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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) atinge cerca de 1,6% da populacdo mundial acima dos 65
anos, sendo a segunda doenca neurodegenerativa mais comum em idosos. A DP é
caracterizada pela perda progressiva dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra,
levando a uma grave reducdo dos niveis de dopamina, resultando em diversos sintomas
motores (tremor de repouso, bradicinesia, instabilidade, anormalidades posturais e acinesia) e
sintomas ndo motores (hiposmia, depressdo, deméncia, ansiedade e constipacao). A rotenona é
um pesticida que mimetiza sintomas da DP, representando um modelo de critério de
constructo. O objetivo do presente estudo € estabelecer uma linha temporal do surgimento das
alteracbes motoras e ndo motoras e mecanismos envolvidos no modelo de parkinsonismo
experimental induzido pela rotenona em ratos. Ratos Wistar (220-250g) foram divididos em
dois grupos: ROT (receberam rotenona 2,75mg/kg, i.p. durante 21 dias) e CTL (receberam o
veiculo DMSO + 6leo de girassol, i.p. durante 21 dias). Os resultados mostraram que a
rotenona foi capaz de induzir déficits motores na exploracao horizontal e vertical e velocidade
média dos animais no teste do campo aberto apos 14 e 21 dias de administracao (p< 0,05), na
estabilidade postural no teste do comportamento de rearing e na coordena¢do motora no teste
do rotarod apo6s 14 e 21 dias (p< 0,05). O déficit observado no rotarod foi responsivo a
apomorfina, que melhorou o desempenho dos animais. A rotenona também induziu déficits
ndo motores, como prejuizo olfatério no teste do pellet enterrado apds 7 e 21 dias, e no teste
da discriminacdo olfatéria ap6s 21 dias, comportamento tipo-depressivo no teste de
preferéncia por sacarose apos 14 e 21 dias, bem como prejuizo na memdria de trabalho no
teste do labirinto em Y e memoria aversiva no teste da esquiva passiva ap6s 21 dias de
administracdo (p< 0,05). A rotenona também retardou significativamente o esvaziamento
gastrico de liquidos e induziu a perda de neur6nios dopaminérgicos no estriado e substancia
negra, diminuicdo do conteudo de dopamina e DOPAC, microgliose e astrogliose no estriado,
além de causar estresse oxidativo no bulbo olfatério e mesencéfalo (p<0,05). Concluimos que
a rotenona causa neurodegeneracdo e alteragdes motoras e ndo motoras por mecanismos que
envolvem neuroinflamacdo e estresse oxidativo numa linha temporal que pode ser similar a
clinica da doenga, sendo assim um bom modelo de parkinsonismo que pode ser utilizado na
busca novas de novas substancias neuroprotetoras bem como na compreensdo da patogénese

dessa doenga.
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Neuroinflamacao. AlteracGes Gastrointestinais. Hiposmia.



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) affects about 1.6% of the world's population over 65 years old, being
the second most common neurodegenerative disease in the elderly. PD is characterized by the
progressive loss of dopaminergic neurons of the substantia nigra, leading to a severe reduction
of dopamine levels, resulting in several motor symptoms (resting tremor, bradykinesia,
instability, postural abnormalities and akinesia) and non-motor symptoms (anosmia,
depression, dementia, anxiety and constipation). Rotenone is a pesticide that mimics PD
symptoms, representing a model of construct criteria. The aim of the present study was to
establish a timeline and mechanisms involved in motor and non-motor changes in the
experimental model of parkinsonism induced by rotenone in rats. Wistar rats (220-250g) were
divided into two groups: ROT (receiving rotenone 2.75mg /kg, i.p. for 21 days) and CTL
(receiving the DMSO vehicle + sunflower oil i.p for 21 days). The results showed that
rotenone was able to induce motor deficits significantly (p< 0.05) after 14 and 21 days of
administration in the horizontal and vertical exploration and mean velocity of the animals in
the open field test, as well as in the postural stability in the rearing behavior test, also
observed decrease in motor coordination in the rotarod test. The deficit observed after 21
days in rotarod was responsive to apomorphine, which improved the performance of the
animals. Rotenone also induced non-motor deficits such as olfactory impairment in the pellet
test buried after 7 and 21, as well as in the olfactory discrimination test after 21, type-
depressive behavior in the sucrose preference test after 14 and 21 days, as well as in working
memory in the Y-maze test and aversive memory in the passive avoidance test after the 21st
day. Rotenone also significantly delayed gastric emptying of liquids (p< 0.05) and induced the
loss of dopaminergic neurons in the striatum and substantia nigra, decreased content of
dopamine and DOPAC, microgliosis and astrogliosis in the striatum, in addition to causing
oxidative stress in the olfactory bulb and midbrain. We conclude that rotenone causes
neurodegeneration and motor and non-motor alterations by mechanisms that involve
inflammation and oxidative stress in a timeline that can be similar to the disease clinic, thus
being a good model of parkinsonism that can be used in the search for new neuroprotective

substances as well as in understanding of the pathogenesis of this disease.

Key words: Parkinson's disease. Rotenone. Motor Deficit. Neurodegeneration.

Neuroinflammation. Gastrointestinal abnormalities. Hyposmia.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Doenga de Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez pelo médico inglés James
Parkinson em 1817 no ensaio intitulado “An Essay on the Shaking Palsy” (BERRIOS, 2016)
onde ele a distinguiu dos demais tremores e a definiu como um “movimento involuntario
trémulo, com forca muscular diminuida; com uma propensdo de curvatura do tronco para
frente” (JOST; REICHMANN, 2017). Contudo, os sinais e sintomas motores da DP como
conhecemos hoje s6 foram descritos em 1880 pelo médico francés Jean-Martin Charcot, que
0s descreveu como sendo tremor em repouso, rigidez muscular, postura rigida e arqueada (LEES,
2018). Atualmente a DP ¢ definida como uma desordem neurodegenerativa cronica
caracterizada pela perda progressiva dos neurénios dopaminérgicos da substancia negra,
resultando em diversos sintomas motores e ndo motores (ELBAZ et al., 2015; VENDEROVA;
PARK, 2012).

1.1.1 Epidemiologia

A DP é o segundo transtorno neuroldgico degenerativo, relacionado a idade, mais
comum em humanos, atrds apenas da Doenca de Alzheimer (ELBAZ et al., 2015; TYSNES;
STORSTEIN, 2017). Segundo a Parkinson’s Foudantion (2017), mais de 10 milhGes de
pessoas no mundo tém a Doenca de Parkinson. As doencas crbnicas neurodegenerativas
afetam principalmente pessoas idosas, cerca de 1,6% da populacdo mundial acima de 65 anos
(FRITSCH et al., 2012), com idade média de aparecimento dos sintomas entre 62 e 70 anos e
pico de incidéncia entre os 70 e 79 anos (MUANGPAISAN et al., 2011) e com o0 aumento da
expectativa de vida observa-se um aumento crescente dessas patologias (DORSEY et al.,
2007).

Né&o existem dados atualizados da epidemiologia da DP no Brasil, no entanto, segundo
a Associagdo Brasil Parkinson, ela ja ultrapassa 200 mil casos no nosso pais (BRASIL, 2006)
e atinge 3,3% da populacdo acima de 64 anos (SANTOS, 2015). O Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), nos dados do ultimo CENSO, aponta cerca de 220 mil casos
de Parkinson j& diagnosticados, com 36 mil novos casos surgindo a cada ano, atingindo

principalmente homens com mais de 50 anos (IBGE, 2016). Estima-se ainda que o nimero
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de pessoas acometidas com a DP no pais dobre em 2030 (DORSEY et al., 2007). Em um
estudo mais recente de Bovolenta et al. (2016), que considerou a populacgéo brasileira acima
de 60 anos e o percentual de prevaléncia destes como sendo portadores da DP, indicado em
pesquisas no pais, infere que o Brasil possui mais de 630 mil pessoas portadoras da DP .

A DP é uma das doencas neuroldgicas mais economicamente dispendiosas da velhice
(GUMBER, 2019; SPOTTKE et al., 2005) e representa um grande impacto econdmico aos
cofres publicos. Nos Estados Unidos, o custo anual da DP é estimado em 10,8 bilhes de
délares (CHEN, 2010; WEIR et al., 2018), e na Europa Oriental, os custos anuais séo
estimados em 0,2 bilhGes de euros (WINTER et al., 2010). No Brasil ndo existem dados
atuais dos impactos totais da DP aos cofres publicos, contudo apenas a implementagdo do
novo Protocolo de Tratamento da Doenca de Parkinson junto ao Sistema Unico de Saude
(SUS) contabilizaram um investimento de R$ 17,91 milhdes (MINISTERIO DA SAUDE,
2017).

1.1.2 Fisiopatologia

A DP é caracterizada pela perda progressiva e irreversivel dos neurénios
dopaminérgicos mielinizados da regido pars compacta da substancia negra (SNpc), localizada
no mesencéfalo, levando a uma grande reducéo nos niveis de dopamina estriatais (Figura 1)
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; GERLACH; RIEDERER, 1996; LEVY; MALAGELADA;
GREENE, 2009; MEREDITH et al., 2008; WIRDEFELDT et al., 2011). Observa-se ainda a
presenca de inclusdes citoplasmaticas eosinofilicas de proteinas ndo soliveis, como a a-
sinucleina e ubiquitina, chamados corpusculos de Lewy (Figura 1C), principalmente no locus
coeruleus, ganglios basais, hipotdlamo, cértex cerebral, nicleos motores dos nervos cranianos
e em componentes centrais e periféricos do sistema nervoso autbnomo (BABA et al., 1998;
EMBORG et al, 2004; PAL et al, 2011; WIRDEFELDT et al., 2011).

Os sintomas motores da DP manifestam-se apds a perda de cerca de 70 a 80 % dos
neurdnios dopaminérgicos da SNpc (GREENAMYRE et al., 2011; LEWIS et al., 2011). A
DP envolve ainda uma disfuncdo em mdaltiplos sistemas monoaminergicos, como o0
dopaminérgico, colinérgico, serotoninérgico e noradrenérgico (TEIVE, 2005).

A etiologia da DP ainda é desconhecida, idiopatica, porém multiplos fatores parecem
contribuir pra doenca, numa complexa associacdo entre fatores genéticos, ambientais e
envelhecimento (ROSS; SMITH, 2007). Aproximadamente 10-15% dos pacientes com DP
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possuem historico familiar desta patologia em parentes de primeiro grau (ELBAZ et al., 2015).
Os fatores ambientas estdo relacionados principalmente a exposi¢do a pesticidas. Estudos
mostram uma grande prevaléncia da DP em trabalhadores rurais e a relagéo estreita entre a
exposicdo a esses produtos e aumento do risco de desenvolver DP (WIRDEFELDT et al.,
2011).

Acredita-se que a fisiopatologia da DP envolva ainda diversos eventos moleculares e
celulares que incluem estresse oxidativo, acimulo de proteinas alteradas, excitotoxicidade,
processo inflamatorio, mecanismos pré-apoptoticos e disfuncdo mitocondrial (NUSSBAUM
et al, 2003; PEREIRA et al, 2010; WIRDEFELDT et al., 2011). Mais recentemente também
se tem postulado que a DP é uma desordem causada por agregados proteicos semelhante a
prions, devido ao comportamento semelhante a prions dos agregados proteicos de a-
sinucleina (LEMA TOME et al., 2013; OLANOW; BRUNDIN, 2013). Contudo, as causas da

morte neuronal que ocorre na DP ainda ndo estdo completamente elucidadas.

Figura 1. Principais achados fisiopatolégicos da Doenga de Parkinson.

B. Doenga de
A Nofmal Parkinson

Caudado

Putamen

a-sinucleina ubiquitina -

A e B- Neurodegeneragdo da via Nigroestriatal na DP. C- Presenca de corpusculos de Lewy intracitoplasmaticos.
Fonte: adaptado de Dauer; Przedborski, 2003.

1.1.3 Sintomas motores e nao motores

A DP envolve sintomas motores progressivos, como tremor de repouso, acinesia,
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rigidez muscular, instabilidade, anormalidades posturais e acinesia (LYONS; PAHWA, 2011,
OBESO et al., 2017). A rigidez, acinesia e bradicinesia estdo associadas a disfungdo nigro-
estriatal e a consequente perda de dopamina, sendo inicialmente afetados os musculos
préximos ao pescoco, seguidos dos musculos da face, membros superiores e inferiores
(BAGLIO et al., 2011; SOUZA et al., 2011). As anormalidades posturais e de equilibrio se
devem principalmente a perda dos reflexos posturais. A postura é acometida principalmente
em situacOes em que os pacientes ndo dedicam atencdo plena na manutengdo postural
(SCHRAG et al., 2015), o que se reflete também na marcha, que passam a ter passos mais
curtos e arrastados, com anteriorizacdo da cabeca, flexdo dos joelhos e auséncia da
participacdo do movimento dos bragos (LYONS et al, 2011).

A DP apresenta diversos sintomas ndo motores, que podem ser explicados pelo
comprometimento de outros sistemas monoaminergicos como  serotonérgicos e
noradrenérgicos (SOUZA et al., 2011). De fato, hoje sabe-se que o curso clinico inicia-se com
sintomas pré-motores, com o0 surgimento de sintomas como constipacdo, hiposmia
(diminuicdo da capacidade olfativa), desordens no sono REM (Rapid Eye Movement),
ansiedade, depressdo, fadiga, hipotensao, disfuncdo sexual, que aparecem cerca de 5 a 10 anos
antes dos sintomas motores (SCHRAG et al., 2015). No decorrer da doenca sdo observados
ainda diversos outros sintomas como problemas cardiovasculares, problemas de atencdo e
memoria, deméncia, disturbios de humor e sialorreia (GUO et al., 2013; OBESO et al., 2017;
POSTUMA,; BERG, 2019; WOLTERS, 2009), que pioram com a progressdo da doenca e
podem ser mais incapacitantes que os préprios sintomas motores (CHAUDHURI; HEALY;
SCHAPIRA, 2006).

Recentemente, o interesse nos sintomas pré-motores tem crescido, uma vez que, COmo
ja citado, o surgimento dos sintomas motores, que sdo 0 marco atual para o diagnostico da
doenca, ocorre quando j& ha cerca de 70-80% de perda de neurénios dopaminérgicos. Assim,
0 estudo dos achados pré-motores pode nao apenas auxiliar no delineamento fisiopatologico
da progresséo inicial da DP, mas também na identificacdo de pessoas em risco eminente do
desenvolvimento da doenga, pois quanto mais cedo iniciado o tratamento, melhor a
responsividade. Além disso, essas pessoas poderdo ser elegiveis para ensaios clinicos de
estratégias neuroprotetoras, que se mostraram promissoras em ensaios pré-clinicos
(CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006; CHEN, 2010; GUO et al., 2013).

A hiposmia e anosmia sdo comumente os primeiros sinais clinicos da DP a surgir,
cerca de 20 anos antes do diagnostico, possui alta prevaléncia, acometendo 90% de pacientes

com Parkinson e tem crescentemente sido usada como um biomarcador clinico da doenca



18

(DALL’ANTONIA; SONKA; DUSEK, 2018; FERESHTEHNEJAD et al., 2019).

Sintomas gastrointestinais com constipagdo sao os sintomas ndo motores mais comuns
da doenca de Parkinson, atingindo cerca de 60% dos pacientes e aparecendo cerca de 5 a 10
anos antes do diagnostico (KLINGELHOEFER; REICHMANN, 2017; LECLAIR-
VISONNEAU et al., 2020). Esses sintomas possuem grande papel no curso da doenca,

parecendo estar envolvida na sua fisiopatologia (SANTOS et al., 2019).

1.1.4 Tratamentos para DP

Atualmente, s6 existem medicamentos para atenuar os sintomas motores, mas esses
ndo impedem a progressdo da doenca, permanecendo a continua perda neuronal. Esses
medicamentos atuam aumentando os niveis de dopamina no cérebro ou mimetizando seus
efeitos, como a Levodopa , precursor da dopamina, que aumenta os niveis desta, sendo
geralmente associada a inibidores da dopa descarboxilase de agdo periférica (ex. carbidopa,
benserazida), ou drogas que previnem a degradacdo enddgena da dopamina (inibidores da
MAO-B, ex. selegilina, rasagilina). Outros farmacos prescritos séo inibidores de catecol-O-
metil transferase (COMT, ex. tolcapone, entacapone) e agonistas dopaminérgicos
(ex.bromocriptina, piribedil), moduladores do glutamato (ex. amantadina) e antagonistas
colinérgicos (ex.benztropina, tri-hexifenidilo, biperideno) (FERRAZ, 1999; LYONS et al,
2011).

O tratamento baseado em reposicdo de dopamina pode acarretar efeitos adversos,
desde flutuaces clinicas até discinesia. De fato, a levodopa induz flutuagbes clinicas, seja
pelo encurtamento ou pela inconsisténcia do efeito da mesma, em cerca de 80% dos pacientes
apos 5 anos de tratamento, e 40% apresentam um quadro de discinesia apds 0 mesmo periodo
de tratamento, que se caracteriza por picos de movimentos involuntarios, sendo muitas vezes
mais incapacitantes que a propria DP (CLARKE et al., 2005; KATZENSCHLAGER; LEES,
2002; STOCCHI; TAGLIATI; OLANOW, 2008).

