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“E digo-vos que a vida é de facto obscuridade 

excepto onde há arrebatamento, 

e todo o arrebatamento é cego excepto onde há saber, 

e todo o saber é vão excepto onde há trabalho 

e todo o trabalho é vazio excepto onde há amor. 

E o que é trabalhar com amor? 

É pôr em todas as coisas que fazeis 

um sopro do vosso espírito.” 

 

Khalil Gibran 
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Resumo 

O envelhecimento é o principal fator de risco para a doença de Parkinson, a segunda doença 

neurodegenerativa mais comum, caracterizada principalmente pela perda progressiva e 

seletiva dos neurónios dopaminérgicos da via nigroestriatal, resultando numa diminuição dos 

níveis de dopamina nesta região e consequentemente em sintomas motores. Vários são os 

mecanismos que desempenham um papel importante na perda neuronal, estando entre eles o 

stress oxidativo, que leva à formação de radicais livres, e os processos neuroinflamatórios. Um 

dos principais objetivos da investigação no âmbito da DP é o desenvolvimento de fármacos que 

retardem ou parem o processo neurodegenerativo. 

A Klotho é uma proteína supressora do envelhecimento e a sua sobre-expressão em ratos está 

associada a uma extensão do tempo de vida. Estudos anteriores mostraram que os níveis 

circulantes de Klotho diminuem com a idade e que existe uma forte correlação entre os níveis 

elevados da sua expressão e o estado saudável dos animais. Apesar das múltiplas funções 

atribuídas a esta proteína, o seu mecanismo de ação no cérebro não está completamente 

compreendido. Contudo, tem sido relatado que esta proteína melhora a plasticidade sináptica, 

as funções cognitivas e, para além disso, pode influenciar uma variedade de estruturas e 

funções do sistema nervoso central durante a maturação e o envelhecimento. Esta proteína é 

altamente expressa no cérebro, principalmente no plexo coróide e nos neurónios. 

Estudos recentes têm atribuído à Klotho um papel importante na neuroprotecção. Menores 

concentrações de Klotho foram detetadas no líquido cefalorraquidiano de doentes de 

Alzheimer, quando comparado com indivíduos saudáveis da mesma idade. Esta proteína 

aumenta a resistência ao stress oxidativo por ativação de algumas vias de sinalização e, quando 

adicionada exogenamente in vitro, protege os neurónios do hipocampo da excitotoxicidade 

induzida pelo glutamato, através do sistema Trx/Prx, tendo sido proposta como um novo alvo 

terapêutico para a doença de Alzheimer. No que diz respeito à doença de Parkinson, sabe-se 

apenas que em murganhos mutantes para o gene da Klotho existe uma diminuição no número 

de neurónios dopaminérgicos na substantia nigra e nos níveis de dopamina no estriado, e que 

animais transgénicos para a Klotho (que sobre-expressam esta proteína) são menos vulneráveis 

ao stress oxidativo induzido pela exposição a MPTP. 

Posto isto, o primeiro objetivo deste trabalho, foi averiguar uma possível ação neuroprotetora 

da Klotho num modelo celular da doença de Parkinson. Para tal foram utilizadas culturas 

primárias enriquecidas em neurónios e co-culturas de neurónios-glia do mesencéfalo ventral, 

às quais foi adicionada Klotho recombinante. A toxicidade dopaminérgica foi induzida por 

exposição ao 1-metil-4-fenilpiridina (MPP+) e a extensão da lesão foi analisada por 

imunocitoquímica. Os resultados obtidos mostraram que a Klotho, quando aplicada 

exogenamente e previamente à lesão, previne a perda dos neurónios dopaminérgicos do 
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mesencéfalo ventral induzida pela toxina dopaminérgica MPP+ e que a presença de astrócitos é 

importante para esta neuroprotecção. O mecanismo pelo qual exerce este efeito é ainda 

desconhecido e merece uma investigação mais aprofundada. A ação neuroprotetora da Klotho 

é abolida quando esta é administrada após ou no momento da indução da lesão dopaminérgica. 

O segundo objetivo deste trabalho, foi avaliar o papel da Klotho no controlo da inflamação 

mediada pela microglia. Utilizando culturas primárias enriquecidas em microglia do 

mesencéfalo ventral e o lipopolissacarídeo (LPS) como agente estimulante, verificámos que a 

Klotho consegue diminuir a libertação de NO pela microglia, induzida pelo LPS, sendo uma 

possível via pela qual a Klotho modula a reatividade microglial e consequentemente poderá 

exercer um efeito neuroprotetor. 

Conjuntamente, os resultados obtidos neste trabalho mostram pela primeira vez que a 

administração exógena da Klotho é neuroprotetora para os neurónios dopaminérgicos do 

mesencéfalo ventral e exerce um efeito anti-inflamatório na microglia, podendo ser um ponto 

de partida na compreensão do papel da Klotho no contexto da doença de Parkinson. Os efeitos 

da administração exógena desta proteína deverão ser investigados em modelos animais da 

doença de Parkinson a fim de avaliar o seu potencial terapêutico nesta doença. 
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Abstract 

Aging is the main risk factor for Parkinson's disease, the second most common 

neurodegenerative disease, mainly characterized by progressive and selective loss of the 

dopaminergic neurons in the nigrostriatal pathway, resulting in a decrease of dopamine levels 

in this region and therefore in motor symptoms. There are several mechanisms that play an 

important role in neuronal loss, among them the oxidative stress, which leads to the formation 

of free radicals, and neuroinflammatory processes. One of the major research goals in the field 

of PD is the development of drugs that can retard or stop the neurodegenerative process. 

Klotho is an aging-suppressor protein and its overexpression in mice is associated with an 

extension of the lifetime. Previous studies have shown that circulating levels of Klotho decrease 

with age and there is a strong correlation between high levels of expression and animal’s health 

status. Besides the multiple functions attributed to this protein, the mechanism of action in 

the brain is not fully understood. However, it has been reported that this protein enhances 

synaptic plasticity, cognitive functions and can influence a variety of structures and functions 

in the central nervous system during maturation and aging. This protein is highly expressed in 

the brain, especially in the choroid plexus and neurons. 

Recent studies have assigned to Klotho an important role in neuroprotection. Low Klotho 

concentrations were detected in the cerebrospinal fluid of Alzheimer's disease patients 

compared with age-matched healthy individuals. This protein increases the resistance to 

oxidative stress by activation of some signaling pathways and, when added exogenously in vitro, 

protects hippocampal neurons from excitotoxicity induced by glutamate through the Trx / Prx 

system. Therefore it has been proposed as a new therapeutic target for Alzheimer's disease. 

Concerning Parkinson's disease, it is known that in mutant mice for the Klotho gene there is a 

decrease in the number of dopaminergic neurons in the substantia nigra and in dopamine levels 

in the striatum. Furthermore, Klotho transgenic mice, over-expressing this protein, are less 

vulnerable to the oxidative stress induced by MPTP exposure.  

Hence, the first objective of this work was to investigate a possible neuroprotective effect of 

Klotho in a cellular model of Parkinson's disease. To achieve this, neuron-enriched primary 

cultures as well as neuron-glia cocultures obtained from the ventral midbrain, were incubated 

with the recombinant Klotho protein. The dopaminergic toxicity was induced by exposure to 1-

methyl-4-phenylpyridine (MPP+) and lesion extent of lesions was evaluated by 

immunocytochemistry. The results showed that Klotho, when applied exogenously and prior to 

the MPP+ incubation, prevented the loss of ventral midbrain dopaminergic neurons induced by 

dopaminergic toxin MPP+. Furthermore, our data suggested that the presence of astrocytes is 

required for Klotho’s neuroprotective effect. The mechanism by which Klotho exerts this effect 
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is unknown and deserves further investigation. The neuroprotective effect of Klotho is abolished 

when this protein is administered simultaneously or after the induction of dopaminergic injury.  

The second goal of this study was to evaluate the role of Klotho in the control of microglia-

mediated inflammation. Using ventral midbrain microglia-enriched cultures and the 

lipopolysaccharide (LPS) as a pro-inflammatory agent we observed that Klotho can prevent the 

LPS-induced release of NO by microglia. Therefore, Klotho is able to modulate microglial 

reactivity which may contribute for its neuroprotective effect. 

Taken together, the present results show for the first time that exogenous administration of 

Klotho is neuroprotective for dopaminergic neurons of the ventral mesencephalon and has an 

anti-inflammatory effect in microglia, contributing to a better undertanding of the role of 

Klotho in the context of Parkinson's disease. The effects of exogenously administered Klotho 

should be investigated in animal models of Parkinson's disease in order to assess their 

therapeutic potential use in this disease. 
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Introdução 

 

1.1 Doença de 

Parkinson 

1.2 Proteína Klotho 
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CAPÍTULO 1: INTRODUÇÃO  

 

1.1. Doença de Parkinson 

As doenças neurodegenerativas são um grupo heterogéneo de doenças crónicas e progressivas 

caracterizadas pela perda lenta e gradual de neurónios em áreas discretas do sistema nervoso 

central (SNC), levando consequentemente a perturbações e à perda progressiva das funções 

específicas associadas à região do SNC afetada, como por exemplo, a coordenação motora, a 

mobilidade, a memória e a cognição (Ransohoff, 2016). Devido a fatores genéticos, ambientais 

e endógenos, vários são os processos que podem levar à perda neuronal nestas doenças, tais 

como defeitos na degradação e agregação de proteínas, stress oxidativo, disfunções 

bioenergéticas e mitocondriais, interrupções do aparelho de Golgi neuronal e transporte 

axonal, chaperones moleculares, neurotrofinas, entre outros (Jellinger, 2009). Estas doenças 

ocorrem principalmente nas fases posteriores da vida e incluem a doença de Alzheimer, doença 

de Parkinson (DP), esclerose lateral amiotrófica e doença de Huntington (Lin and Beal, 2006). 

A DP tem vindo a tornar-se cada vez mais prevalente nos últimos anos como resultado de um 

envelhecimento populacional, sendo atualmente a segunda doença neurodegenerativa mais 

comum depois da doença de Alzheimer. Em termos epidemiológicos, a DP apresenta uma 

prevalência nos países industrializados de aproximadamente 0.3% da população em geral, 

atingindo cerca de 1% em pessoas com mais de 60 anos, e aumentando para cerca de 4-5% na 

população com mais de 85 anos de idade (Schrag et al., 2000). O género também parece 

influenciar, sendo vários os estudos que demonstram existir maior incidência nos indivíduos do 

sexo masculino numa proporção de 2:1 (Miller and Cronin-Golomb, 2010), possivelmente devido 

aos conhecidos efeitos neuroprotetores dos estrogénios (Dexter and Jenner, 2013).  

Clinicamente, esta patologia foi caracterizada por várias alterações motoras importantes, 

primeiramente por James Parkinson, no século 19 e, mais tarde aprofundadas por Jean-Martin 

Charcot. Tremor em repouso, rigidez muscular, bradicinesia (ou acinesia) e instabilidade 

postural são atualmente considerados os principais sintomas motores e, normalmente surgem 

de forma assimétrica (Fahn, 2003). Embora a DP seja considerada uma doença do movimento e 

os sintomas motores dominem o quadro clínico, os doentes também apresentam uma variedade 

de sintomas não motores, subvalorizados, e que podem antecipar os sintomas motores, 

nomeadamente disfunções autonómicas, deficiências cognitivas e sensoriais, alterações 

psiquiátricas, fadiga anormal e perturbações do sono (Postuma et al., 2012). 

Esta patologia apresenta uma incidência de 5 a 346 casos em cada cem mil pessoas por ano 

(Chen and Tsai, 2010) no entanto, o tratamento existente é apenas sintomático e ineficaz na 

paragem do processo neurodegenerativo. Desde 1960, a terapêutica nas fases iniciais da doença 



Klotho: um novo alvo terapêutico no tratamento da doença de Parkinson? 
| Daniela Alexandre 

  

3 
 

tem sido mais focada no uso de fármacos para a substituição ou suplementação de dopamina 

(DA) e para a estimulação direta dos seus recetores (Kalia and Lang, 2015). Contudo, a 

utilização de anticolinérgcos e inibidores de enzimas, como a dopa-descarboxilase, a 

monoamina oxidase B (MAO-B) e a catecol–orto-metil-transferase (COMT), também têm sido 

uma alternativa eficaz na melhoria dos sintomas motores (Dexter and Jenner, 2013; Müller, 

2012). De entre as alternativas farmacológicas, a mais usada é a L-3,4-di-hidroxifenilalanina 

(L-DOPA ou levodopa), todavia o seu uso prolongado é frequentemente acompanhado por 

complicações motoras, incluindo flutuações motoras e discinesia induzida por L-DOPA, sendo 

necessário um posterior ajuste da dosagem ou a combinação com outros agonistas 

dopaminérgicos, como a apomorfina, que controlem os sintomas adversos (Salat and Tolosa, 

2013). Além disso, embora algumas disfunções motoras da DP, tais como os tremores e a 

discinesia, possam ser aliviados com esta terapia, a instabilidade postural e sintomas não 

motores, nomeadamente as perturbações neuropsiquiátricas, são menos sensíveis e requerem 

abordagens alternativas. Recentemente, a investigação tem-se centrado em abordar diferentes 

estratégias não farmacológicas, recorrendo à estimulação cerebral profunda, estimulação 

magnética transcraniana repetitiva, à terapia génica e de reposição celular. Para além disso, 

tem sido também sugerido o uso de fatores neurotróficos e anti-inflamatórios (Li et al., 2016; 

Armando et al., 2016; Sarkar et al., 2016) como terapias neuroprotetoras. 

