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RESUMO 

 
 

A doença de Parkinson (DP) atinge cerca de 1,6% da população mundial acima dos 65 

anos, sendo a segunda doença neurodegenerativa mais comum em idosos. A DP é 

caracterizada pela perda progressiva dos neurônios dopaminérgicos da substância negra, 

levando a uma grave redução dos níveis de dopamina, resultando em diversos sintomas 

motores (tremor de repouso, bradicinesia, instabilidade, anormalidades posturais e acinesia) e 

sintomas não motores (hiposmia, depressão, demência, ansiedade e constipação). A rotenona é 

um pesticida que mimetiza sintomas da DP, representando um modelo de critério de 

constructo. O objetivo do presente estudo é estabelecer uma linha temporal do surgimento das 

alterações motoras e não 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 

veículo DMSO + óleo de girassol, i.p. durante 21 dias). Os resultados mostraram que a 

rotenona foi capaz de induzir déficits motores na exploração horizontal e vertical e velocidade 

média dos animais no teste do campo aberto após 14 e 21 dias de administração (p< 0,05), na 

estabilidade postural no teste do comportamento de rearing e na coordenação motora no teste 

do rotarod após 14 e 21 dias (p< 0,05). O déficit observado no rotarod foi responsivo à 

apomorfina, que melhorou o desempenho dos animais. A rotenona também induziu déficits 

não motores, como prejuízo olfatório no teste do pellet enterrado após 7 e 21 dias, e no teste 

da discriminação olfatória após 21 dias, comportamento tipo-depressivo no teste de 

preferência por sacarose após 14 e 21 dias, bem como prejuízo na memória de trabalho no 

teste do labirinto em Y e memoria aversiva no teste da esquiva passiva após 21 dias de 

administração (p< 0,05). A rotenona também retardou significativamente o esvaziamento 

gástrico de líquidos e induziu a perda de neurônios dopaminérgicos no estriado e substância 

negra, diminuição do conteúdo de dopamina e DOPAC, microgliose e astrogliose no estriado, 

além de causar estresse oxidativo no bulbo olfatório e mesencéfalo (p<0,05). Concluímos que 

a rotenona causa neurodegeneração e alterações motoras e não motoras por mecanismos que 

envolvem neuroinflamação e estresse oxidativo numa linha temporal que pode ser similar a 

clínica da doença, sendo assim um bom modelo de parkinsonismo que pode ser utilizado na 

busca novas de novas substâncias neuroprotetoras bem como na compreensão da patogênese 

dessa doença. 



 

Palavras-chave: Doença de Parkinson. Rotenona. Déficits motores. Neurodegeneração. 

Neuroinflamação. Alterações 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. INTRODUÇÃO 

 
1.1 A Doença de Parkinson 

 

 
A Doença de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez pelo médico inglês 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 involuntário 

trêmulo, com força muscular diminuída; com uma propensão de curvatura do tronco para 

frente” (JOST; REICHMANN, 2017). Contudo, os sinais e sintomas motores da DP como 

conhecemos hoje só foram descritos em 1880 pelo médico francês Jean-Martin Charcot, que 

os descreveu como sendo tremor em repouso, rigidez muscular, postura rígida e arqueada (LEES, 

2018). Atualmente a DP é definida como uma desordem neurodegenerativa crônica 

caracterizada pela perda progressiva dos neurônios dopaminérgicos da substância negra, 

resultando em diversos sintomas motores e não motores (ELBAZ et al., 2015; VENDEROVA; 

PARK, 2012). 

 

 
1.1.1 Epidemiologia 

 

 
A DP é o segundo transtorno neurológico degenerativo, relacionado à idade, mais 

comum em humanos, atrás apenas da Doença de Alzheimer (ELBAZ et al., 2015; TYSNES; 

STORSTEIN, 2017). Segundo a Parkinson’s Foudantion (2017), mais de 10 milhões de 

pessoas no mundo têm a Doença de Parkinson. As doenças crônicas neurodegenerativas 

afetam principalmente pessoas idosas, cerca de 1,6% da população mundial acima de 65 anos 

(FRITSCH et al., 2012), com idade média de aparecimento dos sintomas entre 62 e 70 anos e 

pico de incidência entre os 70 e 79 anos (MUANGPAISAN et al., 2011) e com o aumento da 

expectativa de vida observa-se um aumento crescente dessas patologias (DORSEY et al., 

2007). 