As intervencgdes cirurgicas sdo ainda uma opg¢éo para casos avangados da DP e para o
tratamento de alguns casos resistentes ao tratamento farmacolégico (FARGEL et al., 2007). A
Estimulacdo Cerebral Profunda (Deep Brain Stimulation, DBS) consiste na implantacdo de
uma espécie de marca-passo cerebral que gera impulsos elétricos de alta frequéncia e &,
atualmente, a intervencdo cirurgica de primeira escolha pelo fato de ser potencialmente mais

segura que as outras opcdes (BENABID et al., 2009). Contudo as intervencdes cirurgicas sao
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utilizadas em casos especificos, devido ao alto custo e a limitacdo de sua eficacia a longo
prazo.

Vale ressaltar que o tratamento da DP deve ser multiprofissional, realizado por
médicos, fisioterapeutas, psicologos, fonoaudidlogos e nutricionistas, e individualizado a
terapéutica de acordo com as caracteristicas clinicas do paciente, como idade, progressao da
doenga, comorbidades, estilo de vida, entre outras (CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA,
2006; FARGEL et al., 2007).

O uso de agentes neuroprotetores € outra opcdo de crescente interesse, que tém
mostrado bons resultados em estudos pre-clinicos. A maioria desses possuem fortes
propriedades antioxidantes (ex. vitamina E, &cido Urico) e/ou anti-inflamatorias (ex. anti-
inflamatorios ndo esteroidais-AINES, minociclina, estatinas) ou sdo agentes anti-apoptaticos,
gue vém se mostrando capazes de barrar a neurodegeneracdo dopaminérgica (TAVARES,

2015). Contudo, esses agentes ainda requerem testes clinicos.

1.1.5 Modelos animais da DP

Os modelos animais sdo excelentes ferramentas para o entendimento de doencas. E
podem ser classificados em trés grupos de acordo com critérios farmacoldgicos, comportamentais
e bioquimicos. A validade preditiva é o nivel mais baixo de validade e representa os modelos com
isomorfismo farmacoldgico, contudo a geracdo de sinais e sintomas ndo é totalmente relacionado
a doenca. A validade de face assegura similaridade entre 0 modelo e doenca em relagdo a sintomas,
porém ndo em relagdo aos mecanismos fisiopatolégicos. Ja a validade de constructo é o maior
critério de validade em modelos animais e engloba os modelos que cumprem os critérios de face e
preditivo e compartilha os mesmos mecanismos fisiopatolégicos da doenca (DRECHSEL ; PATEL,
2008; ELLENBROEK; COOLS, 1988).

Para o estudo da DP, foram desenvolvidos modelos animais utilizando animas
geneticamente modificados, com delec¢des, mutiplicacfes e outras alteracdes de genes ligados
a proteinas envolvidas na fisiopatologia da DP, como a a- sinucleina , e os que utilizam
toxinas que lesam e destroem seletivamente os sistemas catecolaminérgicos. Os modelos
desenvolvidos com toxinas mais utilizados nas ultimas décadas, incluem a 6-hidroxidopamina
(6-OHDA), 1- metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroperdidina (MPTP), paraquat e rotenona, sendo
os dois primeiros 0s mais bem caracterizados. As caracteristicas dos principais modelos de
Parkinsonismo utilizando toxinas estdo resumidos na Tabela 1 (ALAM; SCHMIDT, 2002;
GREENAMYRE et al., 2011; MEREDITH et al, 2008).
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A 6-OHDA ¢é um anélogo da dopamina e foi o primeiro modelo de DP empregado, ela
ndo cruza a barreira-hematoencefalica portanto é utilizada através de injecdes intracerebrais
(GRANDI, 2018). Uma vez no cérebro, a 6-OHDA é transportada pelo transportador de
dopamina (DAT) para o interior dos neurdnios dopaminérgicos onde inibe o complexo | e IV
da cadeia transportadora de elétrons nas mitocondrias causando estresse oxidativo,
excitotoxicidade glutamatérgica e inflamagdo, levando a morte seletiva dos neurdnios
dopaminérgicos (TITOVA et al., 2017; BLESA, 2018; ZENG; GENG; JIA, 2018). A6-OHDA
produz um modelo com uma leséo robusta e de alta reprodutibilidade, levando ao surgimentos
de déficits motores, olfatorios, gastrointestinais e na memdria ndo progressivos, contudo essa
toxina ndo reproduz os todos 0s mecanismos fisiopatoldgicos da DP, parecendo ndo afetar
outras regibes cerebrais além do estriado e SN, ndo induz a producéo de agregados proteicos e
ndo interage com a a-sinucleina (REZAEE et al., 2019; SALARI; BAGHERI, 2019).

O MPTP é uma toxina que atravessa a barreira-hematoencefélica, podendo ser
administrado por vias periféricas, uma vez no cérebro é metabolizado a neurotoxina MPP*
pelos astrdcitos e transportada ao interior de neurdnios dopaminérgicos pelo DAT onde inibe
o complexo | da cadeia transportadora de elétrons causando déficit energético, estresse
oxidativo, excitotoxicidade glutamatérgica e inflamacdo (GRANDI, 2018; BLESA, 2018;
ZENG; GENG,; JIA, 2018). O MTPT produz um modelo com degeneracdo seletiva dos
neurbnios dopaminérgicos em camundongos, ndo apresentando 0 mesmo sucesso quando
injetado em ratos, levando a déficits motores ndo progressivos, déficits gastrointestinais e na
memoria. O MTPT também nao interage com a a-sinucleina (SALARI, 2019; ZHANG et al.,
2017).

1.3 A rotenona e 0 modelo de parkinsonismo

A rotenona (Figura 2) € membro dos rotenoides, pertencentes a familia dos
isoflavonoides, obtida de plantas leguminosas das espécies Derris elliptica, Lonchocarpus
nicou, e Tephrosia vogelii. E comumente usada como pesticida em plantag®es, por possuir
pouca fitotoxicidade, bem como veneno para peixes e em varias preparaces contra piolhos
para uso em humanos e outros animais (VILLAR, 1991; NEHRU et al, 2013). A rotenona é
largamente utilizada em alguns paises, devido caracteristicas como: rapida decomposicdo ao
contato com luz e ao ar e ndo deixar residuos e/ou metabolitos toxicos (GABLEHOUSE,
2005; MCCLAY, 2005; ROBERTSON; SMITH-VANIZ, 2008; TEXEIRA, 1996).
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O modelo de DP induzido por rotenona foi proposto por Alam e Schmidt (2002). A
rotenona atravessa facilmente a barreira hematoencefélica devido a sua alta lipossolubilidade
e se acumula em organelas intracelulares, como as mitocondrias, onde age como um potente
inibidor do complexo | da cadeia respiratdria mitocondrial, por inibir a enzima nicotinamida
adenina dinucleotideo desidrogenase (NADH), levando a morte neuronal (CANNON et al.,
2009; GIASSON; LEE, 2016; GREENAMYRE et al., 2011; JOHNSON; BOBROVSKAYA,
2015; MEREDITH et al, 2008; ZHANG et al., 2017).



Tabela 1. Caracteristicas dos principais modelos animais de parkinsonismo utilizando toxinas.
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TEMPO DE
TOXINA MAIOR PERDA | PERDA DE DA VANTAGENS DESVANTAGENS AUTORES
NEURONAL ESTRIATAL
- Alta morte neuronal; -Nao Progressiva; SALARI (2019)
6-OHDA 42h Dose-dependente | -Pode mimetizar estagios -N&o apresenta inclusoes;
Intranigral terminais e iniciais da DP. | -N&o mostra patologia
extranigral
6-OHDA Perda de TH no -Né&o apresenta inclusoes; SALARI (2019)
Intraestriatal 16 semanas local da injecéo. -Progressiva. - Nao mostra patologia
extranigral
Perda de DA do -Inibe o complexo I; -N4o progressiva; ZHANG (2017)
MPTP agudo 24h estriado dorsal. -Baixa de TH no estriado. | -N&o apresenta inclusées.
MPTP Baixa de DA do -Inibe 0 complexo | -Répida morte neuronal. ZHANG (2017)
crénica 3 semanas estriado dorsal. -Inclusdes de a-sinucleina. | -As  inclusbes ndo  sdo
- Patologia extranigral. semelhantes a corpusculos de
Lewy.
-Resultados inconsistentes de BLESSA (2018)
perda de DA,
Paraquat -N&o apresenta inclusoes;
7 dias Pouca alteracdo. -Baixa de DA -Néo mostra patologia
extranigral
Perda de TH no | -Inibi¢&o do complexo I; -Grande variacdo entre 0s GREENAMYRE (2011)
36 dias ou + estriado, dose | -Perda  progressiva  de | animais; TITOVA (2017)
dependente. células dopaminérgicas; -Variag&o na resposta motora.
Rotenona -InclusGes de alfa
sinucleina;

-Va i.p mostra patologia
extranigral.

Fonte: adaptado de MEREDITH et al, 2008.
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Figura 2 — Estrutura quimica da rotenona.

H3C

Fonte: (ALMEIDA, 2010)

A inibicdo do complexo | da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial
ocasionada pela exposicdo a esse pesticida induz uma cascata de eventos relacionada a
estresse oxidativo e inflamacgdo. Esse déficit mitocondrial acarreta morte celular por crise
bioenergética, prejudicando o armazenamento da dopamina em vesiculas, por isso na
exposi¢do cronica & rotenona observa-se incialmente um aumento dos niveis de DA, de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e oOxido nitrico, formando um quadro de estresse
oxidativo e peroxidacdo lipidica, gerando danos no DNA (DUTY; JENNER, 2011;
GREENAMYRE et al., 2011; JOHNSON; BOBROVSKAYA, 2015; LEVY;
MALAGELADA; GREENE, 2009; WU; JOHNSON, 2007). A incapacidade da producéo de
ATP também acarreta a entrada excessiva de calcio na célula, reacdo microglial e ativacdo de
astrocitos (BABA et al., 1998; BERNDT; HOLZHUTTER; BULIK, 2013; JOHNSON;
BOBROVSKAYA, 2015; VENDEROVA; PARK, 2012).

A rotenona também parece elevar os niveis de glutamato deixando 0s neurdnios
dopaminérgicos mais vulneraveis a excitotoxicidade glutamatérgica (GREENAMYRE et al.,
2011; SONIA ANGELINE et al., 2012; WU; JOHNSON, 2007), além do acumulo de a-
sinucleina com formacg&o de corpusculos de Lewy (BETARBET et al., 2000; YUAN et al.,
2015), e acumulo de tubulina intracelular e ativacdo de caspases, levando a ativacdo de
mecanismos de apoptose (SARAVANAN; SINDHU; MOHANAKUMAR, 2005; SCHOBER,
2004) (Figura 3). Isso tudo resulta na morte dos neurdnios dopaminérgicas na substancia
negra e estriado (BETARBET et al., 2000) e perda de neurbnios noradrenérgicos no locus

coeruleus (DUTY; JENNER, 2011), resultando nas manifestacOes clinicas como, alteragdes
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motoras (ALAM; SCHMIDT, 2002; LEWIS et al., 2011), comportamento tipo-depressivo e
disturbios do sono, hiposmia e distdrbios do sono REM. (LIMA, 2012; MORAIS et al., 2012a)

Figura 3- Mecanismos de toxicidade induzida por rotenona em neurdnios dopaminérgicos.
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GD DA Transporter DA Tr;lnsponcrm
o Rotenone
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Fonte: Adaptado de SHOBER, 2004.

Desse modo, o modelo induzido pela rotenona parece compartilhar 0os mesmos
mecanismos da DP, como degeneracdo seletiva de neurdnios dopaminérgicos, inibicdo do
complexo | mitocondrial e ocorréncia de corpusculos de Lewy. Além disso, cumpre critérios
de validade de face e preditiva representando assim um modelo de validade constructo (o
maior grau de validacdo como critério para modelos animais) (ALAM; SCHMIDT, 2002;
ELLENBROEK; COOLS, 1988).

Apesar das vantagens experimentais, a rotenona sistémica ainda nao € muito utilizada
como modelo de DP pelo fato de ocasionar alta mortalidade dos animais por interferéncia na
fosforilagdo oxidativa dos oOrgdos periféricos vitais (SARAVANAN; SINDHU;
MOHANAKUMAR, 2005; ZHANG et al.,, 2017b), e, muitas vezes, apresentar baixa
reprodutibilidade. Muitos pesquisadores preferem, assim, a injecdo estereotéxica que reduz
essa mortalidade, mas conttm o viés de ndo mimetizar a exposi¢cdo ambiental nem a
progressao da doenca.

O modelo da rotenona vem sendo utilizado nos grandes centros de pesquisa mundial

que estudam a DP, originando inimeros trabalhos como os de Saravanan e colaboradores
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(2005); Wu e Johnson (2007); Cannon e colaboradores (2009); Lima (2012); Sonia e
colaboradores (2012) ; Zaminelli (2013); Yuan e colaboradores (2015), entre outros, pois
possui a vantagem de englobar sintomas pré-motores e outros sintomas ndo motores, podendo
ser uma alternativa para a busca de novas drogas neuroprotetoras.

Entender a toxicidade induzida pela rotenona por si s6 € importante, uma vez que ela é
largamente utilizada como venenos para peixes fora do pais, podendo se depositar em lencois
fredticos levando a bioacumulacdo podendo se transmitido ao longo da cadeia tréfica
(RATHORE et al., 2002; ROBERTSON; SMITH-VANIZ, 2008; SMITH; GANGOLLI, 2002)
e no Brasil ndo ha acompanhamento ou dados de sua utilizacdo, nem dados homogéneos de
intoxicacao por pesticidas e uma vez que 0s agrotoxicos no pais sdo usados em combinacdes,
nem sempre elucidadas, pouco se sabe da utilizacdo da rotenona e seus desdobramentos
(DELGADO; PAUMGARTTEN, 2004; FARIA et al., 2004; SIQUEIRA, 2006). De fato, no
Brasil o Unico agrotoxico em tramitacdo para proibicdo devido sua associacdo ao
parkinsonismo é o Paraquat. E um estudo com 100 mil pessoas ja demostrou que a exposicao
a rotenona aumenta a incidéncia de parkinsonismo em 70% (ROSS; SMITH, 2007). E a
aprovacao anual de novos agrotoxicos no Brasil tem sido a maior em 15 anos (LEITE, 2020)
devido a uma nova legislacdo, mais permissiva de utilizacdo e liberacdo de agrotoxicos
(MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2019).
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Os dados recentes mostrando um aumento alarmante na incidéncia da DP no Brasil (36
mil casos surgem por ano no pais) e no mundo (acometendo 10 milhdes de pessoas) estimulam a
procura por novas terapias, ndo somente que reduzam a perda de neurénios dopaminérgicos, e 0s
consequentes distdrbios motores, como também que vise diminuir as complicagdes ndo motoras
que podem ser um dos aspectos mais incapacitante da DP. E essa procura por novas substancias
neuroprotetoras tem se mostrado desafiadora no sentido de traduzir resultados positivos de
estudos pré-clinicos em clinicos (LANG, 2006). Assim faz-se necessario o0 aprimoramento de
modelos animais que englobem uma sintomatologia mais préxima da clinica da DP e auxiliem a
busca de novas substancias neuroprotetoras, bem como no entendimento da fisiopatologia da
doenca, uma vez que a etiologia da morte neuronal dopaminérgica na DP continua ndo totalmente
esclarecida, parecendo envolver uma associacdo entre fatores genéticos, ambientais e
envelhecimento. O principal fator ambiental relacionado a ocorréncia da DP é a exposi¢édo a
pesticidas. Estudos mostram uma grande prevaléncia da DP em trabalhadores rurais e a
relacdo estreita entre a exposi¢do a esses produtos e aumento do risco de desenvolver DP. No
Brasil a aprovagdo anual de novos agrotoxicos tem sido a maior em 15 anos devido a uma
nova legislacdo, mais permissiva de utilizacdo e liberacdo de agrotdxicos. O modelo de DP
induzido pela rotenona é um modelo de critério de constructo, além de sua exposi¢éo cronica
por injecdo poder ser comparada a exposicao crénica ambiental a pesticidas. Assim estudar a
capacidade da rotenona de induzir sintomas motores e ndo motores por administracdo
sistémica, numa linha temporal bem definida, se torna fundamental para a busca de melhores
modelos capazes de auxiliar na procura de novas terapias neuroprotetoras, bem como melhor

entendimento da DP.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estabelecer uma linha temporal do surgimento de alteracbes motoras e ndo motoras e
0s mecanismos envolvidos no modelo de parkinsonismo experimental induzido pela rotenona
em ratos.

3.2 Objetivos especificos

No modelo de parkinsonismo experimental induzido por rotenona, estabelecer uma

linha temporal das alteracdes e mecanismos envolvidos, avaliando os seguintes parametros:

o Taxa de mortalidade.

o Modificagdes no peso e composicéo corporal.
o Alteracdes do comportamento motor.

. Hiposmia.

o Aprendizado e memodria.

