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“E melhor tentar e falhar,

Que preocupar-se e ver a vida passat;

E melhor tentar, ainda que em v&o,

Que sentar-se fazendo nada até o final.

Eu prefiro na chuva caminhar,

Que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,

Que em conformidade viver ..."
Martin Luther King
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RESUMO

Neste trabalho, utilizamos um sistema de culturas primarias de mesencéfalo ventral
de ratos neonatos a fim de investigar os efeitos da administragéo de minociclina, um
inibidor de ativagdo microglial, sobre a neurotoxicidade induzida por rotenona (ROT).
A administragédo de rotenona produziu perda celular dependente de dose, tempo de
exposicdo e também da composicdo de nossas culturas. Assim, a exposi¢cdo a
diferentes concentragbes de rotenona (10, 20, 40 e 30 nM) por 1, 3, 5 e 7 dias
promoveu perda celular significativa, como demonstrado pelo ensaio colorimétrico
do MTT. Culturas mistas, que apresentam maior percentual de células da glia em
relagdo a neurbnios, apresentaram-se mais suscetiveis aos efeitos neurotoxicos da
rotenona. Nestes experimentos, a adicdo concomitante de minociclina reverteu
significativamente os efeitos deletérios da exposicdo a rotenona. A adicdo de
microglia (1,84 x 10" células/poco) a culturas semipuras de neurdnios expostas a
rotenona resultou em aumento significativo da perda celular. Ao mesmo tempo, o
bloqueio microglial por administracdo de minociclina a culturas semipuras com
adicdo de microglia e expostas a rotenona promoveu redugdo da perda celular,
confrmando a influéncia negativa da microglia em eventos de lesdo neuronal
induzida por neurotoxinas indutoras de Parkinsonismo, ao mesmo tempo
referendando a continuidade de pesquisas que visem elucidar o papel da
neuroinflamagdo em desordens neurodegenerativas, tais como na doenga de

Parkinson.



1 INTRODUCAO

1.1 A DOENCA DE PARKINSON

Estudos relacionados a longevidade vém adquirindo relevancia de forma
cada vez mais evidente nos ultimos anos, acompanhados por avancos da medicina,
a aquisicdo de novos habitos alimentares e a descoberta de novas estratégias
terapéuticas e medidas profilaticas, que resultaram em maior preocupagdo com a
gualidade de vida durante o envelhecimento e o aumento na perspectiva de vida da
populacdo mundial. Dessa forma, os limites do organismo humano comecgaram a ser
postos a prova, e doencas que ndo eram comuns, por estarem associadas com 0s
processos normais de envelhecimento, tornaram-se mais frequentes.

Como exemplo de tais doencas, pode-se citar as doencas
neurodegenerativas, que sao doencas insidiosas de curso inexoravel e
gradualmente progressivo. Considerando que a idade traz com ela algumas
condicdes que fardo o corpo perder algumas das suas capacidades, é importante
ressaltar a importadncia do envelhecimento como um fator de risco para o
aparecimento das mesmas.

A doenca de Parkinson (DP) é uma doenca crbnico-degenerativa do
sistema nervoso central que acomete principalmente regides envolvidas com o
controle motor. Trata-se de uma doenca progressiva cujos sintomas surgem
geralmente por volta dos 55 anos de vida, e sua incidéncia aumenta evidentemente
com a idade. James Parkinson foi quem primeiro descreveu essa enfermidade
neuroldgica — hoje conhecida como doenca de Parkinson - no ano de 1817, cujas
descricbes constavam em sua famosa monografia entitulada “An assay on the
shaking palsy”. Ele descreveu a doenga como uma desordem consistindo de tremor
em repouso e uma forma peculiar de incapacidade motora progressiva, que ficou
conhecida como DP idiopética, mas a etiologia dessa doenca continua desconhecida
192 anos depois.

Atualmente, a DP é conhecida como a segunda mais comum desordem
neurodegenerativa depois da Doenca de Alzheimer com uma prevaléncia de 0.1%
da populacdo mundial. Embora seja uma doenca relacionada com a idade que afeta
cerca de 3% das pessoas com idade maior que 65 anos e 4-5% de pessoas com
idade maior que 85 anos, 5-10% dos pacientes tém 40 anos de idade. Estudos
epidemioldgicos e patoldgicos demonstram que 0s casos esporadicos com inicio



tardio ocorrem em 95% dos pacientes (Tanner, 2003), ao passo que 0s 5% restantes
sdo observados em grupos familiares com inicio precoce (Mizuno et al., 2001).

E uma sindrome caracterizada por rigidez muscular, tremor em repouso,
bradicinesia e instabilidade postural, sintomas eventualmente decorrentes da
degeneracao de terminais nervosos no estriado e corpos celulares de neurdnios
dopaminérgicos da substancia negra (Jellinger, 2001). Essas deficiéncias motoras
sdo usualmente responsivas a um medicamento muito utilizado na DP, o levodopa
(L-dopa), e resultam em melhoras nesses sintomas clinicos.

O tremor em repouso € o primeiro sinal em 70% dos pacientes da DP,
ocorre com uma frequiéncia de 3-5 Hz, é geralmente assimétrico e diminui com o
movimento voluntario. Dessa forma, ndo torna mais dificeis as atividades cotidianas
do paciente, pelo menos nas etapas iniciais de desenvolvimento do quadro clinico. O
tremor das maos € mais comum que o tremor dos pés.

A rigidez refere-se ao aumento da resisténcia a movimentos passivos e é
acentuada pela atividade motora contralateral ou tarefas de desempenho mental. A
bradicinesia corresponde a lentiddo durante a execu¢cao de movimentos e o primeiro
sintoma a desabilitar o paciente no inicio da doenca.

A instabilidade postural, por vezes, é considerada como caracteristica
cardinal, mas ndo é especifica e geralmente esta ausente no inicio da doenca. Esse
sintoma esta relacionado com o desenvolvimento gradual de equilibrio deficiente,
tornando maiores as chances de o paciente cair.

Outros sinais motores também podem ser observados em alguns
pacientes, tais como: hipocinesia (reducdo na amplitude de movimentos), acinesia
(auséncia de movimentos inconscientes), hiponimia (diminuicdo da expressao facial
normal) e hipofonia (diminuigdo do volume da voz) (Dauer & Przedborski, 2003;
Samii et al.,, 2004). Os sintomas n&o-motores incluem deméncia, depresséo,
caracteristicas psicoticas, disfuncdo autonémica (manifestada por constipacao,
urgéncia e aumento na frequéncia do ato de urinar e hipotensdo ortostatica) e

anormalidades na percepcéo visual e olfatéria (Gelb et al., 1999).