1.1.1. Neuropatologia da doença de Parkinson 

Neuropatologicamente, a DP é caracterizada pela perda progressiva dos neurónios 

dopaminérgicos (ND) da substantia nigra pars compacta (SNpc) do mesencéfalo. Estes ND 

projetam os seus axónios principalmente para o corpo estriado (caudado-putamen), formando 

a via nigroestriatal. É no corpo estriado que se dá uma depleção de DA em consequência da 

degeneração dos terminais dopaminérgicos, originando os sintomas motores referidos 

anteriormente. Os primeiros sintomas aparecem quando os níveis de DA no estriado são 

reduzidos em 80% ou quando 60% dos ND nigrostriatais são perdidos (Dauer and Przedborski, 

2003). Uma vez que, a via nigroestriatal contém grandes quantidades de neuromelanina, a 

perda acentuada destes neurónios induz a despigmentação da SNpc característica desta doença 

(Wakabayashi et al., 2006) (Figura 1). 

Para além dos ND da via nigroestriatal outros sistemas de neurotransmissores (por exemplo 

colinérgico, adrenérgico e serotoninérgico) também são afetados e a perda de células é vista 

em outros núcleos do tronco cerebral e no córtex, uma importante causa dos sintomas não 

motores (Hirsch and Hunot, 2009). 
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Figura 1 – Caraterísticas neuropatológicas da DP. Representação esquemática da via nigroestriatal 
normal (A) e característica da DP (B). As fotografias mostram a pigmentação da SNpc num indivíduo 
saudável, resultante da presença de neuromelanina nos ND, e a sua despigmentação num doente de 
Parkinson. Adaptado de Dauer and Przedborski 2003. 

 

Esta patologia é ainda caracterizada pela presença de inclusões citoplasmáticas eosinofílicas 

neuronais, designadas corpos de Lewy (CLs), em consequência da acumulação anormal de uma 

vasta gama de proteínas, maioritariamente da α-sinucleína, uma pequena proteína que é 

amplamente expressa no cérebro, e outras substâncias. Contudo, a presença apenas destes 

corpos não explica o aparecimento e a progressão da DP (Dickson et al., 2009). 

Patologicamente, tem sido sugerido que tanto a perda seletiva dos ND como a acumulação da 

α-sinucleína é influenciada por vários fatores, entre eles disfunções no sistema ubiquitina-

proteossoma, disfunções mitocondriais, perturbações na homeostase do cálcio, 

neuroinflamação e alterações nos mecanismos de proteção contra stress oxidativo e apoptose 

(Zuo and Motherwell, 2013; Hirsch et al., 2013; Ciechanover and Kwon, 2015; Michel et al., 

2016). Os modelos experimentais da DP são essenciais, pois permitem o estudo dos mecanismos 

patogénicos assim como de diferentes abordagens terapêuticas. 

1.1.1.1. MPP+ como modelo experimental 

Apesar de nenhum dos modelos validados atualmente mimetizar por completo a doença, os 

baseados no uso de neurotoxinas dopaminérgicas estão entre os primeiros modelos 

desenvolvidos e têm sido amplamente utilizados (Jagmag et al., 2015). Estes modelos 

conseguem reproduzir muitas, mas não todas, as características patológicas e permitem 

analisar a base molecular da neurodegeneração nigroestriatal de forma objetiva e com 

relevância direta para a doença. As toxinas mais frequentemente utilizadas são a 6-

hidroxidopamina (6-OHDA) e o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP), ambas 
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relativamente seletivas para os ND e indicadas quando o objetivo de estudo é diminuir/impedir 

a morte destes neurónios (Schober, 2004). 

O MPTP foi acidentalmente descoberto como um contaminante, num grupo de 

toxicodependentes que desenvolveram uma síndrome Parkinsoniana após injeções intravenosas 

de 1-metil-4-fenil-4-propionoxipiperidina (MPPP), um análogo da heroína sintética. Os efeitos 

neurotóxicos causados pelo MPTP, levaram a fenótipos clínicos motores e histopatológicos 

semelhantes aos observados na DP, à exceção dos CLs (Bove, et al., 2005).  

A molécula MPTP é bastante lipossolúvel e rapidamente atravessa a barreira hematoencefálica 

(BHE). Uma vez no cérebro, é convertido no seu metabolito ativo 1-metil-4-fenilpiridina (MPP+), 

pela ação da MAO-B presente nas células gliais e, libertado para o espaço extracelular (Jackson-

Lewis and Przedborski, 2007). Uma vez que o MPP+ é uma molécula polar e apresenta uma maior 

afinidade para os transportadores de dopamina (DAT, do inglês “DopAmine Transporter”)  

comparativamente aos transportadores de norepinefrina e serotonina, este consegue entrar nos 

ND e seguir pelo menos três vias: (1) ser sequestrado em vesículas sinápticas (Del Zompo et al., 

1993); (2) acumular-se dentro das mitocôndrias por um mecanismo que depende do potencial 

transmembranar (Ramsay and Singer, 1986); e (3) permanecer no citosol e interagir com 

enzimas citosólicas (Adams et al., 1993) (Figura 2). Dentro da mitocôndria, o MPP+ bloqueia a 

cadeia transportadora de eletrões através da inibição do complexo I mitocondrial, levando à 

depleção de energia, ao aumento da produção de espécies reativas de oxigénio (ERO), danos 

oxidativos irreversíveis na membrana mitocondrial e ainda à ativação da cascata apoptótica nas 

células (Chong et al., 2015). 

 

 

Figura 2 - Representação das vias intracelulares do MPP+ dentro dos ND. O MPP+ pode seguir uma de 
três vias: (1) acumulação dentro da mitocôndria através de um processo ativo (tóxico); (2) interação com 
enzimas citosólicas (tóxico); (3) captação em vesículas sinápticas através dos transportadores vesiculares 
de monoaminas (VMAT-2) (proteção). Dentro da mitocôndria bloqueia o complexo I, interrompendo a 
transferência de eletrões para a ubiquinona (Q) e consequentemente a síntese de ATP. Adaptado de Dauer 
and Przedborski 2003. 
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Numa outra perspetiva, a inflamação também desempenha um papel importante na 

neurotoxicidade induzida pelo MPTP. Este composto provoca uma reação caracterizada pela 

infiltração de células T, pela ativação microglial e pelo aumento da expressão de citocinas pró-

inflamatórias, como a interleucina (IL)-1 beta (IL-1β), fator de necrose tumoral (TNF, do inglês 

“Tumour Necrosis Factor”) -α (TNFα) e interferão (IFN, do inglês “InterFeroN”)-γ (IFNγ) na 

substantia nigra (SN) e no estriado. Além disso, a microglia ativada pode libertar compostos 

citotóxicos para os neurónios, inclusive fatores pró-inflamatórios, que por sua vez também 

estimulam a expressão da iNOS, e a libertação de óxido nítrico (NO), assim como a produção 

de ERO, como oxido nítrico (NO), peróxido de hidrogénio (H2O2) e anião superóxido (O2
-) 

(Machado et al. 2016; Kurkowska-Jastrzebska I., et al., 2009). Além disso, estudos postmortem 

em humanos e macacos realizados vários anos após a exposição ao MPTP mostraram evidências 

de microglia ativada na SN, característica neuropatológica da DP (Bove et al., 2005; McGeer et 

al., 2003). 

Posto isto, todas estas observações permitiram a que deste então, o MPTP, seja utilizado para 

o estudo da patogénese da doença em vários modelos, uma vez que tem a capacidade de causar 

bilateralmente a degeneração seletiva dos ND, principalmente os nigroestriatais, e a perda de 

DA no estriado após a sua administração sistémica, contrariamente ao que muitas vezes 

acontece com outras neurotoxinas documentadas (Meredith and Rademacher, 2011). Para além 

disso, a degeneração dos terminais nervosos que projetam para o putamen é maior do que 

aqueles que projetam para o núcleo caudado, assemelhando-se também ao fenótipo da DP 

(Jagmag, S. A., et al., 2015). A escolha do modelo perfeito dependerá sempre dos objetivos 

específicos de cada um. 

1.1.2. Etiologia da doença de Parkinson 

De longe, a idade representa o maior fator de predisposição para a DP, possivelmente devido a 

falhas nos processos celulares bioquímicos normais, através da acumulação de mutações no 

DNA mitocondrial e produção de ERO que ocorrem com o envelhecimento e tornam os ND mais 

vulneráveis a agressões tóxicas (Lin and Beal, 2006). A maioria dos casos da DP acontecem de 

forma idiopática, contudo existem evidências que apoiam que a neurodegeneração está 

também interligada com uma variedade de fatores, incluindo fatores genéticos, ambientais e 

imunológicos (Armando et al., 2016). 

Os fatores genéticos parecem contribuir em aproximadamente 10% dos casos da DP. Mutações 

nos genes que codificam a α-sinucleína, a parkina (PRKN), a UCH-L1 (do inglês “Ubiquitin C-

terminal Hydrolase L1”), a PINK1 (do inglês “PTEN-INduced putative Kinase 1”) e a LRRK2 (do 

inglês “Leukine-Rich Repetition Kinase 2”) foram já identificadas em formas familiares da DP 

em que os CLs também são identificados, e podem levar a disfunções no “handling” das 

proteínas e consequentemente à degeneração (Rosner et al., 2008). Os fatores ambientais que 

têm vindo a ser associados são vários, entre eles a exposição a pesticidas, a ocupação agrícola 
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e o uso de β-bloqueadores (Noyce et al., 2012). Recentemente, estudos também apontam para 

um possível papel dos mecanismos autoimunes no desenvolvimento da doença. Um aumento 

significativo dos níveis de citocinas da imunidade inata, incluindo a IL-1, IL-2, IL-6, e TNF na SN 

e no líquido cefalorraquidiano (LCR) têm sido observados em doentes de Parkinson (Armando 

et al., 2016). Por outro lado, existem vários mecanismos endógenos que em conjunto podem 

também contribuir para a patogénese, entre eles o stress oxidativo, disfunções mitocondriais, 

“folding” anormal de proteínas, inclusões citoplasmáticas de proteínas, excitotoxicidade e 

ainda a perda de fatores neurotróficos (fator neurotrófico derivado de uma linha de células da 

glia (GDNF, do inglês “Glial cell line-Derived Neurotrophic Factor”), neurturina, etc.) 

(Yacoubian, 2009). 

Apesar de todos os processos que desencadeiam a DP, uma característica proeminente das 

várias doenças neurodegenerativas ainda não referida, mas bastante importante e cada vez 

mais apontado como uma causa é a neuroinflamação, na qual ocorre uma ativação crónica 

imunitária, em particular da microglia (Amor et al., 2010). 

1.1.3. Neuroinflamação 

Têm surgido cada vez mais evidências de que a neurodegeneração progressiva que ocorre 

durante alguns anos está também muito associada à inflamação crónica. O conceito de 

inflamação, mais particularmente neuroinflamação, sofreu uma grande transformação nos 

últimos anos e é definida como a resposta do cérebro a lesões, infeções ou doença. A nível 

cerebral, os mecanismos neuroinflamatórios incluem as respostas exercidas pelas células da 

microglia (microgliose reativa), em menor grau pelos astrócitos (astrogliose) e pelos leucócitos. 

Contudo, estas alterações não são específicas da DP e estes processos podem contribuir para 

várias doenças neurodegenerativas (Hirsch and Hunot, 2009).  

1.1.3.1. Evidências na doença de Parkinson  

A neuroinflamação é uma característica evidente nesta patologia, contudo ainda não foi 

determinado se esta neuroinflamação protege ou promove a neurodegeneração. 

Em 1988, surgiram as primeiras evidências do envolvimento da neuroinflamação na DP. McGeer 

et al, por imunohistoquímica, conseguiram identificar microglia reativa na SNpc em cérebros 

postmortem de doentes com Parkinson (McGeer et al., 1988). Posteriormente, através da 

mesma abordagem, mais estudos realizados por Imamura et al. permitiram também observar 

que esta ativação microglial não estava limitada à SN, mas também se estendia ao putamen, 

hipocampo, córtex transentorrinal, córtex cingulado e córtex temporal (Imamura et al., 2003). 

Desde então, diversas são as evidências que suportam e cada vez mais confirmam a ideia de 

que as respostas inflamatórias mediadas pela microglia contribuem significativamente para o 

processo de degeneração. Alterações na ativação microglial correspondentes à perda de 

terminais dopaminérgicos, na via nigroestrial, no início da doença (Ouchi et al., 2005) e 
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concentrações aumentadas de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α, IL-1β, IFN-γ, na via 

nigroestriatal, no LCR e soro de doentes com Parkinson (Nagatsu and Sawada, 2007), são 

exemplos de algumas descobertas. De facto, alguns estudos induziram uma menor expressão 

destas citocinas na SN e como expectável foi visível um retardo na degeneração progressiva dos 

ND e nos sintomas motores (De Lella Ezcurra et al., 2010). 

Num outro ponto de vista, a reação astrocítica é outra bem conhecida característica 

neuropatológica da SN na DP. Embora, Mirza e seus colaboradores não conseguissem identificar 

astrócitos reativos na SN e no estriado de tecidos postmortem de doentes de Parkinson (Mirzra, 

2000), estudos posteriores revelaram uma astrogliose ativa que pode manter a degeneração dos 

ND. Em muitos casos de doentes com Parkinson, é observado um ligeiro aumento no número de 

astrócitos reativos que expressam a proteína ácida fibrilar glial (GFAP, do inglês “Glial Fibrillary 

Acidic Protein), e adicionalmente este aumento correlaciona-se inversamente com a 

degeneração dos ND (Damier et al., 1993). Mais recentemente, tem sido sugerido que nem 

todos os astrócitos expressam GFAP a uma concentração detetável, e que alternativamente a 

Cistatina C e Conexina 43 podem ser utilizadas como marcadores em astrócitos GFAP-negativos 

(Wilhelmsson et al., 2006). Modelos animais injetados com MPTP e depois sacrificados em 

tempos diferentes mostraram também uma correlação direta entre o número de astrócitos 

reativos e a degeneração dopaminérgica em ambas as regiões, SN e estriado (Aoki et al., 2009).  

1.1.3.2. Papel das células gliais: microglia e astrócitos 

As células microgliais são macrófagos especializados do SNC e um dos principais tipos de células 

moduladoras das respostas inflamatórias. O ambiente do SNC é geralmente imunossupressor, 

levando a que a microglia seja mantida num estado de repouso, com uma morfologia 

ramificada, em relação aos outros macrófagos teciduais. No entanto, após a sua ativação elas 

adquirem uma morfologia ameboide para facilitar a migração para o local da lesão, e podem 

realizar por um lado acções benéficas importantes, e por outro, ações prejudiciais (Block et al. 