. Comportamento do tipo depressivo.

o ModificagBes no esvaziamento gastrico.

o Dano neuronal:

-Concentracdo de monoaminas no mesencéfalo, no corpo estriado e bulbo olfatério.
- Imunorreatividade para tirosina hidroxilase (TH) no estriado e SN;
-Ativacao glial

-Estresse oxidativo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos albinos da estirpe Wistar (Rattus novergicus)
provenientes do biotério central do Campus do Pici, da Universidade Federal do Ceard (UFC)
e transferidos para o biotério do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
(NPDM), da Universidade Federal do Ceard (UFC). Os animais (220-240g) foram mantidos
em gaiolas acrilicas micro isoladas, forradas com maravalha (raspa de madeira de pinho), com
ciclo claro/escuro de 12/12 h e alimentados com racédo peletizada padrdo e agua ad libitum.

No que se refere aos cuidados com os animais, este estudo seguiu 0s principios éticos
da experimentacdo animal, estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle e
Experimentacdo Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) sob nimero 54/2017.

4.2 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: rotenona (Sigma-Aldrich®-USA),
dimetilsulfoxido (DMSO), Oleo de Girassol (Cargill Agricola SA®-BR), apomorfina (Sigma-
Aldrich®-USA), Cetamina (Kdnig, Argentina) e Xilazina (Ko6nig, Argentina). Todos 0s
demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

A rotenona foi preparada diariamente protegida da luz, sendo inicialmente diluida em
100% DMSO e em seguida diluido em éleo de girassol de forma a chegar a solucéo de 2,75
mg/mL em 98% de 6leo de girassol e 2% de DMSO. As suspensbes foram passadas no
agitador vortex em cada fase do preparo, como na separacdo das doses e antes da

administracdo em cada animal.

4.3 Protocolo experimental

Foram utilizados ao todo 88 animais divididos em 2 grupos. O grupo controle (CTL)
recebeu veiculo (98% de Oleo de girassol e 2% de DMSO, 1ml/kg) (n=40) por via
intraperitoneal (i.p.) e outro recebeu rotenona (2,75mg/kg, i.p.), (n=48). Ambos 0s grupos
foram tratados semanalmente (segunda-feira a sexta-feira.) por 21 dias. Esse protocolo é uma

adaptacdo do modelo proposto por Cannon e colaboradores (2009), em que a aplicacéo
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intraperitoneal de rotenona por 21 dias consecutivos causa pouca ou nenhuma toxicidade
periférica, a adaptacdo para um modelo com intervalos entre as aplica¢des visa diminuir a
mortalidade gerada pela rotenona.

Concomitante com a administracdo da rotenona foram realizados os testes motores e
ndo motores nos dias: 0, 3, 7, 14 e 21 apos o inicio da administracdo da droga, a fim de
estabelecer a linha do tempo de ocorréncia de tais achados. Para isso, 0s animais foram
divididos em trés diferentes protocolos. Os animais submetidos ao protocolo 1 (n = 24)
realizaram os testes de campo aberto, pellet enterrado, comportamento de rearing, desafio da
apomorfina (comportamento de rearing), labirinto em Y, desafio de apomorfina,
discriminacdo olfatéria e esvaziamento do corante (Figura 4). Os animais submetidos ao
protocolo 2 (n = 24) realizaram os testes de rotarod, teste de preferéncia por sacarose, desafio
de apomorfina (rotarod), esquiva passiva e esvaziamento do corante (Figura 5). E os animais
submetidos ao protocolo 3 (n = 20) realizaram os testes de bioimpedancia por espectroscopia,
avaliacdo do esvaziamento gastrico (EGL) por 13CO; e teste de esvaziamento do corante
(Figura 6).

Vale ressaltar que alguns testes comportamentais, como o teste do comportamento de
rearing, o teste da discriminacdo olfatoria, labirinto em Y e esquiva passiva, estdo sujeitos a
adaptacédo e por isso foram realizados apenas uma vez em cada protocolo experimental e
alguns outros testes, que ndo estdo sujeitos a adaptacdo, foram escolhidos para acompanhar a
progressdao dos achados motores e ndo motores. Bem como a avaliacdo do esvaziamento
gastrico (EGL) por *CO; foi escolhida para acompanhar a progressio das alteragbes do

esvaziamento gastrico a fim de reduzir o nimero de animais utilizados.

Figura 4. Desenho experimental: Protocolo 1.
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Os animais foram observados diariamente quanto a sobrevivéncia e sinais de
debilitacdo, sendo também acompanhados diariamente o peso e consumo de alimentos. Os
animais que apresentaram sinais de debilitacdo, limitando sua locomocéo e alimentacéo,
foram eutanasiados por overdose de anestésico com acompanhamento dos veterinarios do
biotério. Os que apresentaram boas condi¢des foram submetidos aos protocolos e ao final
foram eutanasiados por meio de decapitacdo para retirada das areas cerebrais (corpo estriado,
mesencéfalo e bulbo olfatério) para dosagem de monoaminas (N=6) e avaliacdo do estresse
oxidativo (N=6). Para as andlises imunohistoquimicas (n=4), os animais foram anestesiados
com Cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (10mg/ kg) e perfundidos com paraformaldeido a 4%
em PBS (tampéo fosfato 0,1 M contendo salina 0,9 %, pH 7,4). Os cérebros foram removidos,
fixados em formol tamponado a 10% por 24 h e depois crioprotegidos em sacarose a 30% em
PBS a 4° C, posteriormente foram feitos os cortes histolégicos no criostato (10um) montado

em laminas silanizadas para analise do dano neuronal (TH, GFAP e iba-1).

4.4 Bioimpedancia por Espectroscopia (SMITH et al, 2009).

As alteracdes na composicao corporal foram avaliadas pela técnica de espectroscopia
de bioimpedancia antes da administracdo da rotenona (dia 0) e ap6s 3, 7, 14 e 21 dias da
administracdo. A espectroscopia de bioimpedancia (ImpediVet Vet BIS limpedmed®) foi
medida pela passagem de uma pequena corrente elétrica pelo organismo para determinar a
impedancia do fluxo da corrente, que é usada para determinar a agua corporal total (ACT)

fluido extracelular (FE) e intracelular (FI), massa magra (MM) e gordura corporal (GC) em
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ratos (Smith et al, 2009). Para isso os animais foram anestesiados com xilazina e cetamina e
alocados em um superficie ndo condutora, a ponta de quatro agulhas foram inseridas
subdermicamente ao longo da linha media dorsal do animal, entre os olhos, anteriormente ao
pavilhdo auricular, na regido sacro-caudal e na linha de pele na base da cauda, as agulhas
foram anexadas ao eletrodos e o teste foi realizado conforme descrito anteriormente pelo

“ImpediVet Rodent Measurement Guide”.

4.5 Testes comportamentais
4.5.1 Testes motores

4511 Teste do Campo Aberto (WALSH; CUMMINS, 1976).

A atividade exploratoria dos animais foi avaliada atraves do teste do Campo Aberto no
dia anterior ao inicio do tratamento com rotenona (dia 0) e nos dias 3, 7, 14 e 21 dias ap6s o
inicio da administracdo de rotenona. O aparato consiste em uma arena quadrada de acrilico
preto com piso da arena dividido em nove quadrantes iguais (Figura 7). No teste, 0s animais
séo colocados na arena e deixados para explorar o ambiente por 5 (cinco) minutos, onde
durante este periodo, o desempenho dos animais, quanto a exploracédo horizontal (crossings) e
vertical (rearings) e velocidade média, foi medido pelo software ANY-maze (© Stoelting Co.,
Wood Dale). O teste foi conduzido sob luz vermelha e ap6s cada animal ser retirado, a arena
foi limpa com uma solucdo de alcool a 20%, para evitar que o cheiro de urina e fezes

interferissem no teste.

Figura 7: Aparato do campo aberto

Fonte: Adaptado de Commat LTDA.
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4512 Teste do comportamento de rearing (FLEMING et al, 2004; CANNON et al, 2009).

A fim de verificar a estabilidade postural dos animais, seu comportamento de rearing
foi avaliado, ao inicio da indu¢do do modelo (dia 0) e ap6s 21 dias do inicio da administracéo
de rotenona. Os animais foram colocados em um cilindro de acrilico (60 cm de altura e 18 cm
de didmetro) e durante 5 min o numero de rearings foi quantificado. Para ser considerado
como rearing, o animal tinha que erguer as patas acima do nivel dos ombros e fazer contato
com a parede do cilindro, com uma ou ambas as patas (Figura 8). Um novo rearing so foi
contabilizado apds o animal remover ambas as patas da parede do cilindro e fazer novo
contato com a superficie do mesmo. O teste foi conduzido sob baixa luz vermelha e o cilindro
foi limpo com uma solucéo de alcool a 20%, para evitar que o cheiro de urina e fezes interferisse

no teste.

Figura 8: Animal no movimento de rearing.

Fonte: Arquivo pessoal.

4513 Teste do Rotarod. (PADOVAN-NETO et al 2009.).

A fim de avaliar a coordenacdo motora e alteracdes de equilibrio dos animais foi
realizado o teste do rotarod. O aparato do rotarod consiste em uma haste de 30cm de diametro
dividida em quatro compartimentos de 5cm de largura e 20cm de altura (Figura 9). Os
animais foram treinados antes do inicio do tratamento em duas sessfes de 5min, com
intervalo de 10 min entre cada sessdo, em condi¢do de aceleragdo de 4 a 40 rpm. O teste
realizado no dia 0 (antes da administracdo de rotenona) e 3, 7, 14 e 21 dias ap6s o inicio da

inducdo do modelo para avaliagéo da progresséo das alteracbes motoras. No teste, foi
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permitido ao animal se mover no aparato, em condi¢do de velocidade constante de 20 rpm,
sendo o tempo para queda registrado, com tempo de permanéncia maxima de 120s. O teste foi
conduzido sob luz vermelha e o aparato foi limpo com uma solugdo de &lcool a 20%, para

evitar que o cheiro de urina e fezes interferisse no teste.

Figura 9: Aparato do Rotarod.

Fonte: Arquivo pessoal.

4514 Teste Desafio da Apomorfina (CANNON et al., 2016).

Para determinar se os déficits motores observados sdo dependentes de dopamina, 0s
animais foram submetidos ao desafio da apomorfina apds 21 dias de administracdo da
rotenona. Os animais receberam o agonista da dopamina, apomorfina, 0,6 mg/kg por via
intraperitoneal, sendo entdo repetidos os testes do comportamento de rearing e rotarod. Se 0s
déficits forem dopamina-dependentes, espera-se observar a reversdo temporaria desses, ou
seja, um aumento de nimero de rearigs no teste do comportamento de rearing e um maior
tempo de laténcia para queda no rotarod. O teste do cilindro foi realizado 10 min apds
administracdo da apomorfina e o teste do rotarod foi realizado 20 min ap6s a administragdo de

apomorfina.

4.5.2 Testes Olfatérios
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4521 Teste do Pellet de comida enterrado (ALBERTS et al, 1971).

A progressdo das modificacfes da capacidade de deteccao olfatoria de cheiros volateis
dos animais foi avaliada por sua habilidade de localizar um pellet de comida (o pellet
normalmente utilizado na sua alimentacdo) enterrado na maravalha da gaiola do animal.
Anteriormente ao teste os animais foram mantidos em jejum por 16 horas, com livre acesso a
agua. O teste consistiu em enterrar um pellet de comida numa gaiola limpa previamente
preparada com 3 cm de maravalha, onde os animais foram entdo alocados exatamente acima
do local onde o pellet estava enterrado. Foi entdo mensurado o tempo, em segundos, entre a
introducdo do animal na gaiola e este tocar o pellet de comida com as duas patas dianteiras,
com a maxima de permanéncia de 300 segundos. O teste foi conduzido sob luz vermelha
baixa e em uma gaiola limpa, com maravalha nova para cada animal. A cada repeticdo do
teste (nos dias 0, 3, 7, 14, 21 dias ap06s o inicio da administracdo da rotenona) o local do pellet

foi trocado, a fim de evitar acomodacéo ao teste.

4522 Discriminacdo olfatéria (PREDIGER et al., 2006; TADAIESKY et al., 2008).

A capacidade dos animais de discriminar cheiros foi avaliada pelo teste de
discriminagdo olfatoria ap6s 7 e 21 dias de administracdo de rotenona. Em geral, ratos adultos
saudaveis sdo capazes de discriminar entre os dois compartimentos, tendo preferéncia pelo
compartimento familiar, impregnado com o seu préprio odor em relagdo ao local com odor
neutro (LEE; LINSTER; DEVORE, 2015). O teste consistiu em, ap6s manter 0s animais em
gaiolas com a mesma maravalha por uma semana, coloca-los durante 5 min em uma caixa
dividida em dois compartimentos idénticos, separados por uma porta aberta, de forma que
pudessem escolher entre um compartimento contendo a maravalha retirada da caixa
previamente ocupada por ele (compartimento familiar) e outro contendo maravalha nova
(compartimento ndo familiar) (Figura 10). Cada animal € colocado inicialmente no
compartimento familiar préximo a porta e o tempo gasto pelo rato em cada compartimento

(familiar e ndo familiar) é registrado.

Figura 10: Animal no aparato da Discriminagdo Olfatéria.
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Fonte: Arquivo pessoal.

4.5.3 Testes de Memoria

4531 LabirintoemY (STONE et al., 1991).

Esse teste objetiva avaliar a memoria operacional e o aprendizado e foi realizado apds
21 dias de administracdo de rotenona. O labirinto em forma de Y consiste em uma caixa de
acrilico com os trés bracos iguais de 63 cm (Figura 11). Neste teste, 0 animal é colocado em
um braco e pode alternar espontaneamente as entradas nos outros bragos durante 8 (oito)
minutos. O nimero total de entradas em cada brago, bem como a sequéncia de entradas, foi
registrado.

As informacbes foram entdo analisadas para determinar o nimero de entradas nos
bragos sem repeticdo por meio de porcentagem de alternancia entre eles. O sucesso do teste é
indicado pela alta taxa de alternancia nos grupos controle, indicando que os animais podem se
lembrar em qual braco eles entraram por Gltimo. O resultado foi expresso em porcentagem e
obtido através de uma férmula matematica: Alternacdes espontaneas = (NUmero de acertos/

Numero total de entradas -2) x 100.

Figura 11: Labirintoem Y
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Fonte: Maze Engineers and Noldus

4532 Esquiva passiva (DeNOBLE et al., 1986).

Esse teste tem como objetivo avaliar a memdria aversiva, utilizando-se um aparelho de
esquiva passiva (Insight® EP 104MR). O aparelho consiste em uma caixa de aluminio que
possui uma plataforma e um piso gradeado eletrificado (Figura 12). Os animais sao deixados
para ambientacdo no aparelho durante um 1 (um) minuto, e retirado. Apo6s 30 (trinta)
segundos o animal é novamente colocado na plataforma e ao descer para explorar a area
gradeada prontamente recebe um choque de 1,0mA, durante 1s, com o tempo de laténcia para
descida sendo registrado, até um méaximo de 300 (trezentos) segundos (treino). O animal é
entdo retirado e ap6s 15 (quinze) minutos (memoria recente), € colocado novamente na
plataforma, com a laténcia de descida sendo registrada, com o maximo de 300 (trezentos)
segundos. A retencdo do aprendizado é testada apds 24 (vinte e quatro) horas, sem utilizacdo
de choques, onde os animais sdo colocados novamente na plataforma e o tempo de laténcia

para a descida da plataforma é registrada (memoria tardia).

Figura 12: Aparato utilizado na esquiva passiva.


https://www.youtube.com/channel/UCQcqKryGbVmPFHhONDfxclQ
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Fonte: Arquivo pessoal.

4.5.4 Teste da Preferéncia por Sacarose (PAPP et al., 1991; POTHION et al, 2004).

O teste da preferéncia por sacarose € utilizado como uma medida de anedonia em
roedores, ja que quadros depressivos tendem a diminuir a preferéncia pelo consumo de
sacarose. Anteriormente ao inicio da administracdo da rotenona, o conteido de uma das
garrafas dos animais foi substituido por solugdo de sacarose a 2%, compreendendo uma fase
de habituacdo de 24 horas. Apds este periodo, os animais foram separados, e duas garrafas,
um contendo uma solucdo de sacarose 2% e outra contendo agua lhes foram disponibilizadas.
As garrafas foram entdo pesadas antes de serem apresentadas aos ratos e 24 horas depois. O
percentual de consumo de sacarose foi calculado usando a equacdo: % de preferéncia por
sacarose = ingestdo de sacarose x 100 /ingestéo total. O consumo total foi definido como a
soma do consumo de adgua e consumo de sacarose. Os animais passaram por um teste basal,
permanecendo no experimento apenas 0s ratos que apresentaram uma preferéncia por
sacarose superior a 60%. O teste foi repetido nos dias 0 e 3, 7, 14 e 21 dias ap0s o inicio da
inducdo do modelo. As garrafas foram trocadas de lado a cada repeticdo do teste a fim de
evitar acomodacao.