1.1.1 Etiologia e o papel de toxinas ambientais
A etiologia da DP tem sido exaustivamente apontada como sendo
mutifaltorial devido a sua natureza esporadica. Diversos fatores podem contribuir

com o aumento do risco de desenvolvimento da doenga, dos quais podem ser



citados o envelhecimento natural, a susceptibilidade genética e a exposicdo a
fatores ambientais.

A hipotese de que toxinas ambientais seriam os principais fatores foi
dominante durante muitos anos do século XX, principalmente devido a descoberta
do parkinsonismo induzido por MPTP (metil-fenil-diidropiridina) (Langston et al.,
1983). Diferentes estudos demonstraram que o MPTP é uma droga que provoca
morte seletiva de neurdnios dopaminérgicos. Seu mecanismo de acéo inclui diversos
eventos e inicia-se pela sua passagem pela barreira hematoencefalica, de onde o
MPTP ¢ oxidado a MPP" no Sistema Nervoso Central (SNC) pela enzima
monoamina oxidase B (MAOB) e depois é seletivamente captado por neurbnios
dopaminérgicos através de transportadores de dopamina - DAT (Zhang et al., 2000).
Uma vez no interior de neurdnios dopaminérgico, o MPP" é ativamente transportado
para mitocbndria onde inibe seletivamente o complexo | da cadeia respiratoria
mitocondrial, resultando na formacédo de superdxidos altamente toxicos (Zhang et al.,
2000).

Estudos posteriores apresentaram outras toxinas capazes de produzir
neurodegeneracdo progressiva e passaram a ser utilizadas como modelos para o
estudo da DP, a qual pode ser produzida pela exposicdo cronica a neurotoxinas
dopaminérgicas, que desencadeiam uma cascata de eventos deletérios. Tais toxinas
incluem os pesticidas, que, assim como a exposi¢cdo ocupacional a metais pesados,
constituem um risco ambiental adicional para a DP.

A rotenona é um pesticida de uso doméstico em muitos paises e um
principio ativo extraido de raizes de certas espécies de plantas encontradas na
regido amazoénica, como o timb@, utilizado pelos nativos para envenenar 0s peixes
durante a pesca. E um composto lipofilico que atravessa facilmente a barreira
hematoencefélica e atua como inibidor do complexo | da cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial. A administracdo sistémica desta toxina pode resultar na
degeneracdo seletiva de células da via dopaminérgica nigroestriatal, com a
acumulacdo de inclusdes citoplasméaticas fibrilares positivas para sinucleina e
ubiquitina (Bertabet et al., 2000).

Um estudo realizado por Sherer e colaboradores (2003a) identificou
intensa ativagao microglial no estriado e na substancia negra de animais intoxicados
com rotenona, com menor ativacdo no cortex, e anterior a perda neuronal

dopaminérgica, acontecendo de forma mais evidente nos animais que apresentaram



a lesdo visivel ao microscépio 6ptico indicando uma possivel participacdo da
resposta inflamatéria na degeneracdo desta populacdo neuronal. Em outro estudo
semelhante, realizado por Gao e colaboradores (2002a), culturas mistas de
neurdnio/glia derivadas de mesencéfalo ventral foram mais susceptiveis aos efeitos
neurotéxicos da rotenona que culturas enriquecidas de neurbnios. O aumento
acentuado da capacidade neurodegenerativa da rotenona foi atribuido a presenca
da glia, especialmente devido a adicao de células microgliais a culturas enriquecidas
de neurdnios. O autor sustenta que a rotenona estimula a liberacdo se radicais
superoxidos pela microglia uma vez que a utilizacdo de um inibidor da NADPH

oxidase microglial foi capaz de reduzir a perda celular induzida pela toxina.

1.1.2 Patogénese e a degeneracdo dopaminérgica nigroestriatal

O achado patolégico caracteristico da DP é a perda de neurdnios
dopaminérgicos na parte compacta da substancia negra (SNpc) e a presenca de
corpos de Lewy nos neurdnios remanescentes. Fisiologicamente, os neurdnios
dopaminérgicos podem ser encontrados em todo o encéfalo, onde exercem uma
variedade de funcdes com base em sua ampla conectividade através de diferentes
vias. Existem trés grupos de células dopaminérgicas no encéfalo, sdo os grupos A8,
A9 e A10, distribuidos, respectivamente, na formacéao reticular lateral, SNpc e area
tegumentar ventral (VTA). Os neurbnios do grupo A9 enviam suas projecdes aos
nacleos caudado e putamen e influenciam vias motoras relacionadas aos ganglios
basais (Pollack, 2001). A principio, a perda celular dopaminérgica ocorre
seletivamente com os neurdnios do grupo A9, afetando a SNpc mas poupando a
parte reticulada e as células do grupo A8 e A10 (Halliday et al., 1996; Mc Ritchie et
al., 1997). Dentro da prépria SNpc, a perda celular segue um padréo especifico,
afetando preferencialmente as células da porcao ventral (Damier et al., 1999;
Fearnley & Lees, 1991).

Corpos de Lewy sdo inclusdes intracitoplasmaticas constituidas de
estruturas semelhantes a neurofilamentos, além de agregados protéicos positivos
para ubiquitina e alfa-sinucleina. A ubiquitina é uma proteina que participa do
sistema proteossdmico de degradacdo de proteinas defeituosas. No encéfalo
normal, a alfa-sinucleina estd presente nos terminais pré-sinapticos e sua funcao
ainda permanece desconhecida. O mecanismo exato que explica a interacdo entre

essas proteinas e os neurofilamentos e que resultam na formag¢do de corpos de



Lewy ainda nao foi elucidado.

Os sinais clinicos da DP geralmente surgem quando sao perdidas
aproximadamente 50% de células dopaminérgicas no sistema nervoso e quando,
consequentemente, cerca de 80% dos niveis de dopamina estriatal sdo depletados.
A perda destas células também afeta outros sistemas de neurotransmissao, tanto a
nivel central como periférico. Perifericamente, h4 uma diminuicdo na atividade da
tirosina hidroxilase — enzima passo-limitante na producdo de dopamina — e
diminuicdo de dopamina na medula adrenal, um achado possivelmente relacionado
com a disfungcdo autondmica. Em nivel central, alteragcbes dos niveis de
neurotransmissores tém sido detectadas no nucleo basal de Meynert, locus
coeruleus e nucleo da rafe (Dauer & Przedborski, 2003 apud Hornnykiewic & Kisch,
1987), assim como alteracfes nas vias glutamatérgicas e GABAérgicas (Ikonomidou
& Turski, 1996).