2007).  

Especificamente em resposta a lesões, a microglia ativada tem a capacidade de rodear os 

neurónios danificados e participar no seu processo de reparação e desenvolvimento, através da 

libertação de fatores neuroprotetores, nomeadamente o fator neurotrófico derivado do cérebro 

(BDNF, do inglês “Brain-Derived Neurotrophic Factor”) e o GDNF (Lull and Block, 2010; 

Yokoyama et al., 2011).  Para além disso, estas células podem contribuir com a secreção de 

fatores anti-inflamatórios e também estimular os astrócitos a remover o glutamato durante 

uma resposta inflamatória. Porém, a sua ativação persistente, por exemplo em resposta a danos 

neuronais ou toxinas ambientais, pode amplificar o dano progressivo dos neurónios circundantes 

através da produção de fatores neurotóxicos, tais como o glutamato, metabolitos do ácido 

araquidónico, histamina e citocinas pró-inflamatórias que induzam a expressão da iNOS ou da 
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ciclo-oxigenase 2 (COX2), e de enzimas produtoras de ERO (Smith et al. 2012; Lull and Block, 

2010; Block and Hong, 2007; Klegeris et al. 1997).  

Existem evidências que indicam que a microglia pode adquirir dois fenótipos de ativação 

distintos, sendo eles (1) o fenótipo M1 (pró-inflamatório), que leva à produção de ERO, NO, 

quimiocinas, citocinas, tais como o TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-1 e excitotoxinas, nomeadamente o 

glutamato que foi referido anteriormente, e (2) o fenótipo M2 (anti-inflamatório), que leva à 

libertação de citocinas anti-inflamatórias, como IL-4, IL-13, IL-10 e o fator de transformação 

do crescimento beta (TGF-β, do inglês “Transforming Growth Factor”)-β (TGF-β).  Foi 

demonstrado que o tratamento LPS/IFN-γ induz o fenótipo M1, enquanto que o tratamento com 

IL-4/IL-13, desencadeia o fenótipo M2 (Wang et al., 2015). Em doentes com Parkinson, existem 

evidências de que a proliferação da microglia ocorre no estádio inicial da doença e que esta 

permanece relativamente estática (Sastre et al., 2014). No entanto, a degeneração 

dopaminérgica durante a progressão da doença, tem sido associada a um aumento de produção 

de citocinas pró-inflamatórias, evidenciando mais uma vez que a microglia tem a capacidade 

de adquirir fenótipos distintos ao longo da progressão da doença, sendo estes caracterizados 

por secretar diferentes quantidades de citocinas. No entanto, até à data, tem havido poucos 

estudos do fenótipo da microglia e de estratégias terapêuticas que sejam capazes de mudar o 

fenótipo com a finalidade de reduzir a progressão da doença (Pisanu et al., 2014). 

Os astrócitos estão presentes em todas as regiões do cérebro e desempenham um papel crucial 

no controlo homeostático do meio extracelular no SNC e, tal como a microglia, estão também 

envolvidos nos processos neuroinflamatórios. Em resposta a situações patológicas, como danos 

neuronais, agressões tóxicas e isquémia, estas células ficam ativadas e têm a capacidade de 

proliferar e migrar para o local da lesão (Tilleux and Hermans, 2007). Esta astrogliose reativa 

tem sido verificada em vários modelos animais e é caracterizada por alterações morfológicas 

hipertróficas e pela sobre-expressão de GFAP e da proteína Conexina 43 (Haupt et al., 2007).  

Na verdade, tal como a microglia, os astrócitos também respondem a estímulos inflamatórios, 

inclusive à IL-1β e ao TNF-α, suportando a hipótese de que estas citocinas podem levar à 

ativação astrocitária após lesão do SNC (Yokoyama et al., 2011). Ou seja, a libertação de 

mediadores pró-inflamatórios pela própria microglia ativada, também podem contribuir para 

uma astrogliose reativa. Para além disso, está também descrito que, ao mesmo tempo, os 

astrócitos secretam moléculas com potencial neurotóxico, como NO, espécies reativas de 

enxofre (ERS) e várias citocinas pró-inflamatórias, tanto in vitro como in vivo, contribuindo 

desta forma para a degeneração neuronal e neuroinflamação (Saijo et al., 2009; Tanaka et al., 

2013). Por outro lado, também um papel neuroprotetor é atribuído aos astrócitos, pois estes 

adicionalmente secretam citocinas anti-inflamatórias e múltiplos agentes de proteção 

neuronal, como fatores neurotróficos, inclusive o fator de crescimento nervoso (NGF), a 

neurotrofina-3, o GDNF, o BDNF, entre outros, que são essenciais na proteção neuronal e 

parecem estar envolvidos no controlo da ativação microglial (Yokoyama et al., 2011; Rocha et 
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al., 2012), garantindo assim a sobrevivência e o correto funcionamento dos neurónios. Além 

disso, os astrócitos podem ainda reduzir o stress oxidativo e impedir a produção de NO por um 

mecanismo dependente da glutationa (Yokoyama et al., 2011). O aumento de 30% de astrócitos 

reativos na SN de doentes com Parkinson, poderá indicar uma tentativa de neuroprotecção em 

resposta ao dano oxidativo (Mythri et al., 2011).  

Portanto, a neuroinflamação descontrolada causada pela ativação sinérgica da microglia e dos 

astrócitos contribui em parte para a neurodegeneração dos ND na SNpc (Figura 3). Todavia, 

todos estes estudos não implicam que a neurodegeneração seja apenas uma consequência da 

neuroinflamação. Outras linhas de evidência sugerem também que a degeneração neuronal 

pode ser a causa dos processos inflamatórios (Block et al. 2007). 

 

Figura 3 - Representação esquemática dos mecanismos inflamatórios envolvidos na 
patogénese da DP. A microglia adquire o fenótipo M1 em condições patológicas, tais como a 
agregação de proteínas, mutações de genes, fatores ambientais e citoquinas libertadas pelos 
linfócitos infiltrados. Os mediadores pró-inflamatórios libertados pela microglia M1 ativam os 
astrócitos, que por sua vez produzem fatores pró-inflamatórios, NO e o radical SO2-, 
contribuindo para a degeneração dos ND. Os ND em degeneração libertam moléculas que podem 
promover a ativação das células da glia e potenciar a resposta inflamatória. Em determinada 
fase da DP, uma subpopulação da microglia pode adquirir o fenótipo ativado M2, libertando 
fatores anti-inflamatórios, incluindo TGF-β, e exercer um efeito neuroprotetor na DP. 
Adaptado de Wang et al., 2015. 
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1.1.3.3.  Modelo experimental - LPS, um potente indutor de 

inflamação 

O LPS é um componente central da membrana externa das bactérias Gram-negativas e 

frequentemente atua como uma endotoxina ativa, sendo responsável por iniciar uma cascata 

de eventos durante infeções bacterianas através da produção de citocinas e outros mediadores 

inflamatórios e do aumento dos níveis de stress oxidativo, eventos estes também presentes na 

DP. Está documentado que existem vários locais de ligação do LPS à membrana, tendo sido 

também identificadas algumas proteínas solúveis com a capacidade de se ligarem ao LPS. A 

proteína de ligação ao LPS, a proteína CD14 e a família de recetores toll-like (TLR do inglês 

“Toll-Like Receptors”), parecem estar entre os mais importantes (Liu and Bing, 2011). 

Posteriormente, as células microgliais foram reconhecidas como as principais células no cérebro 

responsivas ao LPS. Portanto, após uma ativação microglial induzida pelo LPS, há libertação de 

várias citocinas como a IL-1β, a IL-6, o TNF-α, o factor nuclear kappa B (NF-kB do inglês 

“Nuclear Factor κB”) e uma maior expressão da iNOS (com consequente aumento na produção 

e libertação de NO), de prostaglandinas e um aumento na libertação de ERO pela NADPH 

oxidase, fatores que em conjunto contribuem para a morte neuronal (Hurley and Tizabi, 2013; 

Liu and Bing, 2011; Lull and Block, 2010). 

Durante as duas últimas décadas, estudos têm demonstrado que a inflamação induzida pelo LPS 

pode efetivamente replicar algumas características presentes na DP, tanto in vivo como in 

vitro, incluindo a extensa ativação da microglia e a degeneração progressiva do sistema 

dopaminérgico (Qin et al., 2007). Por outro lado, estudos in vitro a partir de culturas 

mesencefálicas de ratos, permitiram aos investigadores concluir que, existe uma 

suscetibilidade diferencial das regiões cerebrais ao LPS. Embora pareça ter impacto sobre os 

neurónios do mesencéfalo em geral, existe uma correlação positiva entre a abundância de 

microglia da região e a neurotoxicidade induzida pelo LPS (Bronstein et al., 1995).  

Posto isto, o modelo de LPS é uma ferramenta útil nos estudos dos mecanismos envolvidos na 

reatividade microglial e também no estudo dos mecanismos pelos quais a reatividade microglial 

pode causar a degeneração dopaminérgica. 

 

1.2. Proteína Klotho 

O gene da proteína Klotho (KL) foi originalmente identificado por Matsumura et al, em 1997, 

através de uma mutação espontânea na região promotora numa estirpe de murganhos que 

apresentavam múltiplos aspetos característicos do envelhecimento humano de uma forma 

autossómica recessiva. Estes fenótipos não eram visíveis até 3-4 semanas de idade, mas 

posteriormente a deficiência em KL resultava em sintomas como retardo do crescimento, 
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arteriosclerose, atrofia cutânea e das gónadas, infertilidade, hipoglicémia, osteoporose, 

enfisema pulmonar, deficiências cognitivas, degeneração dos neurónios motores, e a morte 

prematura entre 2 a 3 meses de idade (Kuro-o et al., 1997). Assim, uma redução no nível desta 

proteína é prejudicial para todo o organismo. Por outro lado, a sobre expressão do gene da KL 

em murganhos transgénicos, leva do tempo de vida destes animais entre 20% a 30%, a uma 

melhoria do desempenho cognitivo a uma maior resistência ao stress oxidativo. Em conjunto, 

estes resultados suportam a ideia de que a KL pode desempenhar um papel importante na 

regulação do processo de envelhecimento (Kurosu et al., 2005; Masuda et al., 2005). 

O gene humano da KL localiza-se no cromossoma 13q12 e é altamente conservado entre as 

espécies, tendo 98% de homologia entre humanos e murganhos. Por conseguinte, os dados em 

humanos são muito concordantes com os descritos em animais experimentais (Xu and Sun, 2015; 

Matsumura et al., 1998). Em humanos, os níveis séricos desta proteína diminuem com a idade 

após os 40 anos (Yamazaki et al., 2010; Pedersen et al., 2013; Siahanidou et al., 2012), sendo 

que esta diminuição pode ser observada em indivíduos com várias doenças relacionadas com a 

idade, tais como cancro, hipertensão e doença renal (Xu and Sun, 2015). Deste modo, 

recentemente foi sugerido que os níveis séricos da KL podem servir como um biomarcador do 

envelhecimento (Koyama et al., 2015). Contudo, apenas um caso de mutação da KL humana foi 

descrito até à data, mas vários polimorfismos de um único nucleótido têm sido detetados no 

gene desta proteína e associados com o envelhecimento humano (Di Bona et al., 2014). 

Notavelmente, alguns desses polimorfismos estão associados com tempos de vida mais curtos 

(Arking et al., 2002) e ao aumento do risco de múltiplas desordens relacionadas com a idade, 

como a doença arterial coronária, osteoporose e acidente vascular cerebral (Kim et al., 2015).  

1.2.1. Estrutura e expressão da Klotho 

Em murganhos e humanos, o gene da KL é composto por cinco exões e codifica uma 

glicoproteína transmembranar do tipo 1 de 130 kDa com 1014 e 1012 aminoácidos de 

comprimento, respetivamente (Kuro-o, et al., 1997). O domínio intracelular é muito curto e 

não tem domínios funcionais conhecidos. Já o domínio extracelular é composto por duas 

repetições internas com uma sequência de aminoácidos semelhante à família de glicosidases I 

que hidrolisam as ligações β-glucosídicas. Três tipos de proteínas KL já foram descritas, sendo 

elas a transmembranar (KL-m), a intracelular (KL-i) e a secretada (Kl-s). Estas três proteínas 

foram detetadas em seres humanos e murganhos (Wang and Sun, 2009; Matsumura et al.,1998). 

A região ligante entre estas duas repetições do domínio extracelular contém quatro 

aminoácidos básicos (Lys-Lys-Arg-Lys), um local propício para clivagem proteolítica. 

Consequentemente, o domínio extracelular da proteína KL-m, pode ser clivado por proteases 

de membrana, como ADAM10, ADAM17 e BACE1, e ser libertado para o espaço extracelular, 

dando origem à KL-s com 65 kDa (Figura 4). Esta s-KL já foi detetada na circulação sistémica, 

urina e LCR, podendo funcionar como uma hormona autócrina e parácrina em células alvo de 

múltiplos tecidos e órgãos (Bloch et al., 2009; Kim et al., 2015; Pavlatou et al., 2016). 
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Figura 4 - Esquema das duas isoformas da Klotho. A proteína KL transembranar é clivada por α-
secretases, ADAM10 e ADAM 17, assim como pela β-secretase BACE-1. Por sua vez, esta 
clivagem resulta num domínio (KL solúvel) que é libertado para a circulação sistémica, líquido 
cefalorraquidiano (LCR) e urina, podendo ter efeitos general izados. Adaptado de Pavlatou et 
al.2016. 

 

Subsequentemente, também foi descoberto que o gene da KL codifica duas outras 

proteínas, a β-Klotho e a γ-Klotho, que partilham homologia com a KL, todas elas com um único 

segmento transmembranar (Kim et al., 2015).  