4.6 Avaliacdo do Esvaziamento gastrico de liquidos (EGL) por esvaziamento do *CO.

Métodos alternativos de avaliagdo do esvaziamento gastrico usando isdtopos estaveis
tém sido empregados em humanos a fim evitar exposicdo a materiais radioativos, e em
animais para reduzir a mortalidade e garantir a seguranca dos pesquisadores, e se baseiam na
ingestdo de um substrato com marcador que é rapidamente absorvido no intestino delgado
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seguindo para o figado pelo sistema porta, sendo excretado pelos pulmdes na respiracao.
Assim, a avaliagdo do esvaziamento gastrico de liquidos foi realizada atraves da técnica de
esvaziamento do *CO.. Para isso os animais foram, previamente ao inicio do protocolo,
condicionados a permanecerem nas camaras de vacuo em 4 sessfes de 30 minutos. Para a
realizacdo do teste dos animais foram mantidos em jejum prévio de solidos por 12 horas. O
teste consistiu na administracdo via gavagem de solucéo achocolatada (2,5mL/kg) adicionada
com acetado de sédio-13 (16mg/kg) e coleta de ar foi realizada nos 90 minutos seguintes a
administracdo através uma bomba de vacuo. A concentragdo do is6topo *C; foi analisada
(ppm) através de espectroscopia de gases (Wagner analysen technik GmbH/software IRIS®),
permitindo a observacao do perfil de esvaziamento e o célculo da area sob a curva (AUC) , o
pico maximo de liberagdo 3CO; (T-max) e a concentragio maxima de liberagdo de *CO, (C-
max). O teste foi realizado apds o 32, 72, 142 e 212 dias de administracdo de rotenona a fim de
avaliar o efeito agudo e durante os intervalos de administracdo (logo apds a pausa do fim de

semana), a fim de avaliar os efeitos crénicos da administragdo da rotenona.

4.7 Teste do Esvaziamento do corante (SILVA, 2012).

A avaliagdo da retencéo gastrica foi realizada pela técnica de diluicdo de corante em
parceria com o Laboratério Luis Capelo de Fisiologia Gastrointestinal do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da UFC. Os animais foram submetidos a jejum prévio de 16 horas,
com livre acesso a dgua. Estes receberam entdo, por via orogastrica, a refeicdo teste (solucédo
glicosada a 5% contendo vermelho fenol, 0,75mg/ml). Apés um periodo pés-prandial de 10,
15 e 20 minutos, os animais foram submetidos a eutanasia por decapitacdo. Logo apds, foi
realizada uma laparotomia mediana seguida de ligaduras obstrutivas do piloro e da cardia,
permitindo a retirada do estbmago e intestino, que foram estendidos sobre uma prancha. O
intestino delgado foi entdo dividido em trés segmentos: proximal, medial e distal. O estbmago
e cada seguimento tiveram seus volumes medidos. Apos a medicdo dos volumes, os tecidos
foram homogeneizados, centrifugados e submetidos a analise colorimétrica para a
determinacdo da massa de vermelho fenol existente em cada seguimento. A retengdo do
vermelho fenol em cada seguimento foi calculada pela equacdo: retencdo seguimento X=
(volume da viscera + 100) x absorbancia da viscera. A fim de verificar a influéncia de
alteracdo do pH estomacal um novo teste foi realizado apds administracdo de 50mg/kg de

omeprazol trinta (30) min antes da administracdo do vermelho fenol.
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4.8 Dosagem de monoaminas e metabolitos por HPLC (AGUIAR, 2006).

O hemisfeério direito do corpo estriado, mesencéfalo e bulbo olfatério foram utilizados
para preparar homogenatos a 10%. Os tecidos cerebrais foram sonicados em &cido peérclérico
(HCLO4) por 30 segundos e centrifugados por 15 minutos em centrifuga refrigerada a 15000
rpm. O sobrenadante foi entdo separado e filtrado através de uma membrana (Millipore-
0,2um) e uma aliquota de 20yl foi retirada e injetada no equipamento de HPLC para a analise
eletroquimica. Para a analise, uma coluna CLC-ODS (M) com comprimento de 25cm, calibre
4,6mm e didmetro da particula de 3um da (Shimadzu, Japao) foi utilizada. A fase movel foi
composta por tampédo &cido citrico 0,163M, pH 3,0, contendo &cido octasulfonico sodico,
0,69M (SOS), como reagente formados do par i6nico, acetonitrila 4% v/v. Dopamina (DA),
acido diidroxifenilacético (DOPAC), noradrenalina (NE) e serotonina (5-HT) foram
eletricamente detectados usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD52 6A da
Shimadzu, Jap&o) pela oxidagdo em um eletrodo de carbono vitreo fixado em 0,85V relativo a
um eletrodo de referéncia de Ag-AgCl. A partir da area dos picos das solugdes com
concentracdes padrdes de DA DOPAC, NE, as concentracdes das amostras foram calculadas e

os resultados expressos em mg/g de tecido.

4.9 Avaliacdo do Estresse Oxidativo

4.9.1 Determinacdo da peroxidacao lipidica.

O estresse oxidativo foi realizado pela dosagem das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) um indicador de peroxidacao lipidica. No dia do ensaio, 60 pL do
homogenato (10% em tampdo fosfato) do hemisfério direito do bulbo olfatério, estriado e
mesencéfalo foram centrifugados a 1200 rota¢6es por minuto (rpm) 4°C por 30 minutos. Apos
a centrifugacdo, 100 puL de acido perclorico a 35% foi adicionado para interromper a
peroxidacdo e, centrifugado novamente a 5000 rpm 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi
retirado e a este foi adicionado 50ul de acido tiobarbittrico 1,2%. Posteriormente, foi levado
ao banho de agua por 30 minutos a uma temperatura varidvel de 95-100°C. A solugéo foi
retirada e colocada para esfriar a temperatura ambiente. Apds, foi feita a leitura de 150 pL da
solugdo em 535 nm. A curva padrdo foi obtida mediante leitura de véarias concentracdes de

malonaldialdeido (MDA) padréo e os resultados foram expressos em concentragio (uM).
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4.9.2 Determinacao da concentracao de nitrito/nitrato.

Nesse ensaio o reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em &gua
bidestilada, sulfanilamida 1% em acido fosférico 5%) foi usado para relevar a presenca de
nitrito/nitrato (NO2/NOs) em uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma
reacdo de diazotizacdo que forma um cromdforo de cor réseo, com um pico de absorbancia
em 540 nm.

Para realizacdo do ensaio, 0os homogenatos (10% em tampdo fosfato) de bulbo
olfatério, estriado e mesencefalo foram centrifugados a 12000 rpm por 15 min a 4°C e 100 uL
de cada sobrenadante foi adicionado a 100 pL do reagente de Griess. Para o branco, foi
utilizado 100 uL do tampao fosfato e 100 pL reagente de Griess. Apds 10 minutos, foi feita a
leitura das absorbancias em 540nm. A curva padrdo foi obtida mediante leitura de vérias
concentragdes de nitrito padrdo e os resultados foram expressos em concentracdo (UM). As
leituras da absorbéancia dos padrées (y) foram plotadas contra a concentracdo de cada padrédo
(x), entdo foi feita a determinacdo da equacao da reta, que foi usada para a determinacdo da

concentracdo de nitrito em cada amostra.

4. 10 Andlise imunohistoquimicas

4.10.1 Imunomarcacéo para Tirosina Hidroxilase (TH).

A tirosina hidroxilase (TH) é uma enzima envolvida na sintese de dopamina e um
marcador molecular de neur6nios dopaminérgicos. A marcacdo para TH foi realizada em fatias
(10 pm de espessura e espacamento de 50 pm) representativas do estriado e substancia negra.

As fatias foram lavadas trés vezes por 5 minutos em PBS, sendo o bloqueio da peroxidase
endogena feito com H202 1,05% em metanol 10% em PBS, durante 40 minutos a temperatura
ambiente (TA). Apos lavar 3 vezes por 5 minutos em PBS e bloquear as proteinas endégenas com
uma solucdo blogueadora (10% de soro de cavalo e 1% de Triton X-100 em PBS) por 2 horas a
TA. Apos as fatias foram incubadas no anticorpo primario anti-TH diluido na solucéo
blogueadora (rabbit, 1:200; Sigma-Aldrich) overnight a 4°C.

As fatias foram entdo lavadas 3 vezes por 10 minutos em PBS, sendo em seguida
incubadas com polimero marcado com HRP conjugado com anticorpos anti-mouse e anti-rabbit

(Dako EnVision + Dual Link System-HRP, Dako) por 30 minutos a TA, e lavados novamente 3
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vezes por 5 minutos com PBS. A marcagdo foi revelada com 3,3’-diaminobenzidina (DAB
Peroxidase Substrate Kit; Dako). A reacdo foi interrompida, lavando-se as fatias em agua
destilada. Por fim, ap6s secagem, as laminas foram mergulhadas em xilol e montadas com
entellan (Merck, Alemanha).

Para a quantificacdo da imunorreatividade para TH As laminas foram visualizadas em
um microscopio (Nikon Elipse E200) com aumento de 40x. Foram selecionadas 3 fatias de
cada animal e trés areas em cada fatia para o estriado e quatro areas para o0 mesencéfalo,
aleatoriamente, e a quantificacdo semi-quantitativa da densidade dptica foi realizada em todas
as imagens utilizando o software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA) . A densidade dptica
final de cada imagem foi dada pela densidade do branco subtraido da densidade da imagem
total. Foi calculada a média dos 3 valores por animal, e foi calculada a média dos valores
obtidos para o grupo controle, e os demais valores foram calculados como percentagem desse

valor.

4.10.2 Imunomarcacao para iba-1.

As microglias séo celulas imunocompetentes do cérebro. Para a verificagdo da presenca e
ativacdo destas células (microgliose) foi empregado o marcador de microglia iba-1. A marcacéo
para iba-1 foi realizada em fatias (10 um de espessura e espagamento de 50 um) representativas
do estriado.

As fatias foram lavadas trés vezes por 5 minutos em PBS, sendo o bloqueio da peroxidase
endogena feito com H202 1,05% em metanol 10% em PBS, durante 40 minutos a temperatura
ambiente (TA). Apds lavar 3 vezes por 5 minutos em PBS e bloquear as proteinas endégenas com
uma solucdo blogueadora (10% de soro de cavalo e 1% de Triton X-100 em PBS) por 2 horas a
TA. Apés as fatias foram incubadas no anticorpo primério anti-iba-1 diluido na solucéo
bloqueadora (rabbit polyclonal, 1:300; WAKO, Japéo) overnight a 4°C.

As fatias foram entdo lavadas 3 vezes por 10 minutos em PBS, sendo em seguida
incubadas com polimero marcado com HRP conjugado com anticorpos anti-mouse e anti-rabbit
(Dako EnVision + Dual Link System-HRP, Dako) por 30 minutos horas a TA, e lavados
novamente 3 vezes por 5 minutos com PBS. A marcagéo foi revelada com 3,3’-diaminobenzidina
(DAB Peroxidase Substrate Kit; Dako). A reacdo foi interrompida, lavando-se as laminas em &gua
destilada. Por fim, apds secagem, as laminas foram mergulhadas em xilol e montadas com
entellan (Merck, Alemanha).

Para a quantificacéo da imunorreatividade para iba-1 As laminas foram visualizadas em
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um microscépio (Nikon Elipse E200) com aumento de 100x. Foram selecionadas 3 fatias de
cada animal e trés areas em cada fatia, aleatoriamente, e a quantificacdo semi-quantitativa da
densidade optica foi realizada em todas as imagens utilizando o software Image J (NIH,
Bethesda, MD, EUA) . A densidade optica final de cada imagem foi dada pela densidade do
branco subtraido da densidade da imagem total. Foi calculada a média dos 3 valores por
animal, e foi calculada a média dos valores obtidos para o grupo controle, e os demais valores

foram calculados como percentagem desse valor.

4.10.3 Imunomarcacéao para GFAP.

A avaliacdo da astrogliose foi feita pela imunomarcacdo com o anticorpo para GFAP
(Glial fibrillary acidic protein). A marcagdo para GFAP foi realizada em fatias (10 um de
espessura e espacamento de 50 um) representativas do estriado.

As fatias foram lavadas trés vezes por 5 minutos em PBS, sendo o bloqueio da peroxidase
endogena feito com H202 1,05% em metanol 10% em PBS, durante 40 minutos a temperatura
ambiente (TA). Apds lavar 3 vezes por 5 minutos em PBS e bloquear as proteinas endégenas com
uma solugdo bloqueadora (10% de soro de cavalo e 1% de Triton X-100 em PBS) por 2 horas a
TA. Apos as fatias foram incubadas no anticorpo primario anti-GFAP diluido na solucédo
bloqueadora (goat, 1:200; Sigma-Aldrich) overnight a 4°C.

As fatias foram entdo lavadas 3 vezes por 10 minutos em PBS, sendo em seguida
incubadas com um anticorpo secundario diluido na solucdo de bloqueio (rabbit anti-goat IgG,
1:200; Sigma-Aldrich) por 2 horas a TA, e lavados novamente 3 vezes por 5 minutos com PBS. O
método avidina-biotina (ABC) (Vector Labs) foi utilizado por 30 minutos a TA para a
amplificagdo do sinal. A marcagdo foi revelada com 3,3’-diaminobenzidina (DAB Peroxidase
Substrate Kit; Dako). A reacdo foi interrompida, lavando-se as laminas em agua destilada. Por
fim, apos secagem, as laminas foram mergulhadas em xilol e montadas com entellan (Merck,
Alemanha).

Para a quantificagdo da imunorreatividade para GFAP, As laminas foram visualizadas
em um microscopio (Nikon Elipse E200) com aumento de 100x. Foram selecionadas 3 fatias
de cada animal e trés areas em cada fatia, aleatoriamente, e a quantificacdo semi-quantitativa
da densidade Optica foi realizada em todas as imagens utilizando o software Image J (NIH,
Bethesda, MD, EUA) . A densidade o6ptica final de cada imagem foi dada pela densidade do
branco subtraido da densidade da imagem total. Foi calculada a média dos 3 valores por

animal, e foi calculada a média dos valores obtidos para o grupo controle, e os demais valores
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foram calculados como percentagem desse valor.

4.11 Anélise estatistica.

As analises estatisticas foram realizadas pelo Software GraphPad Prism 6.01. Para a
analise estatistica foi inicialmente realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk para
verificar se os dados apresentavam distribuicdo normal a fim de determinar o uso de testes
paramétricos ou ndo parameétricos.

Para a comparag&o entre 0s grupos, os testes que apresentaram resultados paramétricos
foram analisados através do Test t de Student, j& os dados ndo paramétricos foram analisados
utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Para a analise dentro dos grupos (pareadas), foi
utilizado o teste de ANOVA de uma via para medidas repetidas e teste de Tukey como post-
hoc para os resultados paramétricos, e para os ndo paramétricos foi realizado o Teste de
Friedman e Teste de Dunn como post-hoc. Para a andlise da curva de sobrevivéncia foi
realizado o teste de Kaplan-Meier. E para analise dos pesos foi usado ANOVA de duas vias e
teste de Bonferroni. Os dados foram expressos como média = EPM (Erro Padrdo da Média),
exceto para a construcdo da curva de sobrevivéncia, que estdo expressos em percentual. Em

todos os testes o critério de significancia adotado foi de p<0,05.

4. RESULTADOS

4.1 Efeito da rotenona sobre o peso e taxa de sobrevivéncia.

A rotenona induziu uma diminuig&o significativa no ganho de peso diario do 5° dia ao
21° de administragcdo, em comparacdo aos animais controle (CTL 5: 254,6 + 4,588g, ROT 5:
230,8 + 2,784g; CTL 21: 310,6 + 8,682g, ROT 21: 253,6 + 3,816, p<0,05.) (Figura 13), e 0
ganho ponderal de peso dos animais expostos a rotenona ao final do protocolo foi
significativamente menor que dos animais controle (CTL: 79,5 £ 8,6g, ROT: 14,8 + 3,8¢,
p<0,05.) (Figura 14). A administracdo de rotenona diminuiu a taxa de sobrevivéncia dos
animais para 82,14% (p<0,05), essa reducdo engloba tanto os animais que morreram
decorrente a provavel intoxicacdo pela droga e quanto aos animais que foram eutanasiados

por apresentar fenotipo muito debilitante (bradicinesia, rigidez, instabilidade postural e de
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marcha) que limitassem sua locomocéo e alimentacéo (Figura 15).

4.2 Efeito da rotenona sobre a composi¢ao corporal.

A avaliacdo da bioimpedancia mostrou que a diferenca no ganho de peso presente dos
animais expostos a rotenona envolve perda de massa de magra (CTL 3-MM: 175,5 + 4,417g;
ROT 3-MM: 158,3 + 5,658g; CTL 7-MM: 181,9 + 4,474g; ROT 7-MM: 163,8 + 7,259q, p
<0,05) e desidratacdo (CTL 3-ACT: 128,4 £ 3,233ml; ROT 3-ACT: 115,9 + 4,142ml; CTL 7-
ACT: 133,1 = 3,264ml; ROT 7-ACT: 119,9 + 53ml, p <0,05) apés 3 e 7 dias de
administracdo de rotenona quando comparado aos controles, e essa desidratacdo esta
relacionada principalmente a perda de agua extracelular. Também foi observada a perda de
gordura corporal ap6s 7 e 14 dias (CTL 7-GC: 85,3 + 4,361g; ROT 7-GC: 72,6 + 3,100g; CTL
14-GC: 82,1 £ 4,6669; ROT 14-GC: 67,4 + 4,1269, p <0,05) (Tabela 2).
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Figura 13- Efeito da rotenona sobre o ganho de peso diario dos animais.
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Os animais tiveram seus pesos medidos diariamente. Os valores estdo representados como média +
EPM. a vs. CTL do respectivo dia, p<0,05. ANOVA de duas vias e teste de Bonferroni.