Estudos patoldgicos relacionados a neurodegeneracdo na DP sugerem
um conjunto de achados caracteristicos que permitem distinguir a doenca dos
eventos observados no envelhecimento natural. Um deles é o fato da perda celular
estar concentrada nas porgbes caudal e ventrolateral da SNpc, enquanto que no
envelhecimento normal a por¢cao dorsomedial da substancia negra (SN) € a regido
mais afetada. Os outros achados sdo o grau de perda de terminais neuronais no
estriado, que € maior do que a perda de neurbnios na SN, e 0 mecanismo de
remocao da dopamina, que parece ser mais dependente de seu transportador no
estriado do que no cortex pré-frontal, onde outros transportadores monoaminérgicos
e a enzima catecol-O-metiltransferase (COMT) desempenham um papel maior no
término das ac¢des da dopamina (Dauer & Przedborski, 2003).

Os achados patologicos relacionados com o0s aspectos bioquimicos
incluem disfuncdo mitocondrial do complexo |, acentuada peroxidacao lipidica,
reducdo dos niveis de glutationa, aumento da concentracdo de ions e reducdo de
ferritina, os quais sugerem que 0s neurdnios dopaminérgicos estdao amplamente
sujeitos ao estresse oxidativo (Munch et al., 1998). Além disso, um estudo recente
demonstrou que alguns pacientes podem apresentar funcédo alterada do sistema
proteossomal, que é apontado pelo autor como um dos fatores envolvidos na
patogénese da DP (McNaught et al., 2003).

1.2 OS MECANISMOS DE NEURODEGENERACAO DOPAMINERGICA



O mecanismo que leva a degeneracao de neurbnios dopaminérgicos na
DP ainda permanece desconhecido. Dados da literatura sugerem que a
neurodegeneracdo pode estar associada a diversos mecanismos e incluem, entre
outros, excitotoxicidade, estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial, apoptose,
inflamacéo e expressao de proteinas defeituosas, com a consequiente formacao de
agregados protéicos intracelulares (Dauer & Przedborski, 2003). A presenca desses
agregados traz consequéncias que vao desde a interferéncia no trafico intracelular
de neurbnios ao sequliestro de proteinas que sdo importantes para a sobrevivéncia
dessas células.

O papel da disfuncdo mitocondrial e do estresse oxidativo na patogénese
da DP foi ressaltado com a descoberta de que o MPTP bloqueia a cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial através da inibicdo do complexo | (Nicklas et
al., 1987). Anormalidades na atividade do complexo | em pacientes da DP foram
identificadas em estudos mais recentes, como apresentado em uma revisao por
Greenamyre e colaboradores (2001). A partir de evidéncias observadas em
experimentos in vitro, os danos ao complexo | tornam a célula mais susceptivel ao
estresse oxidativo e a deficiéncia energética. Moléculas altamente oxidantes, como o
peréxido de hidrogénio e o radical superdxido, e que resultam da respiracdo
mitocondrial normal, contribuem com danos a células ao terem seus niveis normais
aumentados pela inibicdo do complexo | mitocondrial.

Os neurbnios dopaminérgicos podem estar em um microambiente
particularmente fértil para a geracdo de espécies reativas de oxigénio: o proprio
metabolismo da dopamina produz perdoxido de hidrogénio e radicais superoxidos.
Além disso, a prépria auto-oxidacdo da dopamina, necessaria para a producdo de
melanina, também gera subprodutos téxicos a célula, tais como a dopamina-
quinona, uma molécula que danifica proteinas através da reacdo com residuos de
cisteina (Dauer & Przedborski, 2003).

Outro mecanismo, ndo menos relevante, e que ainda desperta grande
interesse cientifico € a intensa reagdo glial que ocorre concomitantemente a
degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos, sugerindo que a inflamacédo pode ser
um fendbmeno ativo na DP, promovendo continuamente morte celular nesse
processo neurodegenerativo (Kim et al., 2000). A resposta inflamatéria é a primeira
linha de defesa contra lesbes e infeccdo no sistema nervoso central (SNC);

entretanto, uma resposta inflamatoria excessiva pode também ser uma fonte



adicional de danos as células do hospedeiro.

1.3 PROCESSOS INFLAMATORIOS NA DP

A primeira evidéncia do papel da inflamac&o em pacientes da DP veio de
um estudo post-mortem, no qual McGeer e colaboradores (1998) encontraram
microglia ativada e linfécitos T na SNpc de um paciente da DP. Desde entdo,
existem inUmeros estudos nos quais € reportado o papel de processos
neuroinflamatérios na DP (McGeer & McGeer, 2004; Orr et al., 2002; Tansey et al.,
2007). Os processos inflamatorios no encéfalo envolvem primariamente dois tipos de
células gliais: microglia e astrocitos. Além da presenca de microglia ativada e de
citocinas proé-inflamatdérias, enzimas associadas com a inflamagdo, como a 6xido
nitrico sintase (NOS) e ciclooxigenase-2 (COX-2), também tém sido encontradas
nesses estudos post-mortem.

Uma das reacdes celulares a danos ao sistema nervoso mais discutida na
literatura é a proliferacdo e hipertrofia de astrdcitos (Norton et al., 1992), células
responsaveis pelo controle homeostatico do ambiente extracelular neuronal que
respondem a uma grande variedade de insultos, incluindo danos fisicos, quimicos e
doencas. Como € de se esperar, existe uma consideravel reacdo glial na SNpc de
pacientes com DP (Vila et al., 2001) que pode ser benéfica ou deletéria aos
neurbnios dopaminérgicos. As células da glia, particularmente os astrocitos,
protegem o0s neurdnios através da producdo de fatores neurotréficos ou pela
neutralizacdo do estresse oxidativo (Hirsh, 2000; Villa et al., 2001). No entanto, esse
tipo de gliosis na DP é incomum e a reacdo astrocitica é praticamente ausente
(Banati et al., 1998; Mirza et al., 2000).

Ao contrario de astrécitos, a microglia é o tipo de célula glial mais ativada
na SNpc (Banati et al.,, 1998; Mirza et al., 2000; Villa et al., 2001). Essa reacédo
incomum pode esta relacionada com o baixo nidmero de astrécitos normalmente
encontrado nas regifes de distribuicAo dos neurdnios dopaminérgicos mais
susceptiveis (Damier et al., 1993).

As células microgliais sdo macrofagos residentes no SNC (del Rio-
Hortega, 1993) que povoam densamente a substancia negra (Lawson et al., 1990).
Durante o periodo embrionério e inicio da fase pés-natal a microglia esta envolvida
com a eliminacdo programada de células neurais (Barron, 1995). No encéfalo

desenvolvido, a microglia em repouso exibe uma morfologia ramificada e exerce



funcbes relacionadas a homeostase celular com a remocéo de restos celulares e
reparo tecidual e através da secrecdo de fatores de crescimento. Além destas
funcbes primérias, estas células estdo envolvidas na inducdo de inflamacdo e
citotoxicidade, e também na regulacdo da resposta de células T através da
apresentacao de antigenos.

