão da proteína motora KIF 5 aumentou nas duas regiões também.  

As proteínas Rab interagem com diversos componentes dentro da célula, 

assim como as proteínas motoras (Jordens et al., 2005). Nos neurônios as 

cinesinas transportam vesículas contendo a proteína precursora amiloide. A Kif 

1A e a Kif 1B, membros da família da cinesina-3, são responsáveis pelo 

transporte axonal de vesículas sinápticas (Schimidt e Haucke, 2007).  Esses 

estudos sugerem um papel importante das proteínas GTPases e das proteínas 

motoras em conjunto, na regulação do tráfego axonal.  

A KIF 1B importante também para o correto enovelamento da mielina nos 

axônios  (Lyons et al., 2009), além de ser responsável, em conjunto com outras 
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proteínas, pelo transporte anterógrado mitocondrial e de vesículas sinápticas ao 

longo do axônio(Chung et al., 2009), outros estudos já mostraram que mudanças 

nos microtúbulos causam inibição no transporte de mitocôndria dependente de 

cinesina (Ebnethet al., 1998; Bendiskeet al., 2002),  

Neste estudo foi observado que os níveis de expressão da KIF 1B na 

substância negra encontram-se diminuídos com o tratamento de 0,3nM de 

rotenona em cultura por 24 horas, demonstrando que mecanismos relacionados 

ao tráfego anterógrado estão acontecendo anteriormente à neurodegeneração. 

A diminuição da expressão da KIF 1 leva ao acúmulo da proteína tau em 

sua forma hiperfosforilada em camundongos, e conduz a axonopathias com 

ligação anormal do citoesqueleto e proteína precursora amiloide, quadro 

encontrado em doenças como Alzheimer e Parkinson (Falzone et al., 2009). 

Nos casos de doença de Alzheimer já se observou prejuízo no transporte 

de neurotransmissores essenciais para viabilidade neuronal no hipocampo e em 

outras regiões. Experimentos realizados em camundongos modelos para doença 

de Alzheimer mostraram que anormalidades no citoesqueleto precederam a 

deposição amiloidogênica, sugerindo que defeitos no transporte axonal 

acontecem nos primeiros estágios da doença (Stokin et al., 2005). Anomalias no 

citoesqueleto e deposição amiloides com associação a vesículas já foram 

observados como consequência da dimunição da KIF 1 (Gunawardena e 

Goldstein, 2001), bem como o tráfego mediado pelas cinesinas encontra-se 

perturbado na presença de formas patogênicas da proteína tau (Kanaan et al., 

2011). 

Nesse trabalho foi observado um aumento de expressão da KIF 1 em 

células de cultura da substância negra depois da exposição a 0,5nM de rotenona 

por 48h, e nossos estudos prévios demonstraram que nesta concentração 

proteínas características de doenças neurodegenerativas começam a se 

acumular. 

Já foi observado que em casos de doença de Parkinson observa-se 

agregação da alfa-sinucleína e consequente neurodegeneração na substância 

negra e outras regiões. Contudo foi observado também que mudanças no 

transporte anterógrado ocorreram antes da perda neuronal, e a expressão da 

KIF 1 na substância negra encontra-se aumentada na presença de maiores 

níveis de alfa-sinucleína (Chunget al., 2009). 
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A KIF 5a e KIF 5c são específicas de neurônios (Hirokawa e Takemura, 

2005). Essas cinesinas também se movem em direção à região sináptica ao 

longo dos microtúbulos e são responsáveis pelo transporte da proteína 

precursora amiloide (Kamal et al., 2000), bem como pela performance do 

transporte anterógrado mitocondrial (Tanaka et al., 1998). 

Nos experimentos realizados nesse trabalho pode-se constatar uma 

diminuição da expressão da KIF 5 em células de cultura da substância negra 

depois do tratamento com 0,1nM por 48 horas, assim como com o tratamento a 

0,3nM por 24 horas em relação ao controle, mas essa última mudança foi 

revertida após 48 horas de tratamento com 0,3nM de rotenona, e a expressão da 

proteína aumentou depois do tratamento com 0,5nM por 48h em relação ao 

tratamento com 0,1nM por 48 horas. Esses dados demonstram que a 

concentração de rotenona e o tempo que as células ficam expostas a rotenona 

são fatores determinantes que afetam a expressão de proteínas motoras. Em 

concentrações muito baixas as proteínas motoras apresentam-se com 

expressão diminuída, mas em concentrações mais altas ou duração maior do 

tratamento as proteínas motoras retornam ao nível de expressão basal. 