Figura 14- Efeito da rotenona sobre o0 ganho ponderal dos animais.
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Os animais tiveram seus pesos medidos diariamente, ao final de 21 dias o peso de cada animal foi
subtraido do peso inicial para obtencdo do ganho ponderal (g). Os valores estdo representados como média +
EPM, n=10-14. a vs. CTL, p<0,05. Teste t de Student.



Figura 15- Efeito da rotenona sobre a taxa de sobrevivéncia dos animais.
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Os animais foram acompanhados diariamente quanto a sobrevivéncia, e 0s animais que apresentavam fendétipo
debilitante foram eutanasiados. Os valores estdo representados como percentual. a vs. CTL no respectivo dia,

p<0,05, teste de Kaplan-Meier.
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Tabela 2- Efeito da rotenona sobre 0 a composi¢ao corporal dos animais.

CTL ROT
Dia 3 Dia7 Dia 14 Dia 21 Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21
MM 175,5 £ 4,4179 181,9 + 4,474g 192,4 + 6,739¢ 198,5 + 8,828¢ 158,3 + 5,6589a 163,817,25ggb 173,6 + 7,250g 183,9 £ 9,314g
GC 82,2 +£4,702g 81,8 £ 4,039g 82,07 + 4,6669 100,5 + 4,882g 76,8 £ 3,328¢g 68,9 + 4,216g° 67,4 + 4,125gd 86,5 + 5,250g
ACT 128,4 + 3,233ml 133,1 + 3,264ml 140,9 + 4,911ml 145,3 + 6,462 1159 + 4142mI° 1199 +5314ml" 127,1£5307ml  134,6 + 6,818ml
FE 56,6 £ 1,497ml 60,3+ 1,541ml 62,9 £ 2,096ml 66,4 £ 2,439ml 52,5+1,186mI° 54,0+ 1,904m|h 55,9 + 2,150ml' 59,7 + 2,230ml
FI 71,8+ 1,916ml 72,85+ 1,819ml 77,9+ 2,901ml 78,9 £ 4,289ml 63,4 + 3,241ml 65,9 + 3,763ml 71,0 £ 3,374ml 74,9 £ 4,899ml

O teste de bioimpedéancia por espectroscopia foi realizado ap6s 3, 7, 14 e 21 dias de administracdo a fim de acompanhar as altera¢cGes ha composi¢do corporal, n =10.
Os valores estdo representados como média + EPM. a vs. CTL-MM 3. b vs. CTL-MM 7. ¢ vs. CTL-GC 7. d vs. CTL-GC 14 8. e vs. CTL-ACT 3. f vs. CTL-ACT 7. g vs.
CTL-FE 3. h vs. CTL-FE 7. i vs. CTL-FE 14. j vs. CTL-FI 3, p<0,05. Teste t de Student. MM: Massa magra; GC: Gordura corporal; ACT: Agua corporal total; FE: Fluido
extracelular; FI: Fluido intracelular.
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4.3 Efeitos da rotenona sobre a atividade motora dos animais (teste do campo aberto).

No teste do campo aberto foi observado uma diminui¢cdo no ndmero crossings nos
animais expostos a rotenona, em compara¢do ao grupo controle, apés 14 e 21 dias de
administracdo (CTL 14: 56,80 £ 6,54; ROT 14: 20,25 £ 4,32; CTL 21: 59,10 £ 5,03; ROT 21:
17,50 + 3,02; p<0,05) demostrando um déficit na atividade motora horizontal dos animais.
Também foi observada uma diminuicdo da atividade locomotora horizontal dos animais do
grupo ROT no decorrer da indugcdo do modelo, tendo sido observado uma diferenca
significativa (p<0,05) no 14° e 21° dias ap6s o inicio da administragdo de rotenona em
comparacdo aos dias anteriores de testes (dias 0, 3 e 7), alteracdo que ndo foi observada no
acompanhamento do grupo controle (Figura 16).

Em relacéo a atividade locomotora vertical observou-se uma diminuicdo do nimero de
rearings nos animais do grupo rotenona ap6s 14 e 21 em comparacdo ao grupo controle
(CTL 14: 19,10 + 2,93; ROT 14: 10,83 + 2,76, p< 0,05; CTL 21: 16,40 + 2,78; ROT 21: 6,66 +
1,50, p< 0,01). Também foi observada uma diminui¢do da atividade locomotora vertical dos
animais do grupo ROT no decorrer da indugdo do modelo, tendo sido observado uma
diferenca significativa (p<0,05) no 14° e 21° dias ap6s o inicio da administracdo de rotenona
em comparacdo aos dias anteriores de testes (dias 0 e 3), alteracdo que ndo foi observada no
acompanhamento do grupo controle (Figura 17).

Observou-se ainda uma diminuicdo da velocidade média nos animais expostos a
rotenona apos 14 dias, em comparacdo ao grupo controle (CTL 14: 88,90 + 10,92 m/s; ROT
14: 54,54 + 18,47 m/s p<0,05). Também foi observada uma diminuicdo da velocidade média
dos animais do grupo ROT no decorrer da inducdo do modelo, tendo sido observado uma
diferenca significativa (p<0,05) no 14° dia ap6s o inicio da administragdo de rotenona em
comparacdo aos dias anteriores de testes (dia 3), alteracdo que ndo foi observada no

acompanhamento do grupo controle (Figura 18).
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Figura 16- Efeito da rotenona sob a atividade locomotora horizontal dos animais (nUmero de
crossings) no teste do campo aberto.
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O teste do campo aberto foi realizado apds 0, 3, 7, 14 e 21 dias de administracdo de rotenona a fim de
determinar a linha de tempo de ocorréncia de déficits da atividade locomotora, n =10-12. Os valores estdo
representados como média £ EPM. a vs. CTL 14 dias; b vs. CTL 21 dias, p<0,001, teste de Mann-Whitney. ¢ vs
ROT 0, ROT 3e ROT 7, d vs ROT 3 e ROT 7, ANOVA de uma via para medidas repetidas e teste de Tukey.

Figura 17- Efeito da rotenona sob a atividade locomotora vertical dos animais (nimero de
rearings) no teste do campo aberto.
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O teste do campo aberto foi realizado apds 0, 3, 7, 14 e 21 dias de administragdo de rotenona a fim de determinar
a linha de tempo de ocorréncia de déficits da atividade locomotora, n =10-12. Os valores estdo representados
como média £ EPM. a vs. CTL 14 dias; b vs. CTL 21 dias, teste de Mann-Whitney, p< 0,05. c vs ROT 0 e ROT 3
(p<0,05), teste de Friedman e teste de Dunn.
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Figura 18- Efeito da rotenona sob a velocidade média dos animais no teste do campo aberto.
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O teste do campo aberto foi realizado antes ap6s 0, 3, 7, 14, 21 dias de administracdo de rotenona a fim
de determinar a linha de tempo de ocorréncia de déficits da atividade locomotora, n =10-12. os valores estdo
representados como media £ EPM. a vs. CTL 14 dias; p<0,05, teste de Mann-Whitney. b vs ROT 3, p<0,05, teste
de Friedman e teste de Dunn.
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4.4 Efeito da rotenona sobre a estabilidade postural dos animais (teste do

comportamento de rearing).

Ao final de 21 dias de administracdo da rotenona observou-se uma diminuicéo
significativa no nimero de rearings dos animais expostos a rotenona quando comparadas ao
grupo controle (CTL 21: 18,71 £2,128; ROT 21: 8,909 + 2,528, p<0,05), demostrando um

déficit da estabilidade postural dos animais (Figura 19).

4.5 Efeito da rotenona sobre a coordenacdo motora dos animais (teste do rotarod).

Foi observado uma diminuicao significativa do tempo de laténcia para queda no
grupo ROT ap6s 14 e 21 dias quando comparado ao grupo controle (CTL 14: 104,90 + 10,98s;
ROT 14: 73,92 + 12,30s; CTL 21: 99,00 £ 14,02s; ROT 21: 79,00 £ 13,39s, p<0,05) (figura
20).
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Figura 19- Efeito da rotenona sobre a estabilidade postural dos animais no teste do

comportamento de rearing.
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Os animais foram submetidos ao teste do comportamento de rearing antes do inicio da administracéo da
rotenona (dia 0) e ap6s 21 dias, n =10-11. Os valores estdo representados como média = EPM. a vs. CTL 21 dias,
C, Teste de Mann-Whitney.

Figura 20- Efeito da rotenona sobre a coordenac@o motora dos animais no teste do rotarod.
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O teste do rotarod foi realizado ap6s 0, 3, 7, 14 e 21 dias de administracdo de rotenona a fim de
determinar linha de tempo de ocorréncia dos déficits na coordenagcdo motora, n =10-12. Os valores estdo
representados como média + EPM. a vs. CTL 14 dias, b vs. CTL 21 dias, p<0,05, Teste de Mann-Whitney.
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4.6 Efeito da apomorfina no déficit de estabilidade postural e coordenacao motora

induzida por rotenona.

No teste do comportamento de rearing ndo foi observada diferenca significativa no
numero rearings apds administracdo da apomorfina nos animais (Figura 21). No teste do
rotarod foi observado um aumento significativo no tempo de laténcia para a queda apds
administracdo de apomorfina no grupo ROT (CTL 21: 99,00 £ 14,02s; ROT 21: 64,25 +
12,97s; ROT+APO: 106,8 £+ 11,69s, p<0,01) (Figura 22).

4.7 Efeito da rotenona sobre a capacidade de discriminacéo de odores no teste da

discriminacao olfatéria.

No teste da discriminacao olfatdria realizado ap6s 7 dias do inicio da inducdo do
modelo ndo foram observadas diferencas significativas no tempo de permanéncia nos
compartimentos com cheiro familiar e ndo familiar entre os grupos (Figura 23). Entretanto, foi
observado um maior tempo de permanéncia no compartimento ndo familiar em relacdo ao
compartimento familiar apés 21 de administracdo de rotenona (Familiar: CTL 21: 59,40 +
2,92s; ROT 21: 37,42 £ 5,04s; Nao-Familiar: CTL 21: 38,60 + 3,43s; ROT 21: 60,12 + 5,15s,
p<0,01), indicando um déficit na discriminacdo de odores (Figura 24).
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Figura 21- Efeito da apomorfina no déficit de estabilidade postural induzida por

rotenona no teste do comportamento de rearing.
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Os animais realizaram o teste do comportamento de rearing, posteriormente ao teste receberam
0,6mg/kg de apomorfina e ap6s15 minutos o teste foi repetido, n =10-12. Os valores estdo representados como
média + EPM. a vs. CTL, p<0,05, Teste de Friedman e post teste de Dunn.

Figura 22- Efeito da apomorfina no déficit de coordenagdo motora induzida por rotenona no

teste do rotarod.
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Os animais realizaram o teste do rotarod, posteriormente ao teste receberam 0,6mg/kg de apomorfina e
apos 20 minutos o teste foi repetido, n =10-12. Os valores estéo representados como média £ EPM. a vs. CTL,
p<0,05, b vs. ROT, p<0,05, Teste de Friedman e post teste de Dunn.



56

Figura 23- Efeito da rotenona sobre a capacidade de discriminacéo de odores dos

animais apos 7 dias de administracéo de rotenona.
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Os animais foram deixados por cinco minutos para explorar o aparato contendo um compartimento com
maravalha utilizada por eles durante uma semana (familiar) e um compartimento contendo maravalha nova (ndo-
familiar), n =10-12. Os valores estao representados como média + EPM. Teste de Mann-Whitney.

Figura 24- Efeito da rotenona sobre a discriminacao olfatoria dos animais ap6s 21 dias de

administracdo de rotenona.
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Os animais foram deixados por cinco minutos para explorar o aparato contendo um compartimento com
maravalha utilizada por eles durante uma semana (familiar) e um compartimento contendo maravalha nova (ndo-
familiar), n =10-11. Os valores estéo representados como média £ EPM. a vs. CTL Familiar, b vs. CTL Né&o-
Familiar, p<0,01, b vs. CTL 21 dias, p<0,01, teste t de Student.
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4.8 Efeito da rotenona sobre a detec¢do olfatoria de cheiros volateis dos animais (teste da

procura do pellet enterrado).

Foi observado um aumento significativo no tempo necessario para encontrar o pellet
no grupo ROT apds 7 e 21 dias de administragdo de rotenona em comparacdo ao grupo
controle (CTL 7: 47,10 £ 9,19s; ROT 7: 169,00 + 33,23s, p<0,05; CTL 21: 40,20 £ 4,63s;
ROT 21 dias: 116,30 + 28,17s, p<0,05), indicando um deficit olfatério na habilidade em
detectar cheiros volateis no grupo rotenona, um indicativo de anosmia. No decorrer da
inducdo do modelo, foi observado um aumento significativo do tempo para encontrar o pellet
dentro do grupo ROT ap6s 7 dias, quando comparado ao teste realizado antes da
administracdo de rotenona (dia 0) (Figura 25).

4.9 Efeito da rotenona sobre comportamento depressivo dos animais (teste de
preferéncia por sacarose).

No teste de preferéncia por sacarose foi observado uma diminuigdo significativa no
consumo de sacarose no grupo ROT apds 14 e 21 dias de administracdo de rotenona em
comparacao ao grupo controle (CTL 14: 91,90 £ 1,70%; ROT 14: 72,44 + 4,70%; CTL 21:
82,06 + 3,30%; ROT 21: 70,30 * 2,69%, p<0,05) caracterizando um quadro de anedonia, um
indicativo de depresséo. (Figura 26).
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Figura 25- Efeito da rotenona sobre a deteccéo de cheiros volateis dos animais no teste do pellet

enterrado.
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O teste do pellet enterrado foi realizado apds 0, 3, 7, 14 e 21 dias de administracdo de rotenona a fim de
determinar a linha de tempo de ocorréncia de déficits na deteccdo de cheiros volateis, n =10-12. Os valores estdo
representados como média £ EPM. a vs. CTL 7 dias p<0,01, b vs. CTL 21 dias, p<0,05, Teste de Mann-Whitney.
¢ vs ROT 0, p<0,05, Teste de Friedman e post teste de Dunn.

Figura 26- Efeito da rotenona sobre 0 % de preferéncia por sacarose dos animais no teste de

preferéncia por sacarose.
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O teste de preferéncia por sacarose foi realizado ap6s 0, 3, 7, 14 e 21 dias de administracdo de rotenona a fim de
determinar a linha de tempo de ocorréncia dos sintomas do tipo-depressivo, n =10-12. Os valores estdo
representados como média + EPM. a vs. CTL 14 dias, p<0,01; b vs. CTL 21 dias, p<0,05, Teste de Mann-
Whitney.
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4.10 Efeito da rotenona sobre a memoria de trabalho dos animais (Teste do labirinto em
Y).

Foi observada uma diminuicdo no percentual de alternancias espontaneas no teste do
labirinto em Y, indicando um déficit na memdria de trabalho dos animais, apos 21 dias de
administracdo de rotenona no grupo ROT em relacdo ao grupo CTL (CTL 21: 63,77 + 3,98%;
ROT 21: 49,33 £ 2,93%, P<0,01) (Figura 27).

4.11 Efeito da rotenona sobre a memoria aversiva dos animais (Teste do Esquiva
Passiva).

Foi observado uma diminuicdo no tempo de descida da plataforma 24hrs apos o treino
(memoria tardia), indicando um déficit de retencdo de memdria no grupo ROT em relacdo ao
CTL (Memoria tardia: CTL 21: 281,7 + 13,49 s; ROT 21: 155,8 + 37,39 s, p<0,05) (Figura
28). Néo foi observada diferenca na memoria recente e tardia em relagdo ao treino, indicando
um deficit de aprendizagem e retencdo de memoria no grupo ROT. No grupo controle foi
observado um aumento significativo no tempo de descida da plataforma em relacdo ao treino,
indicando o aprendizado e retencdo da memoria do grupo CTL (CTL-treino:33,30 + 9,25s;
CTL-Memoria recente: 245,30 + 36,47s; CTL-Memoria tardia: 281,70 + 13,49s, p<0,05).
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Figura 27- Efeito da rotenona sobre a memdria de trabalho dos animais no teste de labirinto em
Y.
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Apo6s 21 dias de controles e animais expostos a rotenona foram deixados para explorar o labirinto em Y
por oito minutos e a alternancia foi registrada, n =10-12. Os valores estdo representados como média + EPM. a
vs. Controle dias p<0,05, Teste de Mann-Whitney.

Figura 28- Efeito da rotenona sobre a memdria aversiva dos animais no teste da esquiva passiva.
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Apos 21 dias controles e animais expostos a rotenona e controles foram avaliados quanto ao tempo de
laténcia para descida da plataforma, em sessfes de 300s, realizadas 15 minutos (memoria recente) e 24h
(memoria tardia) ap6s o treino, n =10-12. Os valores estdo representados como média + EPM. a vs. CTL -
Memodria tardia, p<0,05, Teste de Mann-Whitney. b e ¢ vs. CTL-treino, p<0,01, teste de Friedman e teste de
Dunn.