A microglia em repouso, ao contrario do que esse nome sugere, ndo esta
estatica ou em estado dormente. Ao contrario, estdo constantemente dispostas a se
deslocar e monitorar a area na qual residem para deteccdo de patogénese e
alteragbes em seu microambiente. Atuando como uma importante linha de defesa no
encéfalo, a microglia torna-se facilmente ativada em resposta a insultos no SNC ou
estimulos imunolégicos. Esses estimulos se ligam a diversos receptores seletivos
gue se encontram distribuidos na superficie celular, incluindo receptores para
endotoxinas, citocinas, quimiocinas, proteinas defeituosas, fatores do soro e ATP.

As evidéncias que sustentam o envolvimento da neuroinflamac¢do na DP
sédo provenientes de estudos nos quais foi mostrada uma associagao entre infeccéo
e neurodegeneracdo. As doencas neurodegenerativas tendem a ser acentuadas por
infeccbes sistémicas, e a microglia ativada pode estar envolvida nesse processo.
Por exemplo, um estudo realizado por Perry (2004) demonstra que infeccdes
sistémicas induzem ativacao microglial na esclerose multipla. Assim, é possivel que
insultos adicionais de infec¢des acentuem o progresso de processos inflamatorios e
degenerativos.

Os estimulos de ativacao da microglia levam a alterac6es morfolégicas da
célula em repouso, no qual ela altera sua forma ramificada para uma forma
amebdide de modo a facilitar a sua proliferacdo, migracao e fagocitose (Nimmerjahn
et al., 2005). Ela estende suas ramificacbes em torno da area que sofreu o insulto e
como resultado ha fagocitose de células danificadas, removendo potencialmente o
material danificado e protegendo, assim, as células vizinhas.

A ativacdo da microglia é vital para a funcdo normal do cérebro, no que
diz respeito ao controle do microambiente neuronal e sua ativacdo moderada tem
efeitos aparentemente benéficos as células circundantes. No entanto, quando a
microglia é continuamente ativada ou super ativada, pode contribuir com danos
adicionais ao insulto, particularmente aos neurénios. Quando a microglia torna-se
ativada, seja por ativacdo direta por uma toxina, patdgenos ou proteinas endogenas,

ou indiretamente por sinais de neurdénios lesionados, essa microglia ativada pode



persistir devido a possiveis efeitos de feedback positivo de neurdnios que estdo
morrendo, mesmo que a leséo inicial tenha cessado. Portanto, a ativagdo microglial,
e, por conseguinte a neuroinflamacdo, pode ser propagada e prolongada
inapropriadamente para amplificar a destruicdo de neurdnios; um processo referido
como microgliose reativa, a qual é uma caracteristica comum de doencas

neurodegenerativas (Gao & Hong, 2008).

14 POTENCIAIS EFEITOS NEUROPROTETORES DA MINOCICLINA

A DP é uma das desordens neurolégicas que mais recebe atencéo e
investimento em pesquisa. No entanto, os avangos no que se refere ao
desenvolvimento de agentes para o tratamento desta desordem tém falhado na
reversdo da perda progressiva de neurbnios dopaminérgicos, uma vez que nao
estdo precisamente direcionados ao problema subjacente e primario dessa
patologia. As estratégias terapéuticas atuais para a DP visam principalmente reduzir
a severidade dos sintomas, para 0s quais séo utilizados quatro principais categorias
de drogas: (1) agonistas de receptores dopaminérgicos, (2) inibidores da MAOB, (3)
anticolinérgicos e (4) L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA).

Por encontrar-se bem estabelecido na literatura que a neuroinflamacéo é
um importante contribuinte para o processo cronico degenerativo em modelos in vivo
e in vitro da DP, e possivelmente para a prépria DP idiopatica, diversos estudos
experimentais tém apostado na inibicdo da inflamacdo como uma estratégia
terapéutica promissora, resultando em atenuacao da degeneracdo dopaminérgica
nigroestriatal em modelos de DP (Gao et al., 2003).

A minociclina é uma tetraciclina de segunda geracdo que exerce efeitos
antiinflamatérios distintos de sua acdo antimicrobiana (Klein & Cunha, 2001).
Recentemente, tem crescido as evidéncias de que a minociclina promove
neuroprotecdo em modelos de insulto neurovascular (Stirling et al., 2005; Yrjanheikki
et al., 1998, 1999), doenca de Parkinson (Du et al., 2001), doenca de Huntington e
esclerose amiotrdéfica lateral (Chen et al., 2000).

A organizacdo molecular da minociclina (Figura 1) pode estar associada
com 0 sucesso de seus mecanismos protetores, uma vez que possui natureza
lipofilica favorecendo, assim, sua passagem pela barreira hemato-encefalica
(Domercq & Matute, 2004; Yong et al, 2004). Além disso, a minociclina é absorvida
guase completamente e de forma muito rapida (Blum et al., 2004), com meia-vida
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média superior a outras drogas com ac¢ao biolégica similar.

N

N NN

Figura 1. Estrutura molecular da minociclina (Stirling et al., 2005)

In vivo, a minociclina é capaz de reverter as consequéncias a danos
neuronais mimetizados em modelos animais de isquemia cerebral, encefalomielite
autoimune, DP e doenca de Huntington. Nesses estudos, 0s autores sustentam que
a minociclina exerceu efeitos pleiotrépicos em uma variedade de tipos celulares
incluindo supressao da producao de Oxido nitrico pela microglia e neuroprotecao
direta.

Os efeitos especificos da minociclina em neurénios tem sido estudo in
vitro, através da utilizacdo de culturas neuronais. Diversos estudos sugerem que a
protecdo conferida pela minociclina estd baseada em suas propriedades anti-
inflamatorias e antioxidantes, como a inibicdo de metaloproteinases da matriz (Golub
et al., 1998), bloqueio da inducdo da NOS (Amin et al., 1996) e inibicdo da liberacéo
de citocromo C pela mitocondria (Zhu et al., 2002). Além disso, a neuroprotecao
mediada pela minociclina estd associada com o bloqueio de caspases (Wang et al.,
2004), inibicdo da MAP cinase p38 (Wang et al., 2003) e envolvimento direto na
transicdo de permeabilidade mitocondrial (Gieseler et al., 2008).

Casarejos e colaboradores (2006) demonstraram que a administracao de
minociclina em culturas mesencefalicas de camundongos, expostas a rotenona
resultou em protecdo de neurbnios dopaminérgicos depois da adicdo de microglia
nesse sistema. Foi observado ainda que a morte celular por apoptose, detectada
através do teste de TUNEL, teve seu percentual reduzido com a utilizacdo de

minociclina.
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1.5 OBJETIVOS

151 Objetivo geral:
- Avaliar possiveis efeitos neuroproterores da administracdo de
minociclina em modelo de neurotoxicidade induzida por rotenona em culturas

neuronais de mesenceéfalo ventral de ratos da linhagem Wistar.