Não existem dados atualizados da epidemiologia da DP no Brasil, no entanto, segundo 

a Associação Brasil Parkinson, ela já ultrapassa 200 mil casos no nosso país (BRASIL, 2006) 

e atinge 3,3% da população acima de 64 anos (SANTOS, 2015). O Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística (IBGE), nos dados do último CENSO, aponta cerca de 220 mil casos 

de Parkinson já 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 número 
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de pessoas acometidas com a DP no país dobre em 2030 (DORSEY et al., 2007). Em um 

estudo mais recente de Bovolenta et al. (2016), que considerou a população brasileira acima 

de 60 anos e o percentual de prevalência destes como sendo portadores da DP, indicado em 

pesquisas no país, infere que o Brasil possui mais de 630 mil pessoas portadoras da DP . 

A DP é uma das doenças neurológicas mais economicamente dispendiosas da velhice 

(GUMBER, 2019; SPOTTKE et al., 2005) e representa um grande impacto econômico aos 

cofres públicos. Nos Estados Unidos, o custo anual da DP é estimado em 10,8 bilhões de 

dólares (CHEN, 2010; WEIR et al., 2018), e na Europa Oriental, os custos anuais são 

estimados em 0,2 bilhões de euros (WINTER et al., 2010). No Brasil não existem dados 

atuais dos impactos totais da DP aos cofres públicos, contudo apenas a implementação do 

novo Protocolo de Tratamento da Doença de Parkinson junto ao Sistema Único de Saúde 

(SUS) contabilizaram um investimento de R$ 17,91 milhões (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2017). 

 

 
1.1.2 Fisiopatologia 

 

 
A DP é caracterizada pela perda progressiva e irreversível dos neurônios 

dopaminérgicos mielinizados da região pars compacta da substância negra (SNpc), localizada 

no mesencéfalo, levando a uma grande redução nos níveis 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 

presença de inclusões citoplasmáticas eosinofílicas de proteínas não solúveis, como a α- 

sinucleína e ubiquitina, chamados corpúsculos de Lewy (Figura 1C), principalmente no locus 

coeruleus, gânglios basais, hipotálamo, córtex cerebral, núcleos motores dos nervos cranianos 

e em componentes centrais e periféricos do sistema nervoso autônomo (BABA et al., 1998; 

EMBORG et al, 2004; PAL et al, 2011; WIRDEFELDT et al., 2011). 

Os sintomas motores da DP manifestam-se após a perda de cerca de 70 a 80 % dos 

neurônios dopaminérgicos da SNpc (GREENAMYRE et al., 2011; LEWIS et al., 2011). A 

DP envolve ainda uma disfunção em múltiplos sistemas monoaminergicos, como o 

dopaminérgico, colinérgico, serotoninérgico e noradrenérgico (TEIVE, 2005). 

A etiologia da DP ainda é desconhecida, idiopática, porém múltiplos fatores parecem 

contribuir pra doença, numa complexa associação entre fatores genéticos, ambientais e 

envelhecimento (ROSS; SMITH, 2007). Aproximadamente 10-15% dos pacientes com DP 
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possuem histórico familiar desta patologia em parentes de primeiro grau (ELBAZ et al., 2015). 

Os fatores ambientas estão relacionados principalmente à exposição a pesticidas. Estudos 

mostram uma grande prevalência da DP em trabalhadores rurais e a relação estreita entre a 

exposição 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, acúmulo de proteínas alteradas, excitotoxicidade, 

processo inflamatório, mecanismos pró-apoptóticos e disfunção 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 

príons, devido ao comportamento semelhante a príons dos agregados proteicos de α- 

sinucleína (LEMA TOMÉ et al., 2013; OLANOW; BRUNDIN, 2013). Contudo, as causas da 

morte neuronal que ocorre na DP ainda não estão completamente elucidadas. 

 
Figura 1. Principais achados fisiopatológicos da Doença de Parkinson. 

A e B- Neurodegeneração da via Nigroestriatal na DP. C- Presença de corpúsculos de Lewy intracitoplasmáticos. 

Fonte: adaptado de Dauer; Przedborski, 2003. 

 

 

1.1.3 Sintomas motores e não 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 estão associadas a disfunção nigro- 

estriatal e a consequente perda de dopamina, sendo inicialmente afetados os músculos 

próximos ao pescoço, seguidos dos músculos da face, membros superiores e inferiores 

(BAGLIO et al., 2011; SOUZA