61

4.12 Efeito da rotenona sobre o esvaziamento gastrico dos animais.

A rotenona induziu uma diminuicéo significativa no esvaziamento gastrico de liquidos
em relacdo aos animais controles. Apos 3 dias de administracdo, 0S animais expostos a
rotenona apresentaram aumento da liberacdo de 13CO? ap6s 70, 80 e 90 minutos de teste, e
apos 7 dias, foi observado uma queda na curva de esvaziamento apés 5, 10,15 e 25 minutos
de teste e aumento da liberagdo de 13CO? ap6s 80 e 90 minutos. Apds 14 dias, a queda na
curva de esvaziamento se acentuou e se iniciou apds 5 minutos se prolongou até os 40
minutos de teste, apds 21 dias a queda na curva de esvaziamento se acentuou se iniciando
apos 10 minutos e se prolongando até os 70 minutos (Figura 29).

Os déficits observados nos animais durante a administracdo da rotenona (efeito agudo)

foram observados também apds as pausas de administracao (efeito crénico), apos a pausa 1
foi observado um aumento da liberagdo de 13CO? ap6s 50, 60, 70, 80 e 90 minutos de teste,
apos a pausa 2 foi observado uma queda na curva de esvaziamento ap6s 5, 10 e 15 minutos de
teste, seguido do aumento da liberagdo de 13CO? apds 50, 60, 70, 80 e 90, apds a pausa 3 foi
observado uma queda na curva de esvaziamento apos 20,25 e 30 minutos de teste (Figura 30).
As diferencas no perfil da curva de esvaziamento se deram por uma queda na quantidade total
de 13CO2 perdido, representado pela area sob a curva, apds 14 e 21 dias administracdo e no
terceiro intervalo nos animais expostos a rotenona quando comparados aos controles. Foi
observado uma mudanca no pico de liberagéo de 13CO2 (c-max.), deslocando verticalmente a
curva apos 7, 14 e 21 dias de administracdo de rotenona, e um atraso no tempo de
esvaziamento (t-méx), deslocando horizontalmente a curva apds o segundo intervalo

de administracdo de rotenona (Tabela 3).

Além disso, no teste de esvaziamento gastrico do corante, 0s animais submetidos a 21
dias de administracdo de rotenona apresentaram retardo no esvaziamento gastrico apds um
periodo pds-prandial de 15 e 20 minutos quando comparados ao veiculo (CTL-15: 27,70 +
1,458%; ROT-15: 36,09 £ 2,727%; CTL-20: 25,68 + 2,144%; ROT-20: 34,28 + 2,968%, p
<0,005) (Figura 31-A) confirmando a observagdo tardia do esvaziamento gastrico na técnica
de esvaziamento com 13CO?. Este atraso no esvaziamento ndo foi alterado pela administragio
anterior de omeprazol (CTL: 27,70 + 1,458%; CTL + OMZ: 27,14 + 1,666%; ROT: 36,09 +
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2,727%; ROT + OMZ: 37,88 + 2,176%, p <0,005) (Figura 31-B). Adicionalmente foi
observado uma diferenca no padrdo de distribuicdo do corante entre os compartimentos do
TGI analisados: estomago (E), intestino proximal (P), medial (M) e distal (D), observando
uma retencdo do corante nos primeiros compartimentos (estomago e intestino proximal) no
grupo ROT ( CTL-E: 27,7 £ 1,45%; ROT-E: 36,09 + 2,72%, p<0,01 ; CTL-M: 30,84 £ 1,85% ;
ROT-M: 20,34 + 1,09%), assim no intestino medial ja foi observada uma diferenca

estatisticamente significativa na quantidade de corante recuperada entre os grupos (Figura 32).
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Figura 29- Efeito agudo da rotenona sobre o esvaziamento de liquidos por meio da técnica de
esvaziamento do *CO..
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Apos 12 horas de jejum animais expostos a rotenona e controle receberam a solugdo adicionada de acetato de

s6dio-13 (16mg/kg) e amostras de ar foram coletadas nos 90 minutos seguintes, n=10. a vs. CTL no respectivo tempo, p
<0.05, Student's t-test. ppm: partes por milh&o.



Figura 30- Efeito crénico da rotenona sobre o esvaziamento de liquidos por meio da técnica de

esvaziamento do *CO..
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Apo6s 12 horas de jejum animais expostos a rotenona e controle receberam a solugdo adicionada de acetato de
sodio-13 (16mg/kg) e amostras de ar foram coletadas nos 90 minutos seguintes, n=10. a vs. CTL no respectivo tempo, p

<0.05, Student's t-test. ppm: partes por milh&o.
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Table 3: Avaliacdo do esvaziamento gastrico de liquidos de ratos expostos a rotenona e veiculo pela técnica de esvaziamento de *CO, durante o
periodo de administragdo de rotenona e intervalos. O pico de liberagdo de 13CO? (C-Max), o tempo para o pico de esvaziamento de 13CO? (T-
max) e a quantidade total de 13CO? liberado (AUC).

CTL ROT
T-Max C-Max AUC T-Max C-Max AUC
Dia 3 19.44 £ 1.303 min  1758+99.44 ppm*3CO, 74234+2983 ppm=CO; 20.56 £ 1.303min  1658+107.4 ppm*3CO, 76053+5390 ppm*3CO,
Dia 7 15.56+1.002 min  1711+78.56 ppm*3CO, 78198+3574 ppm=CO; 17.78 £2.222 min 13464139 2 ppmMECO, P 7972310769 ppm3CO,
i i 13 13 i C [
Dia 14 18.89+2.170 min  2171+94.32 ppm*CO> 103654+2502 ppm+CO- 28.89+4.914min 144641418 ppPMCO, 786646596 ppm*CO,
i i 13 13 i a T
Dia 21 23.89+1.111 min  2585%362.0 ppm™~CO,  124209£13277 ppm=CO, | 22.78+2.778 Min  1355.162 6 ppME=CO; 74102+7883 ppmCO,
Pausal | 17.22+0.8784 min  1753%48.48 ppm*3CO, 745672918 ppm=CO; 16.88+1.315min  1657+83.75 ppm3CO; 8152442766 ppm=*CO;
Pausa2 | 18.89+1.111min  2311+100.3 ppm*CO, 1066133131 ppm™CO2 | 277842515 min®  1846%170.9 ppm™CO,  115198+13546 ppm'3CO;
Pausa3 | 18.89+1.389 min  2172+99.00 ppm®CO,  110891+2565 ppm**CO; 20.00£1.443 min 1932+95.93 ppm*CO, 91369+1053 ppm13COZg

Os valores estdo representados como média + EPM, n=10. a vs. CTL-T-Max Pausa2, b vs. CTL-C-Max7, ¢ vs. CTL-C-Max14, d vs. CTL-C-Max21, e vs.
CTL-AUC14, fvs. CTL-AUC21, g vs. CTL-AUC Pausa3, p < 0.05, Mann-Whitney test.
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Figura 31- Efeito da rotenona (21 dias) sobre a retencdo gastrica dos animais no teste do esvaziamento
do corante.
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Apo6s 16 horas de jejum, os animais expostos a rotenona e veiculo por 21 dias receberam uma refeicéo teste
contendo 0,75mg/ml de vermelho fenol, foram eutanasiados e o estomago foi retirado para a mensuracéo da retencéo do
corante, que reflete 0 % de esvaziamento gastrico, n =10. Os valores estdo representados como média + EPM. (A) teste
do esvaziamento do corante em trés tempos pds-prandiais. a vs. CTL10’, a vs. CTL20’, p<0,05, teste t de Student. (B)
teste do esvaziamento do corante na presenca e auséncia de administracdo de omeprazol num periodo pés prandial de 15
minutos. a vs. CTL, b vs. CTL+OMZ, p < 0.05, ANOVA de uma via e teste de Tukey. CTL: Controle; CTL+OMZ:
Controle+ Omeprazol; ROT: Rotenona; ROT+OMZ: Rotenona+ Omeprazol.
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Figura 32- Efeito da rotenona (21 dias) sobre a distribui¢do do corante nos compartimentos do
trato gastrointestinal dos animais no teste do vermelho fenol.
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Ap6s 16 horas de jejum os animais receberam uma refeigdo teste contendo 0,75mg/ml de vermelho
fenol e ap6s um tempo pds-prandial de 15min os animais foram sacrificados e o estomago e intestino foram
retirados para a mensuragdo de retencdo do corante, n =10. Os valores estdo representados como média £ EPM. a
vs. CTL E, p<0,01; b vs. CTL M p<0,001, teste t de Student. E: Estomago; P: Intestino proximal; M: Intestino
médial; D: Intestino Distal.



4.13 Efeito da rotenona sobre as concentracdes de monoaminas no estriado, mesencéfalo e bulbo olfatorio.
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Os resultados obtidos mostram uma reducao significativa nos niveis de dopamina (DA), bem como do metabolito DOPAC no corpo
estriado (CTL-DA: 2203 £ 151,9 mg/g, ROT-DA: 1699 + 137,9 mg/g, p<0,05; CTL-DOPAC: 2744 + 328,4 mg/g, ROT-DOPAC: 865,1 + 485,8

mg/g, p<0,05) dos animais expostos a rotenona quando comparados aos controles (Tabela 4) e ndo foram observadas alteracBes nas

concentracdes de noradrenalina (NA) e serotonina (5-TH). No mesencéfalo foi observada uma diminuicdo de metade do conteldo de DA,

embora sem significancia estatistica (CTL: 1438 + 322,6; ROT: 784,3 + 308,8.) e ndo foram observadas alteracdes nas concentracdes de DOPAC,

NA e 5-TH no grupo rotenona quando comparada ao grupo controle. No bulbo olfatério foi observada uma diminuigdo de metade do contetido de

5-TH, embora sem significancia estatistica (CTL: 87,15 + 26,72; ROT: 48,16 + 7,46.) e ndo foram observadas alteracbes nas concentracfes de

DA, DOPAC e NA nos animais expostos a rotenona em comparagdo ao grupo controle.

Tabela 4 - Efeitos da rotenona sobre as concentracdes de monoaminas (mg/g tecido) no estriado e bulbo olfatério esquerdo e mesencéfalo dosanimais.

ESTRIADO MESENCEFALO BULBO OLFATORIO
DA DOPAC NA 5-TH DA DOPAC NA 5-TH DA DOPAC NA 5-TH
CTL 2203 2744 1482 70,37 £ 1438 = 3393+ 1064 + 185,8 + 4159 + - - 87,15+
151,9 328,4 274,6 10,72 322,6 19,39 316,3 15,32 23,51 26,72
ROT 1699 + 865,1 + 1341 + 72,20 784,3 + 3256+ 6187+ 156,2 = 456,2 £ - - 48,16 =
137,92 485,8 108,8 +8,966 308,8 49,16 243,6 11,83 26,66 7,457

Os niveis de monoaminas e metabolitos foram medidos apds 21 dias de administracdo de rotenona, n =6. Os valores estdo representados como média + EPM.
Dopamina/Estriado/CTL, b vs DOPA/Estriado/CTL p<0,05, Teste de Mann-Whitney.

avs.
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4.14 Efeitos da rotenona sobre a imunorreatividade para TH.

Os animais que receberam rotenona apresentaram uma diminui¢do significativa na
imunomarcacao para tirosina hidroxilase (TH) quando comparado ao grupo controle, no
estriado (% da média dos controles: CTL: 100,0 £ 2,972%; ROT: 78,57 + 5,730%, p<0,05)
(Figura 33) e na substancia negra (% da média dos controles: CTL: 100,0 £ 10,40% ; ROT:
30,81 + 5,303%, p<0,05) (Figura 34).

4.15 Efeitos da rotenona sobre a imunorreatividade para iba-1.

Os animais que receberam rotenona apresentaram um aumento significativo na
microgliose, observado pela imunomarcacdo por iba-1 no estriado (% da média dos controles:
CTL: 100,0 + 2,655 %; ROT: 390,1 + 105,5 %, p<0,05) (Figura 35).

4.16 Efeitos da rotenona sobre a imunorreatividade para GFAP.

Os resultados demonstraram que 0s animais que receberam rotenona apresentaram um
aumento na imunorreatividade para GFAP, caracteristico para astrogliose, no estriado (% da
média dos controles: CTL: 100,0 + 9,853%; ROT: 196,9 + 29,21%, p<0,05) (Figura 36).
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Figura 33- Efeito da rotenona sobre a sobre a imunorreatividade para TH no estriado.
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(A-B) Fotomicrografias demonstrando a imunomarcagdo para Tirosina Hidroxilase (TH), um marcador
dopaminérgico, em se¢des cerebrais coronais (10 uM) do estriado (aumento 40x) em animaiS expostos a
rotenona por 21 dias e controles (n=4). (C) Grafico em barras mostrando a analise semi-quantitativa por
densidade optica da imunorreatividade para TH no estriado. Os valores estdo representados como média + EPM.
avs. CTL, p<0,05, teste t de Student.
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Figura 34- Efeito da rotenona sobre a sobre a imunorreatividade para TH na substancia negra.
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(A-B) Fotomicrografias demonstrando a imunomarcacdo para Tirosina Hidroxilase (TH), um marcador
dopaminérgico, em se¢des cerebrais coronais (10 uM) do mesencéfalo (aumento 40x), com detalhes no canto
superior esquerdo (aumento 100x) em animais expostos a rotenona por 21 dias e controles (n=4). (C) Gréafico em
barras mostrando a andlise semi-quantitativa por densidade optica da imunorreatividade para TH no
mesencéfalo. Os valores estdo representados como média + EPM. a vs. CTL, p<0,05, teste t de Student.
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Figura 35- Efeito da rotenona sobre a imunorreatividade para iba-1.
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(A-B) Fotomicrografias demonstrando a imunomarcacdo para o marcador de micrdglia (iba-1) em
secOes cerebrais coronais (10 uM) do estriado (aumento 100x), com detalhes no canto superior esquerdo
(aumento 200x) em animais expostos & rotenona por 21 dias e controles (n=4). (C) Gréafico em barras mostrando
a andlise semi-quantitativa por densidade optica da imunorreatividade para iba-1 no estriado. Os valores estdo
representados como média + EPM. a vs. CTL, p<0,05, teste t de Student.
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Figura 36- Efeito da rotenona sobre a imunorreatividade para GFAP.
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(A-B) Fotomicrografias demonstrando a imunomarcagdo para astrécitos (GFAP) em secfes cerebrais
coronais (10 uM) do estriado (aumento 100x), com detalhes no canto superior esquerdo (aumento 200x) em
animais expostos a rotenona por 21 dias e controles (n=4). (C) Grafico em barras mostrando a andlise semi-
quantitativa por densidade optica da imunorreatividade para GFAP no estriado. Os valores estdo representados
como média £ EPM. a vs. CTL, p<0,05, teste t de Student.
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4.17 Efeitos da rotenona sobre a peroxidacéo lipidica (T-BARS) (UM) e niveis de
nitrito/nitrato (LM) no estriado, bulbo olfatério e mesencefalo dos animais.

Na avaliagdo da peroxidacéo lipidica, o bulbo olfatorio de animais expostos a

rotenona por 21 dias apresentaram um aumento significativo nas concentragdes de MDA em
relacdo aos controles (CTL: 9,204 £ 6,6595 uM; ROT: 13,50 = 1,303 uM, p < 0,05). Néo

foram observadas diferencas significativas no mesencéfalo e estriado entre os grupos (Tabela

5).

Na avaliacdo dos niveis de nitrito/nitrato, 0 mesencéfalo de animais expostos a

rotenona por 21 dias apresentaram um aumento nas concentracfes de nitrito em relacdo aos
controles (CTL: 20,01 £ 1,721 uM; ROT: 37,65 + 5,830 pM, p < 0,05). Nado foram
observadas diferencas significativas no estriado e bulbo olfatério entre os grupos (Tabela 5).

Tabela 5 - Efeitos da rotenona sobre a peroxidagdo lipidica (T-BARS) (uM) e niveis de
nitrito/nitrato (UM) no estriado, bulbo olfatério e mesencéfalo dos animais.

ESTRIADO MESENCEFALO BULBO OLFATORIO
T-BARS Nitrito/Nitrato T-BARS Nitrito/Nitrato T-BARS Nitrito/Nitrato
CTL | 5,014 +0,8815 83,28 + 17,38 5,069 + 0,9053 20,01+ 1,721 9,204 + 0,6595 43,75+ 10,23
ROT | 7,777+1,185 80,01 + 32,84 6,006 + 0,6711 37,65 + 5,8302 13,50 + 1,303 61,04 + 9,239

Os niveis de MDA e nitrito/nitrato foram medidos a fim de avaliar o estresse oxidativo, apds 21 dias de
exposicdo a rotenona ou veiculo, n =6. Os valores estdo representados como média + EPM. a vs.

Dopamina/Estriado/CTL, b vs DOPA/Estriado/CTL p<0,05, teste t de Student.
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5. DISCUSSAO

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a rotenona (2,75mg/kg)
administrada por 21 dias (via intraperitoneal) induz alteracfes que mimetizam os sintomas
clinicos por pacientes com DP. Nos animais expostos a rotenona foram observados déficits
motores, déficits na estabilidade postural e na coordenacdo motora. Em relacdo as alteracGes
ndo motoras, observamos déficits na deteccdo de cheiro e retardo no esvaziamento gastrico
que antecederam as alterac6es motoras, déficits na discriminacdo de cheiros, comportamento
tipo-depressivo, déficit na memdria de trabalho e déficit na retengdo da memoria aversiva.
Corroborando com as alteracGes comportamentais foram observadas também uma diminuigéo
das concentracdes de DA e DOPAC, seu metabolito, no corpo estriado, perda de neurbnios
dopaminérgicos no estriado e substancia negra, microgliose, e um quadro de estresse
oxidativo no bulbo olfatério e mesencéfalo.