15.2 Objetivos especificos:

- Avaliar os efeitos neurotéxicos da rotenona em diferentes concentracées
e periodos de exposicao das culturas primarias derivadas de mesencéfalo ventral de
ratos neonatos da linhagem Wistar;

- Investigar a participacdo do componente glial ao comparar os efeitos da
rotenona em culturas semipuras (maior percentual de neurénios) e culturas mistas
(neurdnios e maior percentual de células da glia);

- Investigar se o pré-tratamento com a minociclina é capaz de reduzir/inibir
o efeito neurotdxico da rotenona em culturas mistas;

- Analisar os efeitos neurotoxicos da rotenona em culturas semipuras
apos adicao de monoculturas de microglia;

- Analisar os efeitos da administracdo de minociclina em culturas

semipuras expostas a rotenona apés a adicdo de monoculturas de microglia.
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2 Metodologia

2.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Foram utilizados ratos neonatos da linhagem Wistar com até quatro dias
de idade (PND2 — PND4), provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias
Biolégicas — UFPA. Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de
acordo com as normas estabelecidas no Guia Principios Eticos e Praticos do Uso de
Animais de Experimentacdo, da Escola Paulista de Medicina, Universidade Federal
de S&o Paulo — UNIFESP. Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica em

Pesquisas com Animais da UFPA.

2.2 CULTURAS PRIMARIAS DE NEURONIOS

Os animais foram sacrificados por decapitacdo abrupta, realizada fora da
cabine de fluxo laminar sobre uma placa petri contendo alcool 70%, seguida da
dissecacdo do encéfalo, realizada no interior da cabine de fluxo laminar. Em
seguida, o encéfalo foi transferido para outra placa com novo meio de dissecacéo, a
fim de se evitar contaminacéo das amostras.

O mesencéfalo ventral, livre de meninges, foi microdissecado em meio de
disseccgédo estéril segundo o protocolo utilizado por Smeyne & Smeyne (2002). As
regides neuronais isoladas foram entdo incubadas por cerca de 5 a 10 minutos, a
37°C, em solucéo de tripsina-EDTA 0,05% em solucdo livre de célcio para digestdo
enzimatica do tecido.

As amostras foram entdo transferidas para o meio de cultura DMEM
contendo soro fetal bovino (FBS) a 10% e triturados mecanicamente de maneira
suave com o auxilio de pipeta Pauster. Este processo foi entdo repetido, porém, com
outra pipeta Pauster flambada, a qual apresenta metade do diametro da que foi
utilizada primeiramente.

Posterior a esse procedimento, seguiu-se com o0 plaqueamento das
células contidas no sobrenadante a uma densidade aproximada de 5 x 10°
células/poco em 1 ml de meio de cultura, em placas de cultura multi-pocos
previamente tratadas com poli-L-lisina (substrato de adesdo das células) e em
seguida mantidas em incubadora de células com atmosfera umidificada a 37°C com
5% de CO..

Estas culturas foram entdo mantidas até o periodo da experimentacao,
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sendo feitas trocas de meio em intervalos de 4 dias.

Para as culturas mistas (neurdnios e maior percentual de células da glia),
0 meio de cultura utilizado até o sétimo dia de cultura foi DMEM suplementado com
10% de FBS, 10% de soro de cavalo (HS), 25uM de glutamato e antibiéticos
(penicilina/estreptomicina). Ao sétimo dia de cultura, no inicio do tratamento, a
concentracdo da suplementacdo do meio com FBS e HS foi reduzida para 2%.

Para as culturas semipuras de neurdnios (maior percentual de neurdnios),
foi utilizado no primeiro dia de cultura DMEM suplementado com 10% de FBS, 25
MM de glutamato e antibidticos (penicilina/estreptomicina). No terceiro dia, o meio é
trocado por DMEM suplementado com 25 uyM de glutamato, antibiéticos e 5 uM de
1B-arabinofuranosilcitosina (Ara-C), composto utilizado como inibidor de crescimento
glial. No quinto dia de cultura, este meio € novamente trocado e adicionado o

mesmo meio utilizado no dia do tratamento de culturas mistas.

2.3 CULTURAS PRIMARIAS DE MICROGLIA

O protocolo utilizado para a geracado de destas culturas é uma adaptacao
da metodologia de Candelario-Jalil et al. (2007). O tecido utilizado também foi
mesencéfalo ventral, microdissecado como descrito anteriormente. O procedimento
desse tipo de cultura diferencia-se a partir da etapa da digestdo enzimatica do
tecido, que é seguida da filtragem do meio em filtro de seringa (poro de 45 ym). Em
seguida, o filtrado foi centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante
obtido é retirado e um novo volume de meio foi adicionado. A partir dai, a suspenséo
celular foi ressuspensa e plaqueada em placa multi-pocos contendo DMEM F12 e
levadas para a incubadora 10 a 14 dias. Decorrido esse tempo, 0 meio foi retirado e
entdo foi realizada tripsinizacdo (solucéo de tripsina-EDTA 0,05% por 15 minutos)
com o objetivo de desfazer as conexfes que mantém a monocamada celular no
fundo do poco. Apoés isso, € feita raspagem do fundo do poco para obtencdo de
suspensao celular de microglia que foi posteriormente transferida para uma nova
placa contendo DMEM F12 e mantida por mais 24 horas na incubadora para
posterior tratamento.

O fendtipo dessa cultura foi confirmado através de imunocitoquimica, que
caracterizou a suspensdao celular obtida com 86, 42% de células positivas para OX-
42 (anticorpo contra o receptor do complemento tipo 3 de células microgliais) em
relacdo ao total de células marcadas por contra-coloracéao pelo método de Nissl.
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2.4 ADICAO DE CELULAS MICROGLIAIS A CULTURAS SEMIPURAS

Apés atingir confluéncia, foram preparadas suspensfes celulares de
culturas microgliais contendo 1,86 x 10* células/poco de culturas semipuras. Esse
namero foi obtido através de contagem celular pelo método de exclusdo do Azul

Tripan, corante utilizado para marcacao de células viaveis.

2.5 INTOXICACAO COM ROTENONA

A exposigéo das ceélulas a rotenona foi realizada a partir do sétimo dia de
cultura, onde o meio anterior foi desprezado e colocado um novo meio com a
solucdo de rotenona adicionada, preparada a partir da diluicdo da droga em DMSO
(Dimetilsulfoxido), para concentracdes finais de 10, 20, 30, 40 e 50 nM. O tratamento

com rotenona teve duracao de 1, 3, 5 e 7 dias.