Atualmente, sabe-se que a KL é expressa em diversos tecidos e tipos de células em murganhos, 

ratos e humanos, sendo predominantemente expressa nos rins e no cérebro (Kuro-o et al., 

1997). Para além disso, uma menor expressão é detetada na hipófise, glândula da paratiróide, 

pâncreas, ovário, testículo, placenta, músculo esquelético, bexiga, cólon e células epiteliais 

da mama (Kuro-o, 2009). Recentemente, esta proteína foi também encontrada como sendo 

localmente expressa na área adventícia da aorta (Ritter et al., 2015). No cérebro em particular, 

em 2013, um estudo da co-localização do RNAm da KL em encéfalos de rato, demonstrou que 

no plexo coróide é onde existe uma maior expressão; contudo, o RNAm da KL foi também 

detetado noutras regiões do encéfalo, tais como o mesencéfalo (com níveis mais elevados na 

SN) e o estriado (Clinton et al., 2013) (Figura 5). Para além disso, e ao nível celular, é nos 

neurónios, especialmente nos do hipocampo e da hipófise, e nas células de Purkinje do cerebelo 

que se verifica uma maior expressão da proteína KL (Kuro-o et al., 1997; Shiozaki et al., 2008; 

German et al., 2012).  
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Figura 5 - A distribuição do RNAm da Klotho por hibridação in situ no encéfalo de rato 
adulto. O sinal foi quantificado em várias regiões do encéfalo de ratos adultos (n=3 ou 4). O 
RNAm da Kl foi amplamente expresso em todo o encéfalo, incluindo várias áreas corticais, 
estruturas do cérebro anterior, núcleos do hipotálamo (Hyp) e tálamo, hipocampo (HPC) e 
amígdala e mesencéfalo/tronco cerebral (MB/BS). (Clinton et al., 2013) 

 

Segundo a análise de diversos tecidos, o principal transcrito do gene desta proteína é a KL-s 

(Matsumura et al., 1998). Recentemente, um estudo mostrou, pela primeira vez, que o domínio 

solúvel libertado pela clivagem gera uma proteína estável e que, em contraste com a KL-m, é 

dez vezes mais expressa no cérebro do que no rim, sugerindo que as duas isoformas podem ter 

funções distintas. Além disso, também observaram uma forte correlação entre os níveis de 

expressão das isoformas e o estado de saúde dos animais em estudo (Masso et al., 2015). 

Assim, apesar de o gene da KL ser apenas expresso em alguns tecidos, é visível que o défice 

desta proteína leva a fenótipos de envelhecimento em quase todos os tecidos e órgãos, 

confirmando que esta funciona como uma hormona e atua sobre os tecidos que não a 

expressam. No entanto, a maior fonte de KL em circulação ainda não é conhecida, assim como 

também não estão completamente compreendidos os mecanismos moleculares e as suas 

funções biológicas exatas. 

1.2.2. Funções da Klotho 

As três formas possíveis desta proteína podem desempenhar funções distintas. Por um lado, a 

KL-m forma complexos com diversos recetores do fator de crescimento de fibroblastos (FGFRs, 

do inglês “Fibroblast Growth Factor Receptors”) em seres humanos, nomeadamente FGFR1c, 

FGFR3c e FGFR4, aumentando assim seletivamente a afinidade para o fator de crescimento de 

fibroblastos (FGF, do inglês “Fibroblast Growth Factor)-23 (FGF23), uma hormona que inibe a 

reabsorção de fosfato e a biossíntese de vitamina D no rim, regulando negativamente a 

homeostase do cálcio (Urakawa et al., 2006; Wang and Sun, 2009). Assim, o défice em KL leva 

ao aumento da produção de 1,25(OH)2D3, um metabolito ativo da vitamina D que desempenha 

um papel importante no metabolismo do cálcio (Kuro-o et al., 1997) e aumento do stress 
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oxidativo (Kurosu et al., 2005). A superprodução de 1,25 (OH)2D3 pode ser o principal 

responsável pelos fenótipos de envelhecimento como hiperfosfatémia e hipercalcémia, 

semelhantes em murganhos deficientes em KL (Kuro-o et al., 1997). Deste modo, sem a KL, a 

função da hormona FGF23 fica literalmente anulada.  

Por outro lado, a KL-s funciona como uma hormona, independente de FGFRs, com diferentes 

atividades em várias células alvo. Primeiramente, esta isoforma regula negativamente a via de 

sinalização do fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF-1, do inglês “Insulin 

Growth Factor-1”)/insulina (Kurosu et al., 2005). Um estudo revelou que a inibição moderada 

da via de sinalização IGF-1/insulina é um dos mecanismos mais conservados evolutivamente 

para suprimir o envelhecimento e estender o tempo de vida (Tatar et al., 2003). Sabe-se que a 

KL pode ligar-se com elevada afinidade a recetores expressos à superfície das células, ainda 

não identificados, e consequentemente ativar a via de sinalização IGF-1/insulina. Apesar do 

mecanismo exato ainda não ter sido determinado, pensa-se que poderá envolver a resistência 

aos níveis de stress oxidativo em mamíferos, através da redução de ERO (Yamamoto et al., 

2005). Por outro lado, a KL-s tem ainda um papel na homeostase de iões, através da regulação 

de canais e transportadores iónicos, nomeadamente o TRPV5, ressaltando mais uma vez com 

um papel antioxidante. O TRPV5 participa na manutenção da homeostase do cálcio através da 

sua a reabsorção do espaço intracelular e, particularmente, a atividade β-glucuronidase da KL 

desempenha um papel importante na ativação deste canal de iões (Chang et al., 2005). Além 

disso, esta proteína tem ainda a capacidade de regular a produção de NO. Estudos 

demonstraram que os níveis de metabolitos do NO na urina, tais como NO-
2 e NO-

3, eram 

significativamente reduzidos em murganhos deficientes em KL, contudo o mecanismo da síntese 

de NO mediado pela KL é ainda em parte desconhecido (Nagai et al., 2000). 

Quanto à KL-i, foi demonstrado que esta consegue em alguns tecidos, como os rins e o plexo 

coróide, interagir com a bomba Na+-K+ ATPase em organelos intracelulares, e não na membrana 

plasmática, e estimular a sua expressão e atividade, facilitando assim o transporte de Ca2+ 

(Imura et al., 2007). Está também descrito que esta isoforma consegue interagir com o gene 

indutível do ácido retinóico I (RIG-I) e inibir a expressão das citocinas inflamatórias como, a IL-

6 e IL-8. Para além destas, também a expressão de outras citocinas são inibidas pela KL, como 

por exemplo a TNF-β e IFN-γ (Kim et al., 2015; Thurston et al. 2010). Estes dados, sugem que 

a Klotho funciona como um fator intracelular anti-inflamatório e anti-envelhecimento. 

Por último, estudos recentes revelaram que a KL pode influenciar outras vias de sinalização, 

como (1) a via de sinalização p21/p53, regulando uma série de genes envolvidos no ciclo celular, 

(2) a via do monofosfato de adenosina cíclico (cAMP) e (3) a via da proteína cinase C (PKC) e 

Wnt (Wang and Sun, 2009).  

A função biológica da proteína KL e o mecanismo pelo qual a sua ausência contribui para as 

doenças neurodegenerativas são ainda desconhecidos. No entanto, de entre todas as funções 

https://www.google.pt/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&sqi=2&ved=0ahUKEwjUjZvzi8rPAhUGOxQKHdbYAyMQFggbMAA&url=https%3A%2F%2Fpt.wikipedia.org%2Fwiki%2FFator_de_crescimento_semelhante_%25C3%25A0_insulina_tipo_1&usg=AFQjCNHMEHEGUlX8kbxASL3Tu0Ab8wWvYw&sig2=szhZc_eWqC9xf-LXbZH4xg&bvm=bv.135258522,d.d24
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referidas anteriormente, é importante destacar que as propriedades anti envelhecimento 

atribuídas à KL estão muito associadas com o aumento da resistência ao stress oxidativo e ao 

seu papel-anti-inflamatório. 

1.2.3. Evidências da ação da Klotho na neuroproteção 

É importante realçar que a KL neuronal pode desempenhar um papel importante nos fenótipos 

de envelhecimento e proteger contra o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas 

relacionadas com a idade. Contudo, contrariamente ao rim, onde a função da proteína KL já 

foi mais aprofundada, atualmente não existe um consenso sobre o seu papel no cérebro, 

principalmente na suscetibilidade do sistema dopaminérgico na DP. A maioria das evidências 

que correlacionam a KL com o SNC, advêm de estudos realizados em animais “knockout”, 

deficientes ou com sobre-expressão de KL. 

Aquando da realização de ensaios com murganhos “knockout” para a KL, foi evidente a presença 

de degeneração neuronal em algumas regiões do SNC, essencialmente no hipocampo, mas 

também no córtex, e menos células de Purkinje no cerebelo (Kuro-o et al., 1997; Kosakai et 

al., 2011).  Níveis reduzidos de proteínas anti-apoptóticas, filamentos gliais, bem como de GFAP 

em astrócitos foram também algumas das observações, que curiosamente são semelhantes em 

animais e humanos idosos (Gotow, 2008). Para além disso, outros estudos dos cérebros nestes 

murganhos knockout, demonstraram ainda que adicionalmente à neurodegeneração, ocorre 

uma redução na expressão de proteínas sinápticas, perturbações no transporte axonal (Shun-Ai 

Li, 2004; Shiozaki et al., 2008) e aumento dos marcadores de apoptose e stress oxidativo (Nagai 

et al, 2003).  

Mais recentemente, tem sido demostrado que o TNF regula negativamente a expressão da KL 

através do NF-κB e curiosamente, estudos revelaram que, à semelhança de outras doenças 

inflamatórias, esta regulação se mantém em doentes com inflamações crónicas do hipocampo 

(Teocchi et al., 2013). A análise do papel antioxidante da KL, quando adicionado a culturas de 

neurónios do hipocampo, revelou que a KL aumenta significativamente a expressão do sistema 

tiorredoxina/ peroxirredoxina (Trx/Prx) através da indução de peroxirredoxinas (Prx-2 e Prx-3) 

e da tiorredoxina redutase 1 (Trxrd-1), enzimas antioxidantes que em conjunto reduzem as 

ERO, e leva à proteção dos neurónios do hipocampo da morte induzida por glutamato. Assim 

sendo, a Prx-2 poderá ser um modelador chave do papel antioxidante neuroprotetor da KL 

(Zeldich, et al. 2014). 

Outros estudos comportamentais realizados em murganhos “knockout”, apresentaram défices 

de memória, provavelmente devido a um aumento do stress oxidativo no cérebro e alterações 

na função colinérgica (Nagai et al., 2003). A partir de modelos da doença de Alzheimer, 

confirmou-se que a expressão da KL nas áreas afetadas diminuía bastante comparativamente 

aos animais saudáveis da mesma ninhada; para além disso, a prática de exercício contínuo 
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moderado na idade adulta impedia a diminuição de ambas as formas da KL, KL-m e KL-s (Massó 

et al., 2015).  

Está também descrito que, especificamente na substância branca de cérebros de macacos, 

ratos e murganhos, é possível observar uma diminuição da KL com o envelhecimento, 

provavelmente devido à perda de mielina que acontece com a idade (Chen et al., 2013; Duce 

et al., 2006). Além disso, demonstrou-se que em culturas de células, a KL aumenta a maturação 

e diferenciação de oligodendrócitos e a mielinização do SNC. Bioquimicamente, os cérebros de 

ratinhos “knockout” da KL expressam níveis mais baixos de RNAm e proteínas de mielina (King 

et al., 2012; Shiozaki et al., 2008). Curiosamente, quando em estudos decidiram limitar a 

expressão da KL ao cérebro e aos testículos, ao contrário dos "knockout”, todos os fenótipos 

sistémicos associados aos “knockout” foram melhorados (Kuro-o, 1997), sugerindo assim que a 

expressão de KL no cérebro é importante para o envelhecimento do SNC.  

Um estudo publicado em 2011 mostrou que ratinhos mutantes para o gene da KL apresentavam, 

especificamente, uma diminuição no número de ND na SN e nos níveis de DA no estriado, que 

possivelmente está relacionada com a regulação da vitamina D mediada pela KL, onde uma 

exposição aumentada à vitamina D seria a causa do fenótipo observado. Para além disso, 

descobriram que os níveis de DA no estriado diminuíam significativamente com o 

envelhecimento nestes animais (Kosakai et al., 2011). Muito recentemente, os resultados de 

ensaios com murganhos transgénicos, mostraram que a sobre-expressão desta proteína protege 

significativamente os ND contra os danos oxidativos, induzidos pelo MPTP, em parte, através 

da modulação da ativação p38 MAPK, uma via importante na regulação do stress oxidativo 

(Brobey et al. 2015). 

Posto isto, e tendo em conta todas as observações, verifica-se que a ausência da KL tem um 

grande impacto sobre a morfologia e funcionamento de algumas células, como os neurónios e 

os oligodendrócitos, e consequentemente na saúde. 

  



Klotho: um novo alvo terapêutico no tratamento da doença de Parkinson? 
| Daniela Alexandre 

  

18 
 

 

 

 

- Capítulo 2 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Objetivos 

 

http://www.google.pt/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj626GCm67PAhUOnRQKHcISBmUQjRwIBw&url=http://cinpla.org/2015/02/10/creating-a-3d-neuron-scene-in-blender-3/&bvm=bv.133700528,d.ZGg&psig=AFQjCNFY8Szf7miUOjERZ1ylCx4VIR1RGA&ust=1475019772172527


Klotho: um novo alvo terapêutico no tratamento da doença de Parkinson? 
| Daniela Alexandre 

  

19 
 

CAPÍTULO 2: OBJETIVOS  

 

O papel neuroprotetor da KL, assim como propriedades anti-inflamatórias têm vindo a ser 

descritas recentemente em alguns artigos. Evidências anteriores mostraram que ratinhos com 

défices em KL apresentam maior degeneração dopaminérgica e, por outro lado, a sua sobre-

expressão parece proteger os ND contra danos oxidativos. Estes resultados sugerem que a KL 

exerce um papel importante na proteção dopaminérgica. Para além disso, a capacidade de 

regular a expressão de algumas citocinas inflamatórias e a libertação de NO poderá também 

contribuir para o seu papel neuroprotetor.  