A utilizag&o de pesticidas como o MPTP, paraquat e rotenona em modelos animais de DP,
vem tornando-se cada vez mais popular e tem fornecido informacdes valiosas sobre o0 processo
neurodegenerativo (GIASSON; LEE, 2016). O modelo da rotenona inibe o complexo | da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial resultando na degeneracdo especifica, progressiva e
crénica da via nigroestriatal e mimetiza diversos sintomas motores e ndo motores da doenca
(BETARBET et al., 2000; GRANDI; DI GIOVANNI; GALATI, 2018; GREENAMYRE et al.,
2011).

A metodologia utilizada no presente trabalho foi uma adaptacdo do modelo proposto
por Cannon e colaboradores (2009), que demostrou que a rotenona administrada por 21 dias
consecutivos na dose de 2,75mg/kg (i.p.) era capaz de induzir deficits motores e lesdo nos
neurdnios dopaminérgicos com poucos ou nenhum dano periférico. Contudo no modelo de
indugdo de Cannon e colaboradores, mais de 60% dos ratos jovens, por volta de 14 dias, ja
apresentavam fenotipo de parkinsonismo debilitante, levando a necessidade de eutanasia dos
animais, e ao final de 21 dias de administracdo todos os animais (100%) apresentavam
sintomas severos de parkinsonismos. A adaptacdo do modelo de inducdo de parkinsonismo,
com a introdugdo do intervalo de dois dias a cada cinco dias de aplicagéo, realizada no
presente estudo, conseguiu diminuir a ocorréncia de fenotipo debilitante que levasse a

necessidade de eutanésia dos animais antes do fim do protocolo. O regime de exposicao a
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rotenona do presente estudo induziu uma taxa de mortalidade de 17,85%, essa taxa engloba
tanto os animais mortos em decorréncia da toxicidade periférica, quanto o0s animais
sacrificados em vista do desenvolvimento do fendtipo debilitante de parkinsonismo que
limitasse sua locomogdo e alimentacdo, e ao final dos 21 dias de exposi¢do a rotenona 0s
animais que foram utilizados no presente estudo, embora demostrassem fendtipo de
parkinsonismo, esse ndo afetava sua locomocao de modo a interferir em sua alimentacao.

A mortalidade induzida pela rotenona em animais pode estar associada a toxicidade
por interferéncia na fosforilacdo oxidativa dos 6rgaos periféricos vitais que leva ao rapido
desenvolvimento de fenotipo de parkinsonismo limitando sua locomoc¢do e alimentacdo
(SARAVANAN; SINDHU; MOHANAKUMAR, 2005).

A administracdo de rotenona teve ainda um impacto negativo sob o peso dos animais,
principalmente no periodo inicial de administracdo, em relacdo ao grupo controle. Esse
resultado corrobora com os resultados demostrados nos trabalhos de Alam e Shmidt (2002)
em um modelo de administracdo intraperitoneal de rotenona (2,5mg/kg) por 60 dias em ratos,
de Cannon e colaboradores (2009) que administraram 2,75mg/kg de rotenona por via
intraperitoneal por 21 dias em ratos, Betarbet (2000) que fez um tratamento por meio de
bombas de liberacdo osmética de 2,5 e 2,75mg/kg de rotenona na veia jugular de ratos por
cinco semanas, e Bu e colaboradores (2019) em um modelo de administracdo subcutanea de
rotenona (2,5mg/kg) por seis semanas. Essa perda de peso poderia estar associada a
fosforilacdo oxidativa dos 6rgdos periféricos ou intoxicacdo sistémica, contudo neste caso
seria esperado um agravamento gradual desse quadro, e no presente estudo observamos uma
melhora com o avancar do modelo. O modelo de parkinsonismo induzido por 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) também leva a perda de peso, como é demostrado no trabalho de
Rezaee e colaboradores (2019) em um modelo de injecdo de 8 pg de 6-OHDA no
mesencéfalo medial , mostrando que a perda de peso presente em modelos de parkinsonismo
induzidos por toxinas parece estar relacionada a outros fatores e ndo necessariamente a
fosforilagéo oxidativa periférica.

De modo pioneiro mostramos que essa perda de peso, principalmente a inicial, apds 3
e 7 dias de exposicdo a rotenona, envolve tanto perda de massa magra, quanto de gordura
corporal, além de envolver um quadro de desidratacdo relacionado principalmente a perda de
agua extracelular. O teste de bioimpedancia por espectroscopia ja se mostrou eficiente na
determinacdo da composicao corporal de ratos, Smith e colaboradores (2009) mostraram a
precisdo e acuracia do teste. Essa € a primeira vez que um estudo in vivo demonstra a natureza

da mudanca corporal envolvida em modelos animais de parkinsonismo. Os mecanismos por
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trds dessa perda de peso e alteracbes da composicdo corporal ainda ndo sdo conhecidos.
Estudos de Betarbet e colaboradores (2009) sugerem que a perda de peso induzida por
administracdo sistémica de rotenona pode estar relacionada a diminuicdo da motilidade
gastrointestinal, o trabalho de Bu e colaboradores (2019) mostra que a perda de peso pode
estar associada a diminuicdo do transito e motilidade intestinal. Mecanismos centrais também
parecem estar associados, os estudos de Guimardes e colaboradores (2013) demostraram que
uma lesdo adicional do I6cus coeruleus no modelo de parkinsonismo induzido pela injecdo
estriatal de 6-OHDA (1ul) acentua a perda de peso dos animais, e essa perda pode ser
revertida pela estimulacao cerebral profunda do ndcleo subtalamico por meio de elétrodos.

Na clinica, a DP também apresenta uma quadro de perda de peso em cerca de 65% dos
pacientes, que parece estar relacionado a afagia, distdrbios gastrointestinais e mecanismos
préprios do curso da doenca ainda ndo conhecidos (CERSOSIMO et al., 2018; MA et al.,
2018). Mecanismos centrais relacionados a perda de peso em pacientes com DP parecem estar
associados a uma maior degeneracao estriatal dopaminérgica (PAK et al., 2018), a piora dos
quadros de discinesia e psicose, além de constipacdo (CUMMING et al., 2018). A perda de
peso em pacientes com DP envolve a perda de gordura corporal total, visceral e subcutanea e
massa muscular (YONG et al., 2020).

A DP é clinicamente caracterizada por sintomas motores progressivos gue acometem a
capacidade motora, como tremor de repouso, acinesia, rigidez muscular, instabilidade e
anormalidades posturais que acarretam problemas de marcha, em geral associadas a
degeneracdo nigro-estriatal e consequente perda de dopamina (BAGLIO et al., 2011,
SCHRAG et al., 2015; SOUZA et al., 2011).

O teste do campo aberto foi realizado em diferentes tempos (0,3,7,14,21 dias de
administracdo de rotenona), a fim de estabelecer o periodo o inicio das alteracbes motoras dos
animais. Nesse trabalho foi observado uma diminuicéo significativa na atividade exploratéria
horizontal do animal (nimero de crossings) e vertical (nimero de rearings) apos 14 e 21 dias
de administracdo da rotenona quando comparados aos controles. Esses resultados corroboram
com o periodo de alteragbes motoras observados nos estudos de Zaminelli (2013) com a
administracdo de 2,5mg/kg de rotenona (i.p) por 15 dias em ratos e com o trabalho de Liu e
colaboradores (2015) utilizando um modelo de contato ambiental em camundongos,
utilizando a dose de 5mg/kg durante 28 dias. Esses trabalhos também demostraram que a
rotenona induz uma diminui¢do dos neurénios dopaminérgicos e dos niveis de monoaminas
levando provavelmente aos déficits motores observados no presente estudo.

Também foi observado no presente estudo uma diminuigdo da velocidade média de
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locomogdo dos animais apds 14 dias de inducdo do modelo, indicando um quadro de
bradicinesia nos animais expostos a rotenona. Até o presente momento ndo ha estudos
avaliando a impacto da rotenona na velocidade do movimento de roedores, contudo Wang e
colaboradores (2017) demostraram que a rotenona € capaz de induz a diminuigdo da
velocidade do movimento num modelo de parkinsonismo induzido por rotenona em peixe
zebrafish. A bradicinesia esta associada a alteragfes nos nucleos basais, fraqueza muscular,
tremor de repouso e rigidez (BERARDELLI, 2001), assim, a lentiddo dos movimentos
observada, se deve provavelmente & diminui¢do dos neurénios dopaminérgicos e niveis de
monoaminas induzidos pela rotenona.

Os pacientes com DP apresentam anormalidades posturais e de equilibrio como quedas
frequentes, sensacdo de desequilibrio ao caminhar e dificuldade de transicdo entre posicoes,
como sentar e se levantar (ALWARDAT et al., 2019; PERERA et al., 2018; RAHMATI et al.,
2019). Em modelos experimentais com rotenona pode-se avaliar alteragdes na postura e
equilibrio utilizando o teste do comportamento de rearing (FLEMING et al., 2004; CANNON
et al.,2009), onde as patas dianteiras utilizadas para 0s animais iniciarem 0s movimentos
requerem deslocamento de peso, e assim, reajuste postural, como 0s necessarios aos humanos
ao caminhar (SHI et al., 2004). A dificuldade em iniciar passos a partir da postura em pé ou a
recuperacdo do centro de gravidade esta relacionada a degeneracdo dos neurbnios
dopaminérgicos na substancia negra (MEREDITH; KANG, 2006).

No presente estudo foi observado um déficit na estabilidade postural dos animais no
teste do comportamento de rearing apos 21 dias de administracdo da rotenona e este resultado
estd de acordo com estudo de Cannon e colaboradores (2009) e também com os achados do
trabalho de de Ogunruku e colaboradores (2019), que demostrou que a administracdo
intraperitoneal de rotenona (2,5mg/kg) por 25 dias em ratos, induz uma diminuicdo no
namero rearings no teste do comportamento de rearing. O teste ndo foi repetido
semanalmente para verificar a linha do tempo de surgimento das alteragfes posturais em
decorréncia de esta sujeito a adaptacdo, podendo interferir nos resultados.

O teste do rotarod € usado para a avaligdo da coordenagdo motora e o equilibrio de
roedores, que sdo indicadores basicos da funcdo motora normal (BOHLEN et al., 2009). O
teste do rotarod foi realizado apds os dias 0,3 ,7 ,14 e 21 da administracdo de rotenona, a fim
de estabelecer o periodo o inicio das altera¢cdes na coordenacdo motoras dos animais. Foram
observados deficits na coordenagdo motora dos animais, com diminui¢cdo no tempo para
queda, no teste do rotarod apds 14 e 21 dias de indugdo do modelo, resultados que estdo de
acordo com o de Gaballah e colaboradores (2016), que demonstraram que a rotenona é capaz
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de induzir déficit na coordenagcdo motora no teste do rotarod apos 21 dias de administracdo
subcutanea numa dose de 1,5mg/kg e o trabalho de Zaitone e colaboradores (2018) que
mostra que a administracdo subcutanea de 1mg/kg de rotenona a cada 48 horas, totalizando 9
injecdes, também induz déficit na coordenagdo motora.

A apomorfina é um agonista dopaminérgico de acdo rapida e curta duracéo, agindo nos
receptores D1 e D2 cerebrais, utilizada no tratamento da DP (FERRAZ, 1999).
Experimentalmente a apomorfina é utilizada com sucesso na averiguacdo da relacdo entre
déficits motores induzidos por rotenona e a diminui¢do do contetdo de dopamina nos nucleos
da base, em modelos experimentais de parkinsonismo (CANNON et al., 2009; LIU et al.,
2015).

No presente estudo ndo foram observadas melhoras no desempenho dos animais no
teste do comportamento de rearing ap6s a administracdo de apomorfina. Entretanto, no estudo
de Cannon e colaboradores (2009) foi demonstrada a responsividade do déficit no
comportamento de rearing a apomorfina, e o trabalho de Teerapattarakan e colaboradores
(2018) mostra a melhora dos déficits motores causados pela administracdo intraperitoneal de
rotenona (2,5mg/kg) por 20 dias apds a administracdo de apomorfina, indicando a relagdo do
déficit postural observado nesse teste e dos déficits motores causados pela rotenona com a
degeneracdo de neurbnios pré-sinapticos dopaminérgicos e a consequente diminuicdo do
conteido de dopamina.

Contudo, no presente estudo, observou-se um aumento do tempo de laténcia para
gueda no teste do rotarod ap6s a administracdo de apomorfina, indicando que esse déficit de
coordenacdo motora observado no teste do rotarod induzido pela administracdo de rotenona
esta relacionado a diminuicdo do contetdo de dopamina.

A injecdo intracerebral de 6-OHDA também é capaz de acarretar déficits motores na
atividade locomotora vertical, na coordenacdo motora e na estabilidade postural
provavelmente devido a neurodegeneracdo dopaminérgica e consequente diminuicdo do
contetido de dopamina (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; SOUSA, 2016), contudo os déficits
motores observados no modelo de parkinsonismo induzido pela 6-OHDA nédo séao
progressivos (ZENG; GENG; JIA, 2018). A injecdo aguda do MPTP é capaz de acarretar
déficits motores na atividade, na coordenacdo motora e na estabilidade postural devido a
morte de neurbnios dopaminérgicos e consequente diminuicdo do contetdo de dopamina,
porém esses deficits ndo sdo progressivos (MEREDITH et al., 2008), ainda ndo esta
completamente esclarecido se o modelo cronico de exposicdo ao MPTP que apresenta
sintomas ndo motores é capaz de induzira déficits motores substanciais (VINGILL, 2018).
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Os pacientes com DP também apresentam diversos sintomas ndo motores que pioram
com a progressdo da doenca e podem ser mais incapacitantes que os acometimentos motores,
geralmente com inicio anterior ao surgimento de sintomas motores (FERESHTEHNEJAD et
al., 2019; SCHRAG et al., 2015). Assim, qualquer modelo da DP que tenta mimetizar os
casos idiopaticos da doenca deveria incorporar esses componentes extra-nigrias e
sintomatologia ndo motora (MORAIS et al., 2012a). Neste trabalho, evidenciamos as
alteracOes ndo motoras similares as que ocorrem na DP.

As alteragBes olfatorias sdo comuns na DP, e podem anteceder os sintomas motores
por anos, aparecendo cerca de 5 a 10 anos antes do surgimento desses, devido a prematura
deposicdo de corpusculos de Lewy no bulbo olfatorio (KONNO et al., 2017). A avaliacdo de
déficits olfatdrios na clinica é em geral realizadas através de testes que avaliam a identificacao,
discriminacgdo e deteccdo de odores (XIE et al., 2013). Os testes de discriminacdo olfatoria
envolvem elementos além das funcdes olfatdrias, requerendo processamento cognitivo e de
memoria, ja os testes de deteccdo de odores servem para uma avaliagdo bruta dos limites do
funcdo olfatéria (FULLARD; MORLEY; DUDA, 2017).

O teste da discriminacdo olfativa baseia-se na observacdo de que roedores adultos
preferem permanecer em ambientes impregnados com o seu proprio cheiro do que em
ambientes inodoros (CARR et al., 1976). No presente estudo observamos que ndo houve
diferenga no desempenho da discriminacao olfatéria apds 7 dias de administracdo de rotenona,
essa sO foi observada apds 21 dias de inducdo do modelo. Contudo Morais e colaboradores
(2012) demostraram que a rotenona é capaz de induzir um déficit no teste de discriminacgédo
olfatéria apds 7 dias de administracdo, utilizando um modelo de administracdo sistémica por
via oral numa dose de 30mg/kg. Trabalhos prévios com rotenona e 6-OHDA (uma toxina
dopaminérgica) intraventriculares demostraram prejuizo na discriminagdo olfatéria nos cursos
finais da doenca (AURICH et al., 2017; MENDONCA, 2017) semelhante ao encontrado no
presente trabalho.

O teste do pellet enterrado é baseado na tendéncia natural do animal de usar a funcao
olfatdria para forrageamento, e é usado para avaliar a habilidade de deteccdo de cheiros
volateis (YANG; CRAWLEY, 2009). No presente trabalho foi observado um déficit na
capacidade de deteccdo de odores apds 7 e 21 dias de administragdo de rotenona, indicativo
de hiposmia, antecedendo os déficits motores. Até o presente momento esse € 0 primeiro
estudo a demonstrar um déficit olfatorio induzido por rotenona por administracdo
intraperitoneal em ratos, bem como o primeiro a demonstrar déficit na deteccdo de cheiro

volateis apenas apos 7 dias de administragdo. Liu e colaboradores (2015) demonstraram que a
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rotenona é capaz de induzir déficit na deteccdo de cheiros volateis, do teste do pellet enterrado
em um modelo de contato ambiental em camundongos, numa dose de 5mg/kg, contudo
apenas apés duas semanas de administracéo.