2.6 ADMINISTRAQAO DA MINOCICLINA

Ao sétimo dia de cultura, as células foram pré-tratadas com a solucéo de
minociclina, preparada a partir de sua diluicdo em PBS e solugdo estoque na
concentragédo de 15 mg/mL. A administracdo de minociclina foi realizada 30 minutos

antes do tratamento com rotenona.

2.7 ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

Foi realizada com a utilizacdo da técnica colorimétrica do MTT (3-(4,5-
cimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoluim brimide) (Mosmann, 1983). Aplds o
periodo de tratamento, as culturas foram submetidas ao teste de viabilidade celular.
O sal de tetrazolium (MTT) foi diluido em PBS em concentracdo de 5 mg/ml. A cada
poc¢o da placa de cultura foi adicionado 50 pL desta solucdo, sendo posteriormente
incubada por 3 horas em condi¢Bes normais de cultura. Este método € baseado na
clivagem do sal de tetrazolium amarelado MTT em cristais de formazan, de
coloracdo escura ou purpura, por células metabolicamente ativas. Os cristais de
formazan formados a partir do MTT foram entdo solubilizados em isopropanol e

guantificados por espectrofotometria no comprimento de onda de 570 nm.

2.8 ANALISE ESTATISTICA
Para andlise estatistica foi utilizado o teste t de Student para se observar
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a diferenca entre os grupos, onde foi adotado um valor para p<0,05, e estatistica

descritiva para se ter o valor da média e do erro padrdo médio.
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3 RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACAO DOS EFEITOS DA EXPOSICAO A ROTENONA

SOBRE A VIABILIDADE CELULAR

A fim de investigar se os efeitos da rotenona sobre as células em cultura
eram dependentes de concentracdo e de tempo de exposicao, foram testadas cinco
concentragdes (10, 20, 30, 40 e 50 nM) e quatro tempos de exposicdo (1, 3,5e 7
dias). A perda celular associada a este paradigma experimental foi analisada através
de teste de viabilidade celular pelo ensaio colorimétrico do MTT.

Em relagdo ao grupo controle, a analise estatistica dos dados obtidos
mostrou que, em culturas semipuras de neurdnios, ndo houve perda significativa de
viabilidade celular nas concentracdes de 10 e 20 nM de rotenona. Com 30 nM, a
perda de viabilidade celular foi significativa em 5 e 7 dias de exposicdo a droga, com
valores de viabilidade celular de 92,03 + 1,25% e 89,42 + 2,17%, respectivamente,
em relacdo aos pocos-controle. A exposicao de culturas semipuras a concentragcéo
de 40 nM de rotenona resultou em efeitos observados a partir de 3 dias de
exposi¢cao, quando houve perda celular de 9,82 + 2,72%, em relacdo ao controle.
Os valores de viabilidade celular para os tempos de exposi¢cao de 5 e 7 dias foram
de 85,47 £ 2,01% e 81,32 + 0,81%, respectivamente. Na maior concentragéo testada
(50 nM) houve perda celular significante em todos os tempos de exposicao (Figura
2, Tabela 1).

Em culturas mistas (neurbénios e maior percentual de células da glia) os
efeitos toxicos da rotenona foram mais acentuados, sendo observados ja com 20 nM
em 7 dias de exposicao, resultando em valores de viabilidade celular de 85,14 +
0,74%, em comparacédo ao controle. Com 30 nM, ocorreu perda celular significante
com 3, 5 e 7 dias de exposi¢cao, com valores de viabilidade celular de 82,41 + 0,93%,
79,13 £ 0,95% e 71,28 £ 1,65%, respectivamente. Nas concentracdes de 40 e 50 nM
os valores de viabilidade foram menores quanto maior o tempo de exposi¢ao, e em
todos houve perda significante de viabilidade celular, em relagédo ao controle (Figura
3, Tabela 2). Com 40 nM, os valores de viabilidade celular foram de 84,34 + 2,28%,
78,16 + 0,31%, 67,81 + 1,21% e 56,37 £ 0,73% em 1, 3, 5 e 7 dias. Com 50 nM, o
valor de viabilidade celular com 1 dia de exposicao foi de 81,37+ 2,42%, com 3 dias
foi de 75,43 + 2,07% e com 5 dias foi de 63,18 + 0,98%; com 7 dias, a perda de



viabilidade celular foi de 49,15 + 0,56% (Figura 3, Tabela 2).

Tabela 1. Valores de viabilidade celular das culturas mesenceféalicas semipuras
tratadas com rotenona por 1, 3, 5 e 7 dias. Resultados expressos em % do
controle. + Erro padrao. Rot, rotenona.

Rot 10 nM Rot 20 nM Rot 30 nM Rot 40 nM Rot 50 nM
ldia 99,03+1,14 98,71+3,81 96,63+0,75 9543+1,18 89,73+3,71
3dias 99,01+2,23 96,42+0,85 9582+0,97 90,18+2,72 82,43+0,91
5dias 98,82+1,13 96,31+1,03 92,03+1,25 8541+2,01 7582+0,82
7dias 97,14+2,18 9543+0,97 89,42+2,17 81,32+0,081 68,59 +1,23
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Figura 2. Efeitos da administracdo de diferentes concentragBes de rotenona em diferentes
tempos de exposicdo sobre a viabilidade celular de culturas semipuras de neurdnios. Cont,
controle. (*) p<0,05, em rela¢é@o ao controle.
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Tabela 2. Valores de viabilidade celular das culturas mesencefdlicas mistas
tratadas com rotenona por 1, 3, 5 e 7 dias. Resultados expressos em % do
controle. £+ Erro padrdo. Rot, rotenona.

Rot 10 nM Rot 20 nM Rot 30 nM Rot 40 nM Rot 50 nM
ldia 97,61+164 96,30+2,05 9453+1,01 84,34+228 81,37+242
3dias 97,73+2,15 96,45+1,43 82,41+0,93 78,16+0,31 75,43+2,07
5dias 96,42+1,52 9532+0,84 79,13+0,95 67,81+1,21 63,18+ 0,98
7 dias 96,01+0,91 85,14+0,74 71,28+0,65 56,37 +0,73 49,15+ 0,56
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Figura 3. Efeitos da administrag8do de diferentes concentragBes e tempos de exposicdo a

rotenona sobre a viabilidade celular de culturas mistas. (*) p < 0,05 em relagé@o ao controle.
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3.2 EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE MINOCICLINA SOBRE A
VIABILIDADE CELULAR DE CULTURAS MISTAS EXPOSTAS A
ROTENONA

A partir dos resultados apresentados anteriormente, foi possivel observar
gue as culturas mistas sdo mais suscetiveis aos efeitos toxicos da rotenona do que
as culturas semipuras de neurdnios, sugerindo que a presenca de gliécitos pode
contribuir de forma deletéria na neurotoxicidade induzida por rotenona. Nesse
sentido, realizamos experimentos com a finalidade de avaliar os efeitos da
administracdo de minociclina, um inibidor de ativacdo microglial, sobre a viabilidade
celular de culturas mistas expostas a rotenona.