Posto isto, o principal objetivo deste trabalho é avaliar se a KL, administrada exogenamente, 

é neuroprotetora e anti-inflamatória em culturas primárias do mesencéfalo ventral (MV), no 

contexto da DP, podendo vir a ser considerada um novo alvo terapêutico na prevenção e 

tratamento desta doença. Para isso, o presente trabalho encontra-se orientado segundo dois 

objetivos específicos:  

1) Avaliar o efeito da KL recombinante, administrada exogenamente, na viabilidade dos 

ND expostos à toxina MPP+ e determinar a importância dos astrócitos nos efeitos 

observados; 

2) Determinar se a administração da KL é capaz de prevenir a reatividade da microglia do 

MV, induzida por LPS, através da modulação da libertação de NO. 
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CAPÍTULO 3: MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Preparação das Culturas Celulares  

Todos os animais utilizados na preparação das culturas celulares foram tratados em 

conformidade com os protocolos aprovados de acordo com os requisitos éticos de pesquisa 

animal e com a convenção europeia para a proteção dos animais vertebrados utilizados para 

fins experimentais ou outros propósitos científicos (Diretiva 2010/63/EU). 

3.1.1. Cultura da Linha Celular N27 

A linha celular 1RB3AN27 (N27) corresponde a clones imortalizados que derivam de ND do 

mesencéfalo fetal de rato (12 dias de gestação). Esta linha celular é frequentemente usada 

como modelo de ND, uma vez que as suas células são maioritariamente TH positivas, expressam 

o DAT a maioria das enzimas para a síntese e metabolismo da DA (Clarkson et al., 1998). 

Alíquotas armazenadas a -80°C foram descongeladas e colocadas a proliferar em fracos de 

cultura de 75 cm2 (Orange) em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma) suplementado com 2 g/L de 

bicarbonato de sódio (NaHCO3), 10% de FBS (Biochrom AG), 1% de antibiótico (penicilina e 

estreptomicina; Sigma) e 1% de L-Glutamina (Sigma). A cultura foi mantida a 37°C numa 

atmosfera com 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico, com substituição do meio de cultura todos 

os dias. Quando atingiu uma confluência de aproximadamente 70%, efetuou-se a passagem das 

células por tripsinização. Para tal, incubaram-se as células com uma solução de tripsina (0,5 

g/L Tripsina, 0,2 g/L EDTA, dissolvidos em PBS), durante aproximadamente 3 minutos a 37ºC. 

Posteriormente, terminou-se a tripsinização com a adição do meio RPMI-1640 suplementado, 

previamente aquecido. As células foram transferidas para um tubo e centrifugadas a 120xg 

durante 5 minutos (3K18C Bioblock Scientific; Sigma Laboratory Centrifugues) e depois do 

sobrenadante removido, ressuspensas em RPMI-1640 suplementado. Procedeu-se à contagem 

das células viáveis através do método de exclusão pelo azul de tripano, numa câmara de 

Neubauer, e efetuou-se o plaqueamento em placas de cultura de 96 poços, a uma densidade 

de 0,715 x 104 células/cm2. A cultura celular foi mantida a 37°C, numa atmosfera com 5% de 

CO2 e 95% de ar atmosférico e utilizada 24 horas após a sua preparação. 

3.1.2. Culturas primárias enriquecidas em neurónios e co-culturas de 

neurónios - glia do mesencéfalo ventral 

Para cada preparação foram usadas fêmeas Wistar com 15 ou 16 dias de gestação. Após 

anestesia com isoflurano foi aberta a cavidade abdominal e os embriões foram removidos, sendo 

posteriormente a fêmea sacrificada por deslocamento cervical. Os sacos uterinos foram 
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colocados em tampão fosfato salino estéril e frio (PBS, do inglês “Phosphate Buffered Saline”: 

140 mM NaCl, 81 mM Na2HPO4, 27 mM KCl, 15 mM KH2PO4, pH 7,4). 

Dentro da câmara de fluxo laminar, em ambiente estéril, as membranas amnióticas foram 

removidas e a região correspondente ao MV foi dissecada, como ilustrado na figura 6. Ao tecido 

resultante foram retiradas cuidadosamente as meninges, sendo depois colocado num tubo com 

5 mL de PBS frio. Posteriormente, procedeu-se à dissociação mecânica através de passagens 

sequenciais e repetitivas por uma micropipeta (P1000) e por techtips, pontas estéreis com 

orifícios de tamanho 20G, 23G e 25G, e seguidamente realizada uma centrifugação de 3 minutos 

a 269xg (3K18C Bioblock Scientific; Sigma Laboratory Centrifugues). O sobrenadante foi 

rejeitado e o sedimento resultante ressuspenso em Meio Neurobasal (MNB; Gibco) suplementado 

com 2% B27 (Invitrogen), 0,05 μg/mL de L-Glutamina (Sigma), 120 μg/mL de gentamicina 

(Sigma) e 25 μM ácido L-Glutâmico (Sigma). Para a contagem celular as células foram diluídas 

(1:1) em azul de tripano (0,4% em NaCl 0,81% e K2HPO4 0,06%) e as células viáveis foram 

contadas usando uma câmara de Neubauer. Por fim, cultivaram-se as células em placas de 

cultura de 24 poços, com lamelas de 13 mm de diâmetro, previamente revestidas com poli-D-

lisina 0,1 mg/mL (Sigma), a uma densidade de 0,207 x 106 células/cm2.Para a obtenção de co-

culturas de neurónios-glia, foi adicionado ao meio de cultura 10% de Soro Fetal Bovino (FBS, do 

inglês “Foetal Bovine Serum”) previamente inativado pelo calor (Biochrom AG). As culturas 

foram mantidas a 37°C, numa atmosfera com 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. As 

experiências nestas culturas foram realizadas cinco dias após a sua preparação. 

 

 

Figura 6 - Disseção do mesencéfalo ventral em embriões de 15-16 dias de gestação. 
Representação das incisões para a exposição de um encéfalo de um embrião de rato (A). 
Disseção da substantia nigra (SN) a partir do mesencéfalo ventral (B). (Dunnet and Björklund, 
1999). 
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3.1.3. Culturas primárias de microglia do mesencéfalo ventral 

Ratos Wistar com 2 a 4 dias de idade foram colocados em gelo até se encontrarem num estado 

de hipotermia. Dentro da câmara de fluxo, em ambiente estéril foram decapitados e os 

encéfalos removidos e colocados numa caixa de Petri contendo PBS frio e estéril.  

Procedeu-se à disseção para obtenção da região correspondente ao MV como é mostrado na 

Figura 6. Retiraram-se cuidadosamente as meninges e no final o tecido resultante foi colocado 

num tubo com 5 mL de PBS frio. Posteriormente, foi feita a dissociação do tecido por digestão 

enzimática em água de cisteína (1,9 mM CaCl2, 1,3 mM cisteína), solução de H&B (116 mM NaCl, 

5,4 mM KCl, 26 mM NaHCO3, 12 mM NaH2PO4.H2O, 1 mM MgSO4.7H2O, 0,5 mM EDTA, 25 mM 

glicose, pH 7,3), 0,5% de vermelho fenol e 4 mg/mL de papaína, durante 4 minutos a 37°C. 

Para parar a digestão enzimática e remover a solução de papaína fizeram-se 3 lavagens com 

meio de cultura M10C-G constituído por MEM (do inglês “Minimum Essential Medium, Sigma) e 

suplementado com 2,2 g/L NaHCO3, 0,75% glicose, 0,12% de antibiótico (penicilina e 

estreptomicina; Sigma), 0,02% de insulina (Sigma) e 10% FBS (Biochrom AG). De seguida, foi 

efetuada uma dissociação mecânica através de passagens sequenciais e repetitivas por uma 

micropipeta (P1000) e por techtips, pontas estéreis com orifícios de tamanho 20G, 23G e 25G, 

e seguidamente realizada uma centrifugação a 269xg durante 3 minutos (3K18C Bioblock 

Scientific; Sigma Laboratory Centrifugues). As células foram ressuspensas em meio M10C-G e 

procedeu-se à contagem das células viáveis através do método de exclusão pelo azul de tripano, 

numa câmara de Neubauer. Por último, procedeu-se ao plaqueamento a uma densidade de 

0,069 x 106 células/cm2 em placas de 24 poços revestidas previamente com poli-D-lisina (Sigma) 

e mantidas a 37°C numa atmosfera com 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Passados 10 a 15 

dias em cultura, a microglia foi obtida por remoção dos astrócitos após incubação da cultura 

mista glial com uma solução de tripsina (0,5 g/L de Tripsina e 0,2 g/L de EDTA dissolvidos em 

PBS) diluída numa proporção de 1:6 em MEM, durante aproximadamente 15-30 min. Após este 

período de incubação, a solução de tripsina, em conjunto com a camada de astrócitos em 

suspensão, foram removidos. A microglia resultante após a tripsinização foi mantida em meio 

M10C-G a 37°C numa atmosfera com 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico durante 5 dias, até se 

encontrar num estado de repouso.  
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Figura 7 - Secção coronal do encéfalo de rato.  As linhas azuis indicam a zona de corte feitas 
durante a disseção (VTA, do inglês “Ventral Tegmental Area”: Área Tegmental Ventral, V: 
Aqueduto cerebral, H: hipotálamo) (Staal et al., 2007).  

 

3.2. Estimulação Celular  

3.2.1. Avaliação do efeito da Klotho na viabilidade dos neurónios 

dopaminérgicos  

3.2.1.1. Culturas Primárias 

Doze horas antes da estimulação celular o meio de cultura foi substituído por MNB sem soro. As 

culturas primárias de neurónios e mistas foram incubadas com diferentes concentrações de KL 

(R&D Systems, ref.1819-KL-050) (0,05, 0,1, 0,2, 0,4 e 0,8 µg/mL), por diferentes períodos de 

incubação, e ainda expostas a 10 µM MPP+ (Sigma), de acordo com o esquema apresentado na 

figura 8. Nestas experiências, a KL foi administrada antes (1, 4, 8, 12 e 24 h), simultaneamente 

ou após a adição do MPP+ (1, 2, 4 e 8 h). Os estímulos terminaram 24 horas após a adição de 

MPP+, com a remoção do meio experimental e a posterior fixação das células com 

paraformaldeído (PFA) 4% durante 10 minutos, para avaliação da viabilidade dopaminérgica por 

imunocitoquímica. 

 

 

 

 

 

Isolamento e 

cultura celular 

Primária 

Adição de KL e MPP+ Paragem dos 

estímulos 

Dia 0 Dia 4 Dia 6

Substituição do 

meio de cultura 

Dia 5

Figura 8 - Representação esquemática do procedimento usado na estimulação das culturas 
primárias com KL e MPP+. Procedimento experimental efetuado em culturas de neurónios e 
co-cultura de neurónios-glia de modo a avaliar o efeito da KL na sobrevivência dopaminérgica 
antes, simultaneamente ou após o estímulo oxidativo.  
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3.2.1.2. Linha Celular N27 

Imediatamente antes da estimulação celular o meio de cultura foi substituído por RPMI-1640 

suplementado. Primeiramente, de forma a determinar a concentração ideal de MPP+ capaz de 

induzir uma diminuição significativa na viabilidade das células N27, diferentes concentrações 

de MPP+ (100, 250, 500, 750 e 1000 µM) foram aplicadas (Figura 9). 

Para avaliar o possível efeito protetor da KL na lesão induzida pelo MPP+, as culturas foram pré-

incubadas com diferentes concentrações de KL (0,1, 0,2, 0,4 e 0,8 µg/mL), durante diferentes 

períodos de incubação (4 e 8 h), e posteriormente expostas a 500 µM MPP+ durante 36 horas 

(Figura 9). As células foram então incubadas a 37°C, numa atmosfera humidificada contendo 

5% de CO2 e 95% de ar durante um período adicional de 36 horas. No final da experiência foi 

removido o meio de cultura e a viabilidade celular foi avalizada através do ensaio do 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio brometo (MTT). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plaqueamento 

das células 

Adição de MPP+ Paragem dos 

estímulos 

Dia 0 Dia 1 Dia 3
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Figura 9 - Representação esquemática do tratamento da linha celular N27 com MPP +. 
Procedimento experimental efetuado para determinar a concentração ideal de MPP+ que induz 
uma diminuição significativa da viabilidade das células N27. As células foram incubadas com 
diferentes concentrações de MPP+ (100, 250, 500, 750 e 1000 µM) durante 36h.  

Figura 10 - Representação esquemática do procedimento usado na estimulação das 
culturas de células N27 com KL e MPP+. Procedimento experimental efetuado para avaliar 
o efeito da KL na sobrevivência dopaminérgica antes do estímulo oxidativo. As células N27 
foram pré-tratadas com diferentes concentrações de KL (0,1, 0,2, 0,4 e 0,8 µg/mL), durante 
diferentes períodos de incubação (4 e 8 h). Após o período de pré-incubação, as células 
foram expostas a 500 µM MPP+ por 36h adicionais. 
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3.2.2. Influência da Klotho na libertação de NO pela Microglia 

Doze horas antes da estimulação celular o meio de cultura foi substituído por M10C-G. As 

culturas primárias de microglia do MV foram pré-incubadas com diferentes concentrações de 

KL (0,1, 0,2, e 0,4 µg/mL), por diferentes períodos de incubação (1, 8, 12, e 24 h). O agente 

pró-inflamatório LPS (Sigma), numa concentração de 0,1 μg/mL, foi posteriormente adicionado 

e as células permaneceram em cultura por um período adicional de 24h. Após este tempo, os 

sobrenadantes foram recolhidos para medição da concentração de NO libertado para o meio. O 

procedimento experimental está representado na figura 11. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. Imunocitoquímica 

A imunocitoquímica iniciou-se pela fixação das células com PFA 4% durante 10 minutos. De 

seguida, efetuou-se a permeabilização das células com Triton X-100 1% em PBS durante 5 

minutos à temperatura ambiente. As ligações inespecíficas foram bloqueadas por incubação das 

células com 20% de FBS em PBS 0,1% Tween (PBS-T) durante uma hora à temperatura ambiente. 