Já no locus coeruleus a expressão da KIF 5 aumentou após 0,1nM de 

rotenona, tendo diminuído com a concentração de 0,5nM. 

O dado acima chamou nossa atenção uma vez que a exposição com 

apenas 0,1nM de rotenona por 48 horas já provocou aumento de expressão da 

KIF 5, enquanto em outras regiões apenas um tratamento com maior 

concentração de rotenona promoveu aumento de expressão das proteínas 

motoras. Porém um antigo estudo revelou que os neurônios do locus coeruleus 

são mais sensíveis, e em casos de doenças neurodegenerativas esta pode ser 

uma das primeiras regiões afetadas (Arendt, 1995). 
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6.Conclusão 
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No hipocampo a exposição dos animais a rotenona sugere que o tráfego 

entre retículo endoplasmático e o Golgi possa estar deficitário uma vez que os 

níveis protéticos de Rab1 estão diminuídos. Além disso, a via endocítica 

encontra-se estimulada, pois os níveis proteicos de Rab 4 e Rab 5 encontram-se 

aumentados, podendo favorecer uma possível captura de proteínas mal 

formadas como beta-amilóide na presença dos agregados proteicos. Os níveis 

proteicos da Rab 6 aumentaram também, o que pode ser uma resposta a 

toxicidade que a célula está exposta neste momento, demonstrando portanto 

que os níveis de Rab 6 se elevam não só na presença das inclusões proteicas, 

mas antes da formação das mesmas.  

Na região da substância negra os resultados in vivo sugerem que antes 

da formação dos agregados proteicos característicos das doenças 

neurodegenerativas, o tráfego entre o retículo endoplasmático e o Golgi está 

estimulado e a célula parece estar protegida de possíveis efeitos tóxicos 

causados por agregados proteicos, uma vez que houve aumento dos níveis de 

expressão proteica da Rab 1, porém os níveis proteicos de Rab 6 diminuíram, o 

que talvez seja uma resposta protetora, uma vez que a formação de agregados 

está associada a níveis de Rab 6 aumentados. 

Os resultados in vitro revelam que antes da agregação proteica o tráfego 

de mitocôndrias já pode estar alterado, o que pode conduzir a um quadro de 

estresse oxidativo na célula, pois as KIF 1B e 5 encontram-se com seus níveis 

de expressão diminuídos, após o tratamento com 0,1nM de rotenona por 48 

horas, ou 0,3nM por 48 horas. Mas durante a formação dos agregados o tráfego 

mitocondrial parece ser estimulado, já que os níveis de expressão das KIF 1 e 5 

aumentam com o tratamento de 0,5nM de rotenona por 48 horas. 

No locuscoeruleus os resultados in vivo revelam que talvez a célula esteja 

mais vulnerável aos possíveis fatores que conduzem a neurodegeneração, pois 

a expressão proteica da Rab 1 encontra-se diminuída e as expressões proteicas 

da Rab 6 aumentadas, porém os níveis proteicos de Rab 5 e Rab 11 encontram-

se diminuídos, o que pode conferir proteção à célula, já que altos níveis das 

proteínas Rabs 5 e 11 acompanham a formação dos agregados, e podem 

contribuir para aumentar a toxicidade dos mesmos. Já o tráfego mitocondrial 
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pode estar alterado, pois a KIF 5 encontra-se com maiores níveis de expressão 

com o tratamento de 0,1nM de rotenona por 48 horas, podendo estimular o 

transporte da organela, entretanto após a exposição com 0,5nM de rotenona por 

48 horas, esse quadro pode ser revertido, uma vez que os níveis de expressão 

proteicos encontram-se diminuídos. 

Contudo, ainda são questões a serem investigadas se a alteração da 

expressão das proteínas Rab e motoras traduzem-se efetivamente em alteração 

do tráfego intracelular, ou se a alteração da expressão proteica é reflexo da 

possível disfunção do sistema de degradação intracelular. 
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