Em primeira analise, foram investigados os efeitos de diferentes
concentragdes de minociclina isoladamente sobre a viabilidade celular de culturas
mistas a fim de se obter a curva dose-resposta para esse composto. Foi observado
gue os valores de viabilidade celular dos pocos tratados com 0,5, 10 e 30 UM de
minociclina foram similares ao do controle, sem diferenca significativa. Em
concentracdes maiores (60 e 100 uM) o composto se mostrou téxico, resultando em
perda celular significativa (Figura 4).

A fim de se investigar a influéncia da inibicdo microglial sobre a toxicidade
induzida por rotenona, realizou-se pré-tratamento com 0,5 uM de minociclina em
culturas mistas expostas a 50 nM de rotenona. Nestas condi¢des, observou-se
atenuacao significativa da perda de viabilidade celular induzida por rotenona. Em
relacdo aos pocgos-controle, o valor de viabilidade celular dos pogos tratados com
essa concentragdo de minociclina foi diferente e significante, ndo obstante néao ter
havido reverséo total da neurotoxicidade.

Em experimentos em que houve pré-exposicdo e 30 uM de minociclina
houve bloqueio do efeito neurotdxico previamente observado, onde os valores de
viabilidade celular foram semelhantes aos observados no grupo controle. Além
disso, esses valores foram estatisticamente diferentes dos valores encontrados dos
pocos tratados apenas com rotenona (Figura 5).
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Figura 4. Efeitos da administragdo de diferentes concentra¢cdes de minociclina sobre a

viabilidade celular de culturas mistas. (*) p < 0,05 em relacdo ao controle.
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3.3 EFEITOS DA ADMINSTRACAO DE MINOCICLINA EM CULTURAS
SEMIPURAS EXPOSTAS A ROTENONA APOS ADICAO DE
MICROGLIA

Considerando o0s resultados anteriores, onde houve atenuacgao
significativa da perda de viabilidade celular pela utilizagdo de minociclina em culturas
mistas expostas a rotenona, investigamos os efeitos dessa utilizacdo sobre a
viabilidade celular de culturas semipuras expostas a rotenona ap6s a adicdo de
células microgliais.

As culturas em que se buscou obter, através do uso de protocolo
diferenciado (ver Métodos), maior densidade de células microgliais resultou em alto
percentual de células positivas para OX-42 (média de 86% de células positivas,
dados ndo mostrados). A adicdo de 1,86 x 10* células desta suspenséo a cada poco
de culturas semipuras néo resultou em alteracdo significante de viabilidade celular
em relacao ao controle. Como ja mostrado em experimentos anteriores, novamente
o tratamento com 50 nM de rotenona por 7 dias levou a alteragéo significante no
valor de viabilidade celular (cerca de 68,59%) em culturas semipuras. A adicdo de
microglia a estas culturas tratadas com rotenona (semipuras + rotenona + microglia)
resultou em maior reducdo de viabilidade celular (32,51 + 3,14%, em relacdo ao
controle), diferenca significante comparada ao tratamento isolado com rotenona. A
administracdo de 30 uM de minociclina (semipuras + rotenona + minociclina +
microglia), no entanto, foi capaz de promover atenuacdo dessa reducéo, resultando
em valor de viabilidade celular (73,56 + 2,85%) significativamente diferente do
tratamento de culturas semipuras com rotenona (semipuras + rotenona) e das
culturas tratadas com rotenona e microglia (semipuras + rotenona + microglia),
apesar de ainda resultar em valores de viabilidade diferentes dos valores
encontrados em pocgos-controle (Figura 6).
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Figura 6. Efeitos da administragdo de minociclina (30 uM) sobre a viabilidade celular de culturas
semipuras de neurdnio apds a adicéo de microglia e exposicao a rotenona (50 nM). O tratamento
com rotenona teve duragdo de 7 dias. Cont, controle. Rot, rotenona. uglia, microglia. Min,
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0,05 em relag&o ao grupo Rot e grupo Rot + pglia.
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4 DISCUSSAO

Diversos mecanismos de neurodegeneracdo envolvidos na patogénese
da DP e outras desordens neurodegenerativas encontram-se bem descritos na
literatura, favorecendo assim a investigacdo de estratégias terapéuticas
corretamente direcionadas ao tratamento destas patologias. Excitotoxicidade,
estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial e processos apoptoéticos sdo alguns
desses mecanismos com eventos celulares e moleculares bem identificados. Além
destes, os mecanismos neuroinflamatérios também sdo alvo de intensa investigacao
cientifica por contribuir para a cascata de eventos que levam a degeneracdo
neuronal através de, entre outros eventos, ativacao microglial (Banati et al., 1998).

Nesse sentido, este trabalho buscou demonstrar os efeitos decorrentes de
bloqueio microglial por minociclina em condi¢gdes experimentais onde se induziu
perda celular através da exposicao a rotenona, considerado um modelo in vitro para
o estudo da DP, por conseguir mimetizar alguns dos principais achados
neuropatolégicos da DP, tais como inclusdes eosinofilicas semelhantes a corpos de
Lewy e inibicdo do complexo mitocondrial .

Semelhante a diversos estudos descritos na literatura, a exposicdo das
culturas neuronais a rotenona resultou em efeitos toxicos dependente de
concentragcdo e tempo de exposicdo no modelo experimental in vitro utilizado neste
trabalho, em ambos os fenétipos de cultura.

Em culturas semipuras, os efeitos da rotenona sobre a perda de
viabilidade celular foram significantes com 30 nM, em 5 e 7 dias de exposicéo, 40
nM em 3, 5 e 7 dias, e em todos os tempos na concentracdo de 50 nM. Culturas
mistas, no entanto, apresentaram-se mais suscetiveis, onde a perda celular foi
significante desde 20 nM, em 7 dias de exposicdo. Ainda nestas culturas, o
tratamento com 30 nM de rotenona resultou em perda significante de viabilidade
com 3, 5 e 7 dias, e com 40 e 50 nM foi significante em todos os tempos de
exposicgao.

Em um estudo realizado por Radad e colaboradores (2006) foi observado
gue a exposicao de culturas mesencefélicas de camundongos da linhagem OFI/SPF
a rotenona resultou em perda, dependente de tempo e concentracdo, de neurénios
imunorreativos para a enzima tirosina hidroxilase (TH"). Neste trabalho, a adi¢éo de

20 nM de rotenona por 24 horas diminui em 26% a sobrevivéncia de neuronios TH",
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enquanto que o tratamento por 48 horas diminuiu progressivamente tal perda,
chegando a reduzir 50% desses neurdnios.