Podemos inferir que os déficits olfatérios observados no presente estudo podem estar
relacionados as alteracfes nos niveis de monoaminas. A 5-HT desempenha papel fundamental
no processamento olfatério, as projecGes serotoninérgicas Sd0 necessarias para um
funcionamento normal da circuitaria do bulbo olfatorio e o déficit de 5-HT pode ser atribuido
a diminuicdo dessa substancia nos nucleos da rafe e da onde partem as fibras serotoninérgicas
que vao para o bulbo olfatério (FULLARD et al, 2017; SAITO et al., 2016). O déficit de 5-
HT no bulbo olfatério induzido por rotenona em associacdo com déficit olfatério ja foram
anteriormente demonstrados por Morais e colaboradores (2012) e no presente estudo embora
a diminuicdo no contetdo de 5-HT ndo tenha sido significativa, observou-se a perda de cerca
de 50% do contetudo dessa monoamina em relacdo ao controle, podendo ser uma possivel
explicacdo para esses déficits.

Em relacdo ao déficit de deteccdo olfatdria observado antes do déficit motor,
podemos supor que podem se dever a prematura deposicao de corpusculos de Lewy no bulbo
olfatério alterando o funcionamento da circuitaria bulbar, uma vez que a rotenona é capaz de
induzir a formacdo desses agregados proteicos intracelulares, e ja esta bem documentado que
déficits olfatorios pré motores observados na DP refletem a prematura deposicdo de
corpusculos de Lewy no bulbo olfatério (LIMA, 2012). O mesmo resultado nao foi observado
na discriminacdo olfatéria por provavelmente envolver outros elementos cognitivos, como a
memoria olfativa (LIU et al., 2018) que em 7 dias de administracdo ainda ndo estariam
comprometidos.

A injecdo intracerebral de 6-OHDA também é capaz acarretar déficits olfatérios, na
deteccdo e discriminagdo de cheiros, (MENDONCA, 2017) contudo tais déficits ndo sdo
progressivos e sdo observados apenas quando ja ocorrem déficits motores. O déficit olfatorio
causado pelo MPTP em modelos animais ainda néo esta totalmente esclarecido, um vez que o
protocolo que apresentou tal alteragdo foi através da injecdo intranasal podendo assim refletir
um prejuizo na mucosa nasal (TITOVA et al., 2017).

A depressdao ocorre em cerca de 80% dos pacientes com DP, podendo se apresentar
anteriormente aos sintomas motores, e estar relacionado a danos no sistema serotoninérgico,
bem como em mecanismos limbicos noradrenérgicos e dopaminérgicos (CHAUDHURI,
HEALY; SCHAPIRA, 2006; MEIRELES; MASSANO, 2012).
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A anedonia, perda do prazer, € um sintoma da depressdo em humanos e se caracteriza
pela capacidade prejudicada de sentir prazer em situacfes que geralmente sdo consideradas
gratificantes (MUSSARI, 2018) e uma das maneiras de avalia-la em modelos animais é por
meio do teste de preferéncia por sacarose, no qual ratos com comportamento tipo-depressivo
apresentam reducdo do consumo de sacarose (STREKALOVA et al., 2004). No presente
estudo observamos uma reducédo significativa da preferéncia por sacarose apos 14 e 21 dias de
administracao de rotenona, indicando um quadro de anedonia. Nosso resultados corroboram
com o observado por Morais e colaboradores (2012) que demonstraram que a exposic¢éo a 2,5
mg/kg de rotenona (i.p) por 10 dias € capaz de induzir um déficit na preferéncia de consumo
por sacarose , e esse déficit foi associado a diminuicdo dos niveis de dopamina e serotonina.
Esse quadro se teve portanto a alteragcdes nos niveis de monoaminas, Madiha e Haider (2019)
demostraram em seu trabalho que a administragdo subcutanea de rotenona (1,5mg/kg) e capaz
comportamento do tipo depressivo observado através do no teste de preferéncia por sacarose,
associado a uma diminuicdo do conteudo estriatal de dopamina e serotonina e o tratamento
com 0 agente neuroprotetor, a curcumina, protegeu os animais da diminuicdo do contetdo de
monoaminas e preveniu o comportamento tipo depressivo, evidenciando a relagdo entre a
diminuicdo desses esses neurotransmissores e comportamento tipo depressivo.

O comprometimento cognitivo é um dos mais frequentes sintomas nao motores
presentes na clinica, ocorrendo principalmente nos estagios mais avancados da doenca,
afetando cerca de 80% dos pacientes com DP ap6s 20 anos da doenca (MEIRELES;
MASSANO, 2012). Esse comprometimento € caraterizado clinicamente por deméncia
progressiva, prejuizos a memoria e danos a funcdo visoespacial (LYONS; PAHWA, 2011).
Desse modo ao fim de 21 dias de administracdo da rotenona, foram realizados os testes para
avaliacdo da memoria. O teste do labirinto em Y foi utilizado para a avalicdo do
comprometimento da memdaria operacional ou de trabalho, que se baseia na tendéncia natural
dos animais explorarem ambientes novos, envolvendo o cortex pré-frontal e hipocampo
(DELLU et al., 1994). E foi observado que a rotenona conseguiu induzir um déficit na
memoria de trabalho. O teste da esquiva passiva do tipo “step-down” avalia déficits de
memoria aversiva e se baseia no comportamento natural dos roedores explorarem todo o
aparato, descendo a plataforma, porém aprendendo a evitar o choque produzido na area
gradeada, esta memoria aversiva depende principalmente de areas como hipocampo, cortex
parietal, estriado e amigdala (IZQUIERDO et al., 1992; IZQUIERDO; MEDINA, 1997,
LORENZINI, 1996). No presente estudo foi observado um déficit significativo na retencdo da

memoria aversiva (memdria tardia). Esses achados corroboram com os de Moreira e



83

colaboradores (2012) que demostraram que a injecdo bilateral intranigral rotenona é capaz de
induzir um déficit na memoria aversiva no teste da esquiva ativa de duas vias.

Podemos inferir que esses déficits de memaoria podem ser em parte ocasionados pela
diminuicdo dos niveis de dopamina, uma vez que esta monoamina possui papel chave na
regulacdo de certos estagios da aprendizagem e memoria e da plasticidade sinaptica
(CALABRESI et al., 2007; JAY, 2003). A dopamina desempenha um importante papel na
modulacdo da memoria de trabalho via interacBes com circuitos no cortex pré-frontal e
diversos trabalhos relatam ainda a importancia de receptores do tipo D1 e D2 na modulagéo
desse tipo de memoria (LIGGINS, 2009; SOLLMANN; SEIFTER, 1938). Alguns trabalhos
relatam ainda a importancia dos receptores dopaminérgicos na amigdala basolateral e seu
envolvimento nos comportamentos de medo e ansiedade (DE LA MORA et al., 2010).

Alteracbes na fungéo gastrointestinal s&o um dos mais comuns sintomas ndo motores
na DP, normalmente envolvendo nauseas e constipacao, atingindo cerca de 60% dos pacientes
com DP (LYONS; PAHWA, 2011; POSTUMA; BERG, 2019; TYSNES; STORSTEIN,
2017). Esses sintomas parecem ocorrer devido a diversas alteracdes do Sistema Nervoso
Entérico (SNE), como a deposigdo de a-sinucleina nos neurénios e glia do SNE que leva a
distdrbios da sinalizacdo nervosa comprometendo a contratilidade intestinal e alteracdes na
microbiota (CHIANG; LIN, 2019; KLINGELHOEFER; REICHMANN, 2017; PEREZ-
PARDO et al., 2017). Alteragdes no esvaziamento gastrico tem um grande impacto negativo
na qualidade de vida de pacientes com doenca de Parkinson bem como no tratamento da
doenca, uma vez que substancias como a levodopa usada no tratamento da DP séo degradadas
no estbmago, se 0 esvaziamento gastrico diminui e exposicdo da levodopa ao ambiente
estomacal aumenta e a quantidade do farmaco disponivel para o organismo é reduzida
(DELENCLOS et al., 2017; LYONS; PAHWA, 2011).

No presente estudo foi observado que a rotenona foi capaz de induzir um retardo no
esvaziamento gastrico de liquidos observado através do retardo de esvaziamento do isétopo
estavel 3CO,, que se iniciou antes do surgimento dos achados motores. No teste foi
observada uma alteracdo no perfil de esvaziamento a partir do terceiro dia de administragéo
de rotenona, que aumentaram significativamente com os dias de administracdo. Essa mudanca
é caracterizada pela diminuicdo da quantidade total de 'CO, (4area sob a curva) apds,
diminuicdo do pico de liberacdo de *CO, (c-méx) e um atraso no tempo no tempo do
esvaziamento (t-max). Esses déficits se mantiveram presentes nos resultados dos testes
realizados ap0s os intervalos de administracdo da rotenona, demonstrando que ndo se devem

apenas ao afeito agudo da administragdo da rotenona. O retardo do esvaziamento de liquidos
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observado no presente trabalho se deve provavelmente ao aumento da retencdo géstrica
induzida pela administracdo de rotenona apos 21 dias observada no teste do esvaziamento do
corante. Essa retengdo ndo se alterou com administracdo previa do inibidor da bomba de
protons omeprazol, descartando a influéncia a mudanga de pH no retardo do esvaziamento do
corante. Também foi observado uma mudanca no padrdo de distribuicdo do corante no
intestino, sugerindo uma disfuncdo da motilidade gastrointestinal que poderia explicar o
aumento da retencéo gastrica, porém mais estudos seriam necessarios.

Greene e colaboradores (2009) demostraram que a administracdo (i.p) de rotenona
3mg/kg por 28 dias pode acometer o sistema gastrointestinal em roedores, reduzindo a
atividade dos neurdnios inibitorios que inervam o colén proximal e retardando o
esvaziamento gastrico de sélidos. Estudos também sugerem uma relacdo entre a alteracfes no
padrdo de contratilidade do colén com a diminui¢do do contetdo de dopamina e degeneracdo
dos neurbnios dopaminérgicos do sistema nervoso entérico (TASSELLI et al., 2013). No
colon, a dopamina enddgena atua inibindo a contracdo muscular se ligando aos receptores D1
e D2 (LI, 2006). O trabalho de Liu e colaboradores (2015) demostrou que a rotenona é capaz
de induzir alteracdes na motilidade intestinal através da diminuicdo da contagem de bolos
fecais expelidos apds apenas uma semana de exposicdo ao pesticida, e essa alteracdo foi
relacionada ao aumento da deposicdo de alfa-sinucleina no sistema nervoso entérico do ileo.
Os estudos de Bu e colaboradores (2019) mostraram que a estimulacdo elétrica do colon
proximal é capaz de reverter o atraso do transito intestinal causado pela administracdo da
rotenona, atribuindo, assim, esse déficit a alteraces na sinalizacdo de neurdnios excitatdrios e
inibitérios do SNE. Assim podemos supor que uma vez que a rotenona causa alteracdes na
sinalizacdo excitatoria e inibitéria no SNE acarretados por alteracbes como a deposicdo de
alfa-sinucleina nessas células, levando a alteracGes da contratilidade intestinal e aumento da
retencdo gastrica e por consequéncia um retardo no esvaziamento gastrico. Contudo o0s
mecanismos envolvidos no retardo de esvaziamento observado do presente estudo precisam
ser melhor entendidos.

Os achados no presente estudo estdo de acordo com a hipdtese mais recente e aceita
mundialmente do inicio da DP, o modelo Bottom-up proposto por Braak, em que alteracdes
fisiopatoldgicas da DP se iniciaria no trato gastrointestinal e se disseminaria para o sistema
nervoso central via nervo vago (BRAAK et al., 2006). A injecdo intracerebral de 6-OHDA
também é capaz de induzir alteracbes gastrointestinais, contudo em um modelo top-dow
(LECLAIR et al., 2020), demostrando que as alteracGes gastrointestinais no modelos de

Parkinson ndo se devem a acdo direta de toxinas e sim a outros mecanismos, como estresse
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oxidativo, diminuicdo de inervacdo dopaminérgica e inflamagdo (SAMPATH, 2016;
COLUCCI et al., 2012), uma vez que a 6-OHDA é incapaz de atravessar a barreira
hematoencefélica, e demostra também a ampla conexao entre o cérebro e o TGI.

O presente estudo mostrou que a administracdo de rotenona diminui
significativamente os niveis de DA e DOPAC no corpo estriado, e embora ndo tenha se
observado significancia estatistica tambem foi observado uma deplecdo quase pela metade do
conteildo de DA no mesenceéfalo e de 5-HT no bulbo olfatério. Nossos dados corroboram com
os trabalhos prévios realizados por Alam e Schmidt (2002) e Cannon (2009) que sugerem que
0s neurénios dopaminérgicos sejam afetados primeiramente pela rotenona e isso levaria ao
déficit motor, o que também corrobora com os dados motores observados no presente
trabalho.

Os baixos niveis de dopamina também pode ser a explicacdo para a os déficits
psicossomaticos e cognitivos observados. Como dito anteriormente, a DA desempenha um
importante papel na modulacdo da memoria de trabalho e aversiva. Lee e colaboradores (2015)
avaliaram em seu estudo o efeito da diminuicdo de dopamina e a interconexdo entre
comportamento motor e depressdo em ratos.

No presente estudo também foi observado que a exposi¢do a rotenona por 21 dias causou
neurodegeneracdo dopaminérgica observavel através da diminui¢do da imunorreatividade para o
marcador dopaminérgico tirosina hidroxilase (TH) no estriado e substancia negra. Esse achado
esta de acordo com os estudos de Alam e Schmidt (2002) e Cannon (2009) que demostraram a
neurodegeneracdo no modelo de parkinsonismo induzido por rotenona (i.p) por 21 dias. A
diminuicdo da imunorreatividade para TH explica a diminuicdo da concentracdo de dopamina
e seus metabolitos observados. Essa neurodegenracdo pode estar relacionada com a
neuroinflamacdo observada no presente trabalho, demonstrada pela microgliose e astrogliose
observada no estriado. Assim como pelo estresse oxidativo observado no bulbo olfatério e
mesencéfalo. Esses achados estdo de acordo com os trabalhos Ojiha e colaboradores (2015)
que demonstraram que a administracdo de rotenona 2,5mg/kg por 4 semanas levou a perda de
neurdnios dopaminérgicos associado ao aumento dos niveis neurdnios positivos para GFAP e
iba-1 no estriado e mesencéfalo e de peroxidacdo lipidica do mesencéfalo em roedores. O
trabalho de Javed e colaboradores (2016) demostrou que a rotenona levou a perda de
neuronios dopaminérgicos no estriado e substadncia negra associado a microgliose e
astrogliose no estriado e aumento da peroxidacao lipidica e niveis de nitrito no mesencéfalo e
estriado.

A rotenona se aloja nas células levando a inibicdo do complexo | da cadeia
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transportadora de elétrons mitocondrial, induzindo uma cascata de eventos relacionada a
estresse oxidativo e inflamacéo, acarretando morte celular por crise bioenergética, diminuindo
0 armazenamento de dopamina, levando a estresse oxidativo e inflamacdo (DARBINYAN et
al., 2017; SONIA et al., 2012; THAKUR; NEHRU, 2013; YUAN etal., 2015). A crise
bioenergética ocasionada pelo dano mitocondrial acarreta reacdo microglial e ativacdo de
astrocitos (BERNDT; HOLZHUTTER; BULIK, 2013; JOHNSON; BOBROVSKAYA, 2015).

No presente estudo observou-se que o surgimento de todos os sintomas motores
avaliados s6 foi observado a partir de um periodo de 14 dias de administracdo, estabelecendo
um marco temporal bem definido para essa sintomatologia motora. Foi observado que o
déficit de deteccdo olfatoria apds apenas 7 dias de administracdo, e retardo no esvaziamento
gastrico de liquidos apos 3 e 7 dias de exposicdo a rotenona, se constituindo assim como os
primeiros achados de parkinsonismo observado no presente modelo, e este periodo pode ser
usado como marco para inicio de tratamento com drogas elegiveis para neuroprotecdo. O
presente trabalho demostra ainda englobar diversos sintomas ndo motores, como déficits de
memoria e comportamento do tipo depressivo e achados histopatoldgicos como
neurodegeneracdo dopaminérgica, neuroinflamacéo e estresse oxidativo, que séo similares a
fisiopatologia da DP. Vale ressaltar que os déficits motores e ndo ndo-motores observados
pioram com o tempo de administracdo. Assim nosso trabalho demostrou que a rotenona €
capaz de induzir um modelo de parkinsonismo robusto, com achados motores e ndo motores
numa linha temporal bem definida associada a uma fisiopatologia similar a da DP, assim
representa uma excelente ferramenta na busca de novas terapias para a DP, bem como
propicia meios para a investigacdo dos mecanismos fisiopatol6gicos envolvidos nos sintomas

ndo motores da DP, com seguranga aos pesquisadores.
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6. CONCLUSAO

A administracdo intraperitoneal de rotenona na dose de 2,75mg/kg por 21 dias induz
parkinsonismo experimental em ratos numa linha temporal bem definida e esses achados se
devem provavelmente a diminuicdo estriatal de dopamina, neurodegenerecdo,
neuroinflamacdo e estresse oxidativo. Assim concluimos que a rotenona causa
neurodegeneracdo e alteracbes motoras e ndo motoras por mecanismos que envolvem
inflamacdo e estresse oxidativo numa linha temporal que pode ser similar a clinica da doenga,
sendo assim um bom modelo de parkinsonismo que pode ser utilizado na busca novas de

novas substancias neuroprotetoras bem como na compreensdo da patogénese dessa doenca.
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