Depois do bloqueio, as lamelas foram lavadas com PBS-T e incubadas com o anticorpo primário 

diluído em PBS-T com 1% FBS, de acordo com a Tabela 1, durante uma hora à temperatura 

ambiente. Após este passo e para remover o excesso de anticorpo, as lamelas foram lavadas 

seis vezes com PBS-T durante 15 minutos. O anticorpo secundário correspondente foi também 

diluído em PBS-T com 1% FBS e as lamelas incubadas durante uma hora à temperatura ambiente. 

Após esta incubação realizaram-se novamente seis lavagens sequenciais com PBS-T e as células 

Isolamento e cultura 

das células da glia 

Substituição do 

meio de cultura 

Dia 0 Dia 15 Dia 20

Tripsinização - Remoção dos Astrócitos  

Adição de KL e de 

LPS 

Dia 21

Paragem dos 

estímulos 

Figura 11 - Representação esquemática do procedimento usado na estimulação das 
culturas de microglia com KL e LPS. Procedimento experimental efetuado para avaliar o 
efeito da KL (0,1, 0,2, 0,4 e 0,8 µg/ml) na libertação de NO quando aplicada 1, 8, 12 e 24 
horas antes da administração do estímulo inflamatório (LPS, 0,1 µg/mL).  
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foram posteriormente incubadas durante 10 minutos com Hoescht 33342 2mM (Invitrogen), 

dissolvido em PBS-T. Depois desta incubação as lamelas foram lavadas três vezes com PBS-T, 

seguindo-se as respetivas montagens em lâminas utilizando o meio de montagem para 

fluorescência DAKO (Glostrup, Denmark). A selagem das mesmas foi posteriormente feita com 

verniz. Por último, as preparações foram observadas num microscópio de fluorescência Zeiss 

(Axiobserver Z1, Zeiss). 

 

Tabela 1- Descrição dos anticorpos primários e secundários utilizados nos ensaios de 
imunocitoquímica. 

 

Proteína 
Anticorpo 

Primário 
Diluição Empresa 

Anticorpo 

Secundário 
Diluição Empresa 

TH 
Monoclonal 

Murganho 

Anti-TH 

1:1000 
BD 

Biosciences 

Ig de cabra 

Anti-Mouse 

conjugado 

com Alexa 488 

1:1000 

Invitrogen, 

Molecular 

Probes 

GFAP 

Policlonal 

Coelho 

Anti-GFAP 
1:2000 

DAKO 

Cytomation Ig de cabra 

Anti-coelho 

conjugado 

com Alexa 546 

1:1000 

Invitrogen, 

Molecular 

Probes 

MAP2 
Policlonal 

Coelho   

Anti-MAP2 

1:500 Santa Cruz 

 

3.3.1. Contagem celular e Análise quantitativa  

Em cada experiência foram realizadas várias preparações diferentes e quantificaram-se 3 

lamelas por cada condição experimental. De cada lamela foram analisados 20 campos e 

excecionalmente 40 em alguns casos, com uma ampliação de 63x. Os resultados são 

apresentados como o número médio de células TH-positivas em relação ao número total médio 

de células estimadas pela marcação com Hoescht. 

 

3.4. Ensaio MTT 

O ensaio do MTT foi o teste escolhido para analisar a viabilidade na linha celular N27. O MTT é 

um corante de um sal tetrazólio com uma cor amarelo pálido que pode ser clivado por 

desidrogenases intracelulares e formar cristais de formazano de cor roxa nas células 
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metabolicamente ativas. A quantidade de formazano produzido é proporcional ao número de 

células metabolicamente ativas e, portanto, viáveis. Após a remoção do meio de cultura dos 

poços, MTT dissolvido numa solução salina equilibrada de Hank (HBSS, do inglês “Hank's 

Balanced Salt Solution”) (0,5 mg/mL) foi adicionado a cada poço, sendo as células 

posteriormente incubadas no escuro durante uma hora a 37ºC. Após este período de incubação, 

o meio foi removido e, de forma a dissolver todos cristais de formazano formados, foram 

adicionados 200 µL de 0,04 M de HCl em isopropanol e a placa colocada a agitar num agitador 

orbital durante 10 a 15 minutos. A determinação colorimétrica da redução do MTT foi medida 

a 570 nm com um filtro de referência de 620 nm, utilizando um leitor de microplacas (Anthos 

2020). 

 

3.5. Quantificação de Óxido Nítrico  

Após 24 h de estimulação com LPS, os meios de cultura foram recolhidos e a produção de NO 

foi determinada por quantificação do nitrito (NO2-) total acumulado. O nitrito é um dos produtos 

primários da oxidação de NO que é libertado para o meio e, ao reagir com a sulfanilamida e o 

N-1-naftiletilenodiamina (NED) origina, em condições ácidas, um composto colorido. Este 

ensaio baseia-se numa reação de diazotação descrita originalmente por Griess em 1879 (Griess 

P., 1879). Para a realização deste ensaio, 50 μL de cada amostra foram recolhidos e transferidos 

para uma placa de 96 poços e de seguida adicionou-se a mesma quantidade da solução de 

sulfanilamida (1% de sulfanilamida e 5% de ácido fosfórico diluídos em água). A mistura foi 

incubada no escuro durante 10 min à temperatura ambiente antes de se adicionarem 50 μL da 

solução NED (0,1% N-1-naftiletilenodiamina diluído em água). Após uma nova incubação de 10 

minutos observou-se a mudança de cor, que foi quantificada por leitura da absorvância a 550 

nm. Para garantir a a quantificação de NO2- nas amostras, a sua concentração foi determinada 

a partir de uma curva padrão de nitrito de sódio (NaNO2) utilizando como matriz o meio M10C-

G (Figura 12). 
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Figura 12 - Curva padrão representativa mostrando a variação da absorvância (ABS) a 520nm 
com a concentração de nitrito presente no meio.  

 

3.6. Análise de Dados e Estatística  

Os dados nas figuras encontram-se expressos em percentagem do controlo e representam a 

média ± S.E.M do número de experiências indicado na legenda das figuras. A análise estatística 

foi realizada utilizando o teste one-way ANOVA seguido pelo Bonferroni Post Test, à exceção 

de uma experiência na qual foi usado o Dunnett Post Test (devidamente indicado na legenda 

da figura). Valores de P <0,05 foram considerados significativos. As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad Sotware, Inc). 
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CAPÍTULO 4: RESULTADOS 

 

4.1. Avaliação do efeito da Klotho na viabilidade dopaminérgica 

Como mencionado anteriormente, a primeira parte deste trabalho teve como objetivo avaliar 

se a proteína KL, quando adicionada exogenamente a culturas celulares, exerce um efeito 

protetor nos ND quando expostos a uma toxina dopaminérgica. Estudos anteriores publicados, 

mostraram que a degeneração dos ND do mesencéfalo de ratos transgénicos, com défice desta 

proteína, estava possivelmente relacionada com mecanismos mediados pela KL. Contudo não 

existem ainda resultados sobre o seu efeito direto na viabilidade dos ND, quando sujeitos a um 

estímulo tóxico. 

Assim, a fim de averiguar se esta proteína tem a capacidade neuroprotetora no contexto da 

DP, começou-se por analisar o seu efeito numa linha celular dopaminérgica e, posteriormente, 

em culturas primárias do MV, enriquecidas em neurónios e co-culturas neurónios-glia, expostas 

ao MPP+.  

4.1.1. Será que o tratamento com Klotho protege as células N27 da 

toxicidade induzida pela toxina MPP+? 

A linha celular N27 foi usada, numa primeira abordagem, para avaliar o efeito da KL na 

toxicidade induzida pelo MPP+. Esta toxina foi escolhida devido à sua capacidade de causar a 

morte neuronal seletiva das células dopaminérgicas. Este processo ocorre através da sua 

captação pelos transportadores de dopamina que o deslocam para o interior dos ND. Nestes 

neurónios bloqueia a atividade do complexo I mitocondrial, levando à produção de ERO com 

consequente morte apoptótica das células (Dauer and Przedborski, 2003). 

4.1.1.1. Avaliação da toxicidade induzida pelo MPP+ 

A fim de determinar a concentração de MPP+ necessário para induzir lesão nas células N27, 

estas células foram estimuladas com diferentes concentrações de MPP+ (100, 250, 500, 750 e 

1000 µM) durante 36h e foram realizados ensaios de MTT como indicador direto de 

citotoxicidade. Nos resultados observados foi evidente uma diminuição no número de células 

viáveis na maioria das culturas que foram tratadas com MPP+, diminuição essa tanto maior 

quanto a concentração deste agente. A exposição a 250, 500, 750 e 1000 µM de MPP+ induziu 

uma diminuição significativa na viabilidade celular, quando comparado com a situação controlo 

(ausência de MPP+). Apenas a concentração de 100 µM de MPP+ não induziu uma alteração 

significativa na viabilidade destas células (Figura 13). 
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A concentração de 500 µM de MPP+, capaz de induzir uma morte celular de 37,5%, foi a escolhida 

para utilização nas experiências seguintes. 
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Figura 13 - Avaliação do efeito de diferentes concentrações de MPP+ na viabilidade das 
células N27. A avaliação da viabilidade celular foi feita através do ensaio de MTT na linha 
celular N27 exposta a diferentes concentrações de MPP + (100, 250, 500, 750 e 1000 µM) durante 
36 h. Os resultados encontram-se expressos em percentagem de controlo (sem MPP +) e 
representam a média ± S.E.M de três experiências independentes com cinco replicados por 
condição. A análise estatística foi realizada utilizando o teste one-way ANOVA seguido do 
Dunnett post Test (*** P <0,001 quando comparado com o controlo).  

 

4.1.1.2. Avaliação do efeito da Klotho na toxicidade induzida pelo 

MPP+ na linha celular N27 

Utilizando a mesma linha celular dopaminérgica avaliou-se se o pré-tratamento destas culturas 

com diferentes concentrações de KL (0,1, 0,2, 0,4 e 0,8 µg/ml) seria capaz de proteger estas 

células da lesão induzida pelo MPP+ (500 µM). 

A exposição da cultura ao MPP+ provocou uma redução de 42,6 % na viabilidade celular. Para 

além disso, a pré-incubação da cultura com KL durante 4h, em todas as concentrações testadas, 

não foi capaz de proteger os ND da lesão induzida pelo MPP+. A exposição das células com KL 

(na ausência de lesão) não afetou a viabilidade celular relativamente ao controlo (Figura 14 A). 
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Este tempo de pré-incubação foi o selecionado como ponto de partida uma vez que existem 

dados na literatura que mostram uma ação neuroprotetora da KL em culturas primárias de 

neurónios do hipocampo, adicionada 4 h antes do estímulo tóxico e numa concentração de 0,4 

µg/mL (Zeldich et al., 2014). 

Com o objetivo de averiguar se a falta de efeito neuroprotetor de KL poderia dever-se a um 

insuficiente tempo de pré-incubação, procedeu-se a experiências semelhantes, mas com 

tempos de incubação com KL (0,2 e 0,4 µg/mL) superiores (8, 12 e 24 h). Como ilustra a figura 

14 B, os resultados mostram que mais uma vez a exposição ao MPP+ provocou uma redução 

significativa na viabilidade celular (35,9 %) e as células pré-incubadas com 0,2 e 0,4 µg/mL de 

KL nos diferentes períodos de incubação testados, não parecem ser capazes de resistir à lesão 

induzida pelo MPP+, tendo-se observado percentagens de células TH+ semelhantes às observadas 

na presença de MPP+ apenas. No entanto, estes dados devem ser analisados com alguma cautela 

uma vez que apenas foi realizada uma experiência. 
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Figura 14 - O pré-tratamento com a proteína Klotho não protege as células N27 da morte 
celular induzida por exposição ao MPP+. As células N27 foram pré-tratadas durante 4 h com 
diferentes concentrações de Klotho (KL) (A, n=3) ou pré-tratadas com 0,2 ou 0,4 µg/mL de KL 
durante diferentes períodos de pré-incubação (B, n=1). Após o período de pré-incubação, as 
células foram expostas a 500 µM MPP+ por 36 h adicionais. Os resultados foram expressos em 
percentagem de controlo (sem KL, sem MPP+) e representam a média ± S.E.M de três 
experiências (A) ou uma experiência (B) independentes com cinco replicados por condição. A 
análise estatística foi realizada utilizando o teste one-way ANOVA seguido do Bonferroni Post 
Test (* P <0,05 quando comparado com o controlo).  

 

4.1.2. Avaliação do efeito da Klotho na toxicidade induzida pelo 

MPP+ em culturas primárias mistas do mesencéfalo ventral  

Como foi já referido, existem algumas evidências que apontam para um possível envolvimento 

da KL na viabilidade dopaminérgica (Kosakaia et al., 2011) e, uma vez que não se observaram 

efeitos protetores da KL nas células N27, optou-se, então, por utilizar co-culturas de neurónios-

glia preparadas a partir do MV de embriões de rato. Estas culturas apresentam uma maior 

semelhança com os sistemas vivos, já que, para além dos neurónios, as células gliais também 

estão presentes e não se sabe de que modo a presença destas células pode influenciar os 

mecanismos protetores mediados pela KL. Com o objetivo de avaliação a capacidade 

neuroprotetora da KL, numa situação de lesão dopaminérgica, delinearam-se 3 conjuntos de 

experiências com vista a determinar: 1) qual(quais) a(s) concentração(ões) de KL capaz(es) de 

exercer um efeito protetor nos ND quando expostos a um agente tóxico; 2) qual o tempo de 

pré-incubação mais eficaz; 3) qual a contribuição dos astrócitos na ação neuroprotetora da KL. 