Em outro estudo, sob diferentes condicbes de experimentacdo, onde
foram utilizadas células de neuroblastoma da linhagem SK-N-MC, Sherer et al.
(2003b), verificou que a rotenona promoveu morte celular dependente de
concentracdo. Através do método fluorescente de “Sytox Green”, observou-se que
10 nM de rotenona reduziu a sintese de ATP e aumentou a expressao de proteinas
carboniladas.

E relevante o fato de termos encontrado maior suscetibilidade a
exposicdo a rotenona em culturas mistas, quando comparadas com culturas
semipuras. Considerando-se que culturas mistas apresentam maior percentual de
gliocitos, e conseqlientemente de microgliécitos, estes achados sugerem fortemente
gue ha uma importante interferéncia de células da glia na neurodegneracéo induzida
por rotenona.

Gao et al. (2002), utilizando culturas mesencefélicas mistas e semipuras
de ratos da linhagem Fischer 344, observou que a rotenona promoveu reducéo
dependente de tempo e concentracdo na captacdo de dopamina e no numero de
neurdénios TH* e, tal como observado em nossos experimentos, as culturas mistas
mostraram ter maior suscetibilidade aos efeitos téxicos da rotenona, havendo
reducdo na captacdo de dopamina estatisticamente significativa com 1 nM de
rotenona em 8 dias de exposicdo, enquanto que em culturas semipuras estes efeitos
s6 foram observados com 25 nM. Além disso, nesse trabalho o autor demonstra que
a microglia é o principal tipo gliécito envolvido, uma vez que a adicéo de 2,5 x 10*
células microgliais/poco a culturas mesencefédlicas semipuras de neurbnios
aumentou significativamente a sensibilidade de neurbnios dopaminérgicos a
neurotoxicidade induzida por 10 nM de rotenona em 8 dias de exposicdo. Ainda
nesse estudo, a liberacéo de radicais superoxidos pela NADPH oxidase microglial foi
outro evento induzido pela rotenona e que foi suprimido com a utilizacdo de
apocinina, um inibidor da NADPH oxidase.

Encontra-se bem documentado na literatura que a regido do mesencéfalo
da qual faz parte a substancia negra apresenta a mais elevada densidade de células
microgliais do encéfalo (Kim et al., 2000; Lawson et al.,, 1990). Estas células
participam da imunidade inata e adquirida e realizam a vigilancia imune do tecido em

condicdes fisiologicas. Entretanto, a microglia parece exercer um papel duplo no
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contexto inflamatoério geral do sistema nervoso central. Seus efeitos benéficos em
desordens neurais incluem a remocao de detritos celulares e a producéo de fatores
troficos (Long-Smith et al., 2009). Por outro lado, a ativacdo microglial tem sido
associada com processos degenerativos através da producdo de uma variedade de
fatores pro-inflamatorios e neurotdxicos, como o fator de necrose tumoral alfa,
interleucina-1p3, eicosanodides, 6xido nitrico e anion superoxido (Chao et al., 1992;
Cassarino et al., 1997, Liu et al., 2000a).

A hipttese de que a presenca de gliécitos possa ter contribuido com a
perda de viabilidade celular induzida por rotenona levou-nos a investigar os efeitos
da administragdo de minociclina, um inibidor de ativagdo microglial (Du et al., 2001,
Yrjanheikki et al., 1998), sobre a viabilidade celular de culturas expostas a rotenona.

O pré-tratamento com minociclina (30 uM) resultou em bloqueio do efeito
neurotéxico pela exposicdo a 50 nM de rotenona (7 dias) em culturas mistas, onde
foi observado um aumento de aproximadamente 50% nos valores de viabilidade
celular dos pocos tratados com minociclina em relagdo aos pocos tratados apenas
com rotenona.

Estes achados, somados aos mecanismos de acdo da minociclina,
apontam para a possibilidade de que a ativacdo microglial pode representar um
evento inicial importante que contribui para a degeneracéo de populagbes neuronais
como consequéncia da exposicdo a rotenona, sob nossas condi¢cfes experimentais.
Em funcéo disso, passamos a investigar os efeitos da adicdo de células microgliais a
culturas semipuras de neurbnios expostas a rotenona, o que resultou em perda
significante de viabilidade destas culturas, maior do que a observada com a
exposicdo de rotenona sem microglia. Estes resultados demonstram
inequivocamente os efeitos deletérios da acao dos microgliocitos, possivelmente
relacionados a liberacdo de fatores pro-inflamatérios e neurotéxicos, como ja
mencionado (Chao et al ., 1992; Cassarino et al , 1997; Liu et al., 2000b).

Em condi¢cdes experimentais similares, os resultados de Casarejos e
colaboradores (2006) aproximam-se dos observados no nosso trabalho. Segundo o
trabalho desenvolvido por aquele grupo, em que se buscou investigar a interacdo de
fatores genéticos e ambientais na etiologia da DP, a minociclina preveniu
completamente a perda celular de neurénios TH" induzida pela exposicdo de 5 horas
a 0,05 uM de rotenona em culturas priméarias de mesencéfalo de camundongos da
linhagem 129SV/C57BL6 submetidos a nocaute de parkina (PK-KO), proteina
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codificada pelo gene park-2 cuja mutacao é apontada como a mais freqliente causa
de parkinsonismo familial (Kitada, 1998).

NGs observamos que a administracdo de minociclina no grupo de culturas
semipuras tratadas com rotenona ap0s a adicao de microglia reduziu a perda de
viabilidade celular decorrente do tratamento com rotenona e microglia. Mesmo néo
havendo reverséo total do efeito neurotoxico, os valores de viabilidade celular desse
grupo foram menores e significativamente diferentes dos valores de viabilidade
celular dos pogos-controle. Esses achados corroboram em parte com os resultados
apresentados por Casarejos que, por sua vez, encontrou bloqueio total pela
minociclina da expressao microglial induzida pela exposicédo de culturas semipuras a
0,05 uM de rotenona.
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5 CONCLUSOES

- A rotenona apresentou efeitos neurotoxicos dependentes de
concentracdo e tempo de exposicdo em culturas primarias derivadas de

mesencéfalo ventral de ratos neonatos;

- Culturas mistas foram mais suscetiveis aos efeitos toxicos da rotenona

gue culturas semipuras;

- A adicdo de células microgliais a culturas semipuras expostas a

rotenona acentuou a perda de viabilidade celular induzida por rotenona;

- A administracdo de minociclina foi capaz de bloquear totalmente a perda
de viabilidade celular de culturas mistas expostas a rotenona e atenuar a

neurotoxicidade da rotenona em culturas semipuras apés a adi¢cado de microglia.
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