Os resultados obtidos serão descritos a seguir. 
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4.1.2.1. Determinação da concentração de Klotho capaz de 

proteger os neurónios dopaminérgicos da toxicidade induzida pelo MPP+ 

Com o objetivo de avaliar o efeito da KL na toxicidade dopaminérgica induzida pelo MPP+ e 

determinar qual a concentração mais eficaz para proteger os ND, as culturas primárias mistas 

foram pré-tratadas com diferentes concentrações de KL (0,05, 0,1, 0,2, 0,4, e 0,8 µg/mL) 

durante 4h e, posteriormente, expostas a 10 µM de MPP+ durante um período adicional de 24h. 

No final dos ensaios, realizou-se uma imunocitoquímica para avaliar a viabilidade 

dopaminérgica utilizando o marcador nuclear Hoescht 33342 e o anticorpo primário anti-TH, 

marcador de ND (Figura 15), procedendo-se à contagem do número de células imuno-positivas 

para TH (TH+) e relacionando com o número total de células.  
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                        CONTROLO                                       MPP+                                          

 

Figura 15 - Imagens de fluorescência representativas de uma imunocitoquímica realizada 
em culturas mistas do mesencéfalo ventral, marcadas para TH e MAP2, de modo a avaliar a 
lesão induzida pelo MPP+. O núcleo das células marcado com Hoescht é visível a azul (A). Os 
neurónios marcados com anti-MAP2 aparecem a vermelho (B) e os neurónios 
dopaminérgicos marcados com anti-TH aparecem marcados a verde (C). 
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Nos resultados apresentados na Figura 16, é possível observar que a exposição da cultura mista 

ao MPP+ provocou uma redução de 38,6% no número de células TH+. Não se verificaram 

alterações significativas no número de células TH+ quando as culturas foram incubadas apenas 

com KL, relativamente à situação controlo, para todas as concentrações testadas. Para além 

disso, pode-se verificar um efeito protetor da KL quando esta é adicionada previamente à toxina 

dopaminérgica, numa concentração de 0,2 µg/mL; nestas condições observou-se um aumento 

significativo de 30,03 % no número de células TH+ em relação à condição experimental MPP+. 

Concentrações de KL inferiores ou superiores a 0,2 µg/mL não conseguem proteger 

significativamente os ND da toxicidade induzida pelo MPP+. 

Com estes resultados concluiu-se que existe uma concentração ideal (0,2 µg/mL) na qual a 

proteína KL consegue proteger os ND da toxicidade induzida pelo MPP+ em culturas mistas 

neurónios-glia do MV, por mecanismos e vias ainda desconhecidas.  

Co
nt

ro
lo

g/
m

L



KL
 0

.0
5

g/
m

L



KL
 0

.1
g/

m
L



KL
 0

.2
g/

m
L



KL
 0

.4
g/

m
L



KL
 0

.8

M
10+ 

M
PP

+

g/
m

L+
M
PP



KL
 0

.0
5

+

g/
m

L+
M
PP



KL
 0

.1

+

g/
m

L+
M
PP



KL
 0

.2

+

g/
m

L+
M
PP



KL
 0

.4

+

g/
m

L+
M
PP



KL
 0

.8

0

50

100

150

*** *** ***

#

C
é
lu

la
s 

T
H

+
/H

o
e

sc
h

t

(%
 C

o
n

tr
o
lo

)

 

Figura 16 - O pré-tratamento de co-culturas de neurónios-glia com a proteína Klotho protege 
os ND da toxicidade induzida pela exposição ao MPP +. As células foram pré-tratadas durante 4 
h com diferentes concentrações de Klotho (KL) e foram posteriormente expostas a 10 µM MPP+ 
por um período adicional de 24 h. Os resultados foram expressos em percentagem de controlo 
(sem KL, sem MPP+) e representam a média ± S.E.M de cinco ou mais experiências 
independentes com triplicados por condição. A análise estatística foi realizada utilizando o 
teste one-way ANOVA seguido do Bonferroni Post Test. (*** P<0,001 quando comparado com o 
controlo; # P <0,05 quando comparado com o MPP+). 

 

4.1.2.2. Influência do tempo de incubação e momento da 

administração na ação neuroprotetora da Klotho 

Depois de avaliada a capacidade da KL em promover a proteção dopaminérgica na presença de 

MPP+, determinou-se o tempo de pré-incubação para o qual se verifica um maior efeito 

protetor. Deste modo, as co-culturas primárias de neurónios-glia foram tratadas com KL durante 
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diferentes períodos de tempo, 1, 4, 8, 12 e 24 h, previamente à adição do MPP+. Pretendeu-se 

também avaliar se a KL teria igualmente uma ação protetora para os ND se administrada 

simultaneamente ou posteriormente (1, 2, 4 e 8 h) à adição do MPP+. 

Após as contagens do número de células TH+, os resultados obtidos por imunocitoquímica 

mostraram que para tempos superiores a 4 horas de pré-incubação, a KL não consegue proteger 

os ND da toxicidade induzida pelo MPP+. Contudo, o efeito protetor da KL continua a verificar-

se quando as células são incubadas com KL 1 hora antes da aplicação do MPP+; nestas condições 

verificou-se um aumento significativo no número de células TH+, quando comparado com a 

condição experimental MPP+, chegando a atingir os 94,6% de células TH+ comparativamente ao 

controlo (Figura 17 A). Por outro lado e surpreendentemente, quando a KL foi adicionada ao 

mesmo tempo que o MPP+ observou-se uma grande diminuição do seu efeito protetor 

comparativamente ao verificado quando adicionada 1 hora antes do agente tóxico. Para além 

disso, o pós-tratamento da cultura com KL, para todos os tempos de incubação testados, não 

apresentou diferenças significativas face às células tratadas apenas com MPP+ (Figura 17 B). 

Estes resultados mostram que a KL consegue proteger os ND apenas quando adicionada 1 e 4 

horas antes da lesão, numa concentração de 0,2 µg/mL, sendo o efeito neuroprotetor abolido 

quando a KL é adicionada simultaneamente com agente tóxico ou posteriormente a este. 
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Figura 17 - Influência do tempo de incubação e momento da administração da Klotho na 
proteção das células dopaminérgicas da toxicidade induzida pelo MPP + em co-culturas de 
neurónios-glia do MV. As células foram tratadas com 0,2 µg/mL de Klotho (KL) para diferentes 
períodos de incubação e expostas a 10 µM MPP+ durante 24 horas. A administração da KL ocorreu 
em diferentes momentos: antes da incubação com MPP + (1, 4, 8, 12 e 24h - A), simultaneamente 
e após a administração de MPP+ (1, 2, 4 e 8 h – B). Os resultados foram expressos em 
percentagem de controlo (sem Klotho, sem MPP+) e representam a média ± S.E.M de quatro 
experiências independentes realizadas em triplicado. A análise estatística foi feita utilizando 
o teste one-way ANOVA seguido do Bonferroni Post Test. (*** P<0,001 e ** P<0,01 quando 
comparado com o controlo; ### P <0,001 quando comparado com o MPP+). 

 

4.1.3. Influência da presença de astrócitos na neuroprotecção 

exercida pela Klotho 

Os astrócitos desempenham funções essenciais no SNC. Estas células têm um papel importante 

na defesa antioxidante e em condições patológicas secretam fatores neurotróficos essenciais à 

sustentação, nutrição e proteção neuronal (Yokoyama et al., 2011; Rocha et al., 2012). Os 

resultados apresentados até agora mostram que a pré-incubação (1h e 4h) com 0,2 µg/mL de 

KL tem um efeito protetor nos ND em co-culturas de neurónios-glia do MV expostas a MPP+. No 

entanto, os mecanismos e as células que medeiam esta proteção são desconhecidos.  

Posto isto, achou-se relevante também averiguar se esta proteção se mantinha na ausência de 

astrócitos. Deste modo, optou-se por realizar o mesmo procedimento em culturas primárias 

enriquecidas em neurónios do MV e avaliar, comparando com os resultados obtidos em co-

culturas neurónios-glia, se a proteína KL consegue, nestas condições, proteger os ND da lesão 

induzida pelo MPP+. Para tal, foi necessário também avaliar a percentagem de astrócitos 

presentes nas culturas enriquecidas em neurónios, relativamente ao número total de células, 

para garantir que as alterações observadas se devem à ausência dos astrócitos. Os resultados 
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mostraram que apenas existem 2,5% de astrócidos nas culturas enriquecidas em neurónios e 

34,6% nas culturas neurónios-glia, face ao número total de células marcadas com Hoescht. Os 

resultados estão apresentados na Figura 18. 
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Figura 18 - Caracterização celular das culturas primárias mistas e enriquecidas em 
neurónios do MV. (A) Imagem representativa de uma imunocitoquimica em que os astrócitos 
foram marcados com anti-GFAP (vermelho) e os núcleos com Hoescht 33342 (azul). A imagem 
foi adquirida no microscópio de fluorescência utilizando a objetiva de 63x. (B) Quantificação 
da percentagem de células com marcação para GFAP (GFAP +), relativamente ao número total 
de células marcadas com Hoescht. Cada barra representa a média ± S.E.M. de quatro 
experiências independentes, realizadas em triplicado. 

 

Posteriormente, tanto as co-culturas de neurónios-glia, como as culturas enriquecidas em 

neurónios foram sujeitas, em paralelo, às mesmas condições experimentais: inicialmente foram 

incubadas com duas concentrações distintas de KL (0,1 e 0,2 µg/mL) durante 1h, e 

posteriormente expostas a 10 µM MPP+ durante um período adicional de 24 horas. No final, 

realizou-se uma imunocitoquímica e procedeu-se à contagem do número de células TH+, 

relativamente ao número de células total, em ambas as experiências. Os resultados obtidos 

encontram-se representados na Figura 19. Pode observar-se que em ambas as culturas, mistas 

e enriquecidas em neurónios, existiu, tal como esperado, uma diminuição significativa no 

número de células TH+ após exposição ao MPP+, comparativamente ao controlo. Essa diminuição 

foi semelhante nos dois tipos de culturas, sendo de 39,93 % nas culturas mistas e 40,93 % nas 

culturas enriquecidas em neurónios. Os resultados obtidos nas culturas de neurónios também 

mostraram que, ao contrário do que acontece na presença de astrócitos, o pré-tratamento com 

KL não protege as células TH+ da toxicidade induzida pelo MPP+. Para além disso, e 

curiosamente, nas culturas enriquecidas em neurónios tratadas apenas com KL, observou-se 

uma diminuição de 28,9% no número de células TH+ para a concentração de 0,2 µg/mL (P < 

0,001) e de 11,96% para a concentração de 0,1 µg/mL, comparativamente ao controlo. Ou seja, 

na ausência de astrócitos, a proteína KL não consegue proteger os ND da toxicidade induzida 

pelo MPP+ e, para além disso, aparenta ser citotóxica para estes neurónios quando adicionada 

sozinha na concentração de 0,2 µg/mL. Contudo, este efeito citotóxico da KL que se observa 
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não é específico dos ND. Segundo a análise do número de células totais, nesta condição para 

além de um menor número de TH+, ocorre uma diminuição do número total de células.  
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(B)  Co-cultura neurónios-glia 
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Figura 19 - Contribuição dos astrócitos na neuroprotecção exercida pela Klotho em 
neurónios dopaminérgicos expostos ao MPP+. Co-culturas de neurónios-glia (A) ou culturas 
enriquecidas em neurónios mesencefálicos (B) foram pré-tratadas durante 1h com 0,2 µg/mL 
de Klotho (KL) e, em seguida, expostas a 10 µM de MPP + durante 24h adicionais. Os resultados 
foram expressos em percentagem de controlo (sem KL, sem MPP+) e representam a média ± 
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S.E.M de três experiências independentes realizadas em triplicado. A análise estatística foi 
realizada utilizando o teste one-way ANOVA seguido do Bonferroni Post Test. (*** P<0,001 
quando comparado com o controlo; ### P <0,001 quando comparado com o MPP +). 

 

4.2. Avaliação do efeito da Klotho na reatividade microglial 

induzida pelo LPS 

Evidências crescentes sugerem que a inflamação e o stress oxidativo mediado pela microglia 

reativa desempenham um papel fundamental na progressão de várias doenças 

neurodegenerativas, como a doença de Parkinson. Em condições fisiológicas normais, o NO é 

um importante segundo mensageiro, tendo um papel crucial na sinalização intracelular no 

sistema nervoso. No entanto, em grandes quantidades, pode ser citotóxico (Gibbons and 

Dragunow, 2006). O NO é produzido pela iNOS, que é expressa nas células microgliais e em 

situações patológicas a sua expressão é aumentada nestas células, que assim produzem grandes 

quantidades de NO e amplificam o dano neuronal. Posto isto, torna-se essencial atuar ao nível 

do controlo da reatividade microglial, que parece desempenhar um papel crucial no 

desenvolvimento e progressão da DP, de modo a parar o ciclo de amplificação da morte 

neuronal. (Block et al., 2007). Estudos prévios demonstraram algumas propriedades anti-

inflamatórias da KL, inclusive a capacidade de diminuir a produção de mediadores pró-

inflamatórios nos rins (Kim et al, 2015; Thurston et al. 2010). No entanto a nível cerebral, não 

se sabe nada acerca do seu efeito no controlo da inflamação neuronal. 

No presente trabalho, pretendeu-se avaliar se a Klotho é capaz de modular a reatividade 

microglial induzida pelo LPS, um conhecido agente pró-inflamatório, exercendo algum efeito 

ao nível da produção de NO por estas células. As culturas primárias enriquecidas em microglia 

foram obtidas a partir de culturas primárias de células gliais do MV, nas quais os astrócitos 

foram removidos por tripsinização.  

As culturas enriquecidas em microglia foram incubadas com diferentes concentrações de KL 

(0,1, 0,2, e 0,4 µg/mL), durante diferentes períodos de incubação (1, 8, 12 e 24 h) e 

posteriormente estimuladas com o agente pró-inflamatório LPS (0,1μg/mL) durante 24 horas. 

Olhando para os resultados, como esperado, a estimulação da cultura com LPS provocou um 

aumento significativo na libertação de NO, em comparação com o controlo (sem KL, sem LPS). 

A pré-incubação das células microgliais com 0,4 µg/mL de KL inibiu o aumento da libertação de 

NO induzida pelo LPS em cerca de 36,7%. No entanto, para as outras concentrações de KL 

testadas, esta inibição não se verificou (Figura 20 A). Por outro lado, a avaliação dos diferentes 

tempos de incubação com KL mostrou que a maior inibição da libertação de NO (cerca de 46,4%, 

comparativamente com o LPS) ocorre para o tempo de pré-incubação de 24 horas com 0,4 

µg/mL KL. 
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Figura 20 - Efeito da pré-incubação com KL na libertação de NO induzida pelo LPS em 
culturas enriquecidas em microglia do MV. As culturas primárias de microglia foram pré-
tratadas durante 4 horas com diferentes concentrações de Klotho (KL) (0,1, 0,2, 0,4 e 0,8 
µg/ml) (A) e pré-tratadas com 0,4 µg/mL durante diferentes tempos de incubação (1, 8, 12 e 
24 h) (B). Após incubação com LPS (0,1μg/mL) durante 24h, mediu-se a libertação de NO no 
sobrenadante da cultura, utilizando o método de Griess. Os resultados estão representados 
como a média ± S.E.M. de três quatro experiências independentes, realizadas em triplicado e 
expressas em percentagem de controlo. A análise estatística foi realizada usando o teste one -
way ANOVA seguido do Bonferroni Post Test. (***P<0,001 quando comparado com o controlo; 
##P<0,01 e #P<0,05 quando comparado com o LPS).  
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CAPÍTULO 5: DISCUSSÃO E 

CONCLUSÕES 

A proteína KL é uma hormona anti-envelhecimento descrita mais extensivamente em estudos 

utilizando modelos animais que apresentam alterações na longevidade (aumentada ou 

diminuída), dependendo do grau de expressão desta proteína. Desde a descoberta do gene 

Klotho em 1997 (Kuro-o et al., 1997), tem surgido cada vez mais o interesse em compreender 

as múltiplas funções desta proteína e o seu papel na proteção contra o desenvolvimento de 

doenças neurodegenerativas relacionadas com a idade, inclusive a DP. Algumas das funções 

conhecidas como, o controlo do stress oxidativo, o papel anti-inflamatório, a participação na 

homeostase do fosfato e na sinalização da insulina (Ji-Hee Kim, et al, 2015) poderão 

consideravelmente ser importantes na elucidação da função básica da KL-s no cérebro, e 

principalmente, segundo o contexto deste trabalho, no seu possível papel no sistema 

dopaminérgico. 

Recentemente, surgiram algumas evidências importantes que desencadearam este interesse 

acrescido em investigar o papel da KL no contexto da DP. O seu efeito neuroprotetor foi 

demonstrado no contexto de uma outra doença neurodegenerativa, a doença de Alzheimer, 

tendo-se observado que a KL protege os neurónios do hipocampo da excitotoxicidade induzida 

pelo glutamato através da regulação do sistema redox (Zeldich et al, 2014). Um estudo 

publicado em 2011 mostrou que ratinhos envelhecidos e mutantes para o gene da KL 

apresentavam, especificamente, uma diminuição no número de ND na SN e nos níveis de DA no 

estriado (Kosakai et al. 2011). Mais recentemente, ensaios com murganhos transgénicos 

mostraram que a sobre-expressão desta proteína protege significativamente os ND contra os 

danos oxidativos induzidos pelo MPTP, em parte através da modulação os níveis de ativação da 

p38 MAPK, uma via importante na regulação do stress oxidativo (Brobey et al. 2015). 

 

5.1. Efeito da administração da Klotho na viabilidade dos 

neurónios dopaminérgicos expostos a uma toxina. 

Com a realização deste trabalho, pretendeu-se primeiramente avaliar o efeito da proteína 

recombinante KL (correspondendo à KL-s) na viabilidade dos ND expostos a uma toxina 

dopaminérgica. Para tal, culturas primárias de neurónios-glia do MV foram tratadas com KL e 

expostas ao MPP+. Os resultados obtidos mostraram que a KL, quando aplicada exogenamente 

e previamente à lesão, previne a morte dos ND induzida pelo MPP+. No entanto, esta proteção 

só se verifica quando a proteína é aplicada até 4 h antes da indução da lesão e apenas para a 
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concentração de 0,2 µg/mL. Concentrações inferiores não foram eficazes na proteção dos ND 

da citotoxicidade induzida pelo MPP+ e concentrações superiores, apesar de se verificar uma 

tendência para a neuroprotecção, tal efeito não foi estatisticamente significativo. 

Curiosamente, o co-tratamento destas culturas com KL mostrou-se ineficaz na proteção destes 

neurónios. Da mesma forma, quando adicionada após a indução da lesão dopaminérgica, a KL 

foi incapaz de recuperar os ND lesados pelo MPP+. A ausência de efeito da KL quando co-

administrada com o agente tóxico foi também reportada em neurónios do hipocampo (Zeldich 

et al, 2014), tendo-se verificado um efeito protetor quando administrada previamente à lesão 

(1, 4 e 6 h, sendo o efeito neuroprotetor superior aos dois últimos tempos). Não foram 

reportados tempos de pré-incubação com KL superiores a 6 h, pelo que não é possível 

determinar se a perda de efeito neuroprotetor também se verifica nos neurónios do hipocampo. 

No nosso estudo, tempos de pré-incubação com KL iguais ou superiores a 8 h foram incapazes 

de proteger os ND. Poderia levantar-se a hipótese de que a KL recombinante poderia não ser 

suficientemente estável em cultura durante períodos tempo prolongados. No entanto, tal não 

parece ser provável uma vez que um tempo de pré-incubação de 24 h foi eficaz na redução da 

reatividade microglial. No seu conjunto, os nossos dados sugerem que a KL é neuroprotetora 

para os ND mas para uma gama estreita de concentrações e uma janela de tempo de atuação 

curta. Como foi referido anteriormente na secção 1, o MPP+ tem a capacidade de ser tóxico e 

causar a degeneração seletiva dos ND, essencialmente através da depleção de ATP e produção 

de ERO (Chong et al. 2015). Os mecanismos de proteção destes neurónios desencadeados pela 

KL, assim como os recetores envolvidos, não são ainda conhecidos mas sabe-se que vias de 

sinalização envolvidas na regulação do stress oxidativo estarão provavelmente envolvidas 

(Brobey et al, 2015; Zeldich et al, 2014) e sem dúvida que merecem uma investigação mais 

aprofundada neste modelo celular da DP. A ausência de efeito protetor da KL na linha celular 

N27 não foi explorada, mas provavelmente dever-se-á à ausência dos recetores (ou outros alvos 

celulares da KL como transportadores e canais iónicos) que medeiam o seu efeito nestas células 

e/ou à incapacidade de ativar as vias de sinalização referidas anteriormente. Apesar das 

semelhanças entre estes dois modelos celulares (expressão de TH, DAT e enzimas envolvidas 

na síntese e metabolismo da DA) (Clarkson et al, 1998), diferenças existentes entre uma linha 

celular e uma cultura primária podem justificar os resultados observados. Tais diferenças são 

desde logo evidentes na concentração de MPP+ necessária para induzir uma extensão de lesão 

dopaminérgica semelhante nas culturas primárias (10 µM) e na linha celular N27 (500 µM). 

Provavelmente, concentrações muito superiores de KL teriam que ser utilizadas para se 

observar um efeito protetor desta proteína nas células N27. 

Os efeitos neuroprotetores da KL foram observados em culturas primárias contendo neurónios 

e células da glia (maioritariamente astrócitos) do mesencéfalo ventral. Torna-se, portanto, 

pertinente avaliar qual a contribuição dos astrócitos na neuroprotecção mediada pela KL. Os 

astrócitos desempenham um papel essencial no SNC. Estas células exercem um papel 

importante na defesa antioxidante, pois possuem a capacidade de reduzir o stress oxidativo 
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através da síntese de glutationa, redução da produção de ERO pela microglia e indução da 

enzima antioxidante hemoxigenase 1 microglial (Min et al., 2006). Além disso, em condições 

patológicas também expressam níveis elevados de fatores neurotróficos (Appel et al., 1997) e 

libertam citocinas anti-inflamatórias (Sofroniew, M. V. (2005). Neste estudo, e para avaliar a 

contribuição dos astrócitos na neuroproteção mediada pela KL, foram utilizadas culturas 

primárias enriquecidas em neurónios do MV, contendo uma muito baixa percentagem de 

astrócitos (cerca de 2,5%). Avaliando mais uma vez a sobrevivência dos ND na presença de KL 

e MPP+, observou-se que a proteção mediada pela KL nas co-culturas neurónios-glia é 

dependente da presença de astrócitos. Até ao momento, não existem evidências que suportem 

uma ação da proteína KL nos astrócitos, e por esse motivo o mecanismo inerente a esta função 

neuroprotetora é desconhecido. No entanto, os nossos resultados sugerem que a ação 

neuroprotetora da KL nos ND poderá ser indireta e mediada pelos astrócitos. Curiosamente, 

verificou-se também que, quando número de astrócitos na cultura é significativamente 

reduzido, a administração exógena da proteína KL sozinha pode, dependendo da concentração 

administrada, ser ela própria tóxica para os ND. A concentração de 0,2 µg/mL mostrou ser 

neuroprotetora e não tóxica para os ND quando aplicada nas culturas mistas, e neurotóxica e 

incapaz de proteger os ND nas culturas enriquecidas em neurónios. Uma concentração de KL 

inferior e não tóxica para os ND (0,1 µg/mL) mostrou, ainda assim, ser ineficaz na proteção dos 

ND nas culturas enriquecidas em neurónios. Em conjunto, estes resultados sugerem que os 

astrócitos são importantes mediadores da ação neuroprotetora da proteína KL nos ND do 

mesencéfalo ventral, sendo necessários mais estudos no sentido de esclarecer os mecanismos 

envolvidos. 

 

5.2. Efeito da administração da Klotho na modulação da 

reatividade da microglia. 

Tem sido demonstrado que a KL apresenta propriedades anti-inflamatórias (Kim et al., 2015; 

Thurston et al., 2010) no entanto a nível cerebral não existem ainda evidências desta ação anti-

inflamatória. Uma vez que a ativação permanente e excessiva das células microgliais tem sido 

apontada como uma das possíveis causas da neurodegeneração (Amor et al., 2010), seria 

benéfico caso se verificasse algum efeito desta proteína na diminuição de parâmetros de 

reatividade microglial, nomeadamente na produção de NO. Sabe-se que quando a microglia é 

ativada em resposta ao LPS há um aumento na produção de várias citocinas pró-inflamatórias, 

na produção de ERO e uma regulação positiva da iNOS com consequente aumento da libertação 

de NO (Hurley and Tizabi, 2013; Liu and Bing, 2011; Lull and Block, 2010). 

No presente estudo, optou-se então por averiguar se a administração da KL seria capaz de 

modular a reatividade da microglia, através da incubação de culturas primárias de microglia do 

MV com a proteína e a estimulação das mesmas com LPS. Quando as células foram pré-incubadas 
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com 0,4µg/mL de KL houve uma inibição da produção de NO pela microglia estimulada com 

LPS. Para além disso, este efeito inibitório na libertação de NO é mais evidente para o tempo 

de pré-incubação de 24 horas. 

Assim sendo, os resultados obtidos neste estudo, vão de alguma forma ao encontro do efeito 

anti-inflamatório que a proteína KL parece assumir noutros órgãos (Yi Zeng. Et al., 2015). 

Futuramente, será necessário avaliar outros parâmetros de reatividade microglial para se 

confirmar este efeito da KL e, se confirmado, investigar se é relevante para a neuroprotecção 

dos ND. 

Estudos em modelos animais da DP serão também importantes para determinar se, de facto, a 

KL continua a exercer um efeito neuroprotetor nos ND e um efeito anti-inflamatório na 

microglia in vivo, podendo ou não ser utilizada em estratégias terapêuticas que visem o retardar 

da progressão desta doença. 
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CAPÍTULO 6: PERSPETIVAS FUTURAS 

 

Com este trabalho comprovámos que a administração exógena da proteína KL protege os ND da 

toxicidade induzida pelo MPP+, através de um mecanismo que parece ser dependente da 

presença de astrócitos. Para exercer esse efeito neruoprotetor, a KL tem que ser administrada 

até 4 horas antes da indução da lesão. Adicionalmente, também verificámos que esta proteína 

consegue prevenir a libertação de NO induzida pelo LPS na microglia do MV.  

Nas próximas tarefas, relativamente à proteção dopaminérgica seria interessante analisar 

marcadores de stresse oxidativo, tanto na presença como na ausência de KL, em condições 

controlo e oxidantes. Visto que a KL parece proteger os ND apenas na presença de astrócitos, 

seria interessante também averiguar e perceber de que forma isto acontece. Propomos por 

exemplo expor apenas os neurónios ao meio condicionado de culturas mistas e verificar se os 

astrócitos participam nessa proteção por intermédio de mediadores solúveis libertados para o 

espaço extracelular.  

Não está também bem esclarecido se a KL que é adicionada aos meios de cultura exerce o seu 

efeito por ligação a recetores membranares ou se tem a capacidade de ser internalizada e assim 

ativar intracelularmente mecanismos protetores. Usando como ferramenta anticorpos 

específicos para a KL, seria possível determinar o seu local de ação na célula (extracelular, ao 

nível da membrana, ou intracelular).  

Visto que a capacidade neuroprotetora da KL foi comprovada, seria importante dar 

continuidade a este estudo, de modo a completar e confirmar estes resultados com recurso a 

uma abordagem diferente e tentar perceber de que forma a proteína efetua essa proteção, 

nomeadamente verificar se esta promove a expressão de proteínas antiapoptóticas ou 

antioxidantes, e se realmente consegue modular a reatividade microglial por avaliação de 

outros parâmetros de reatividade microglial. 

Por último, sugerimos posteriormente a avaliação do efeito da KL num modelo in vivo da DP, 

quer ao nível da neuroprotecção, quer ao nível do controlo da inflamação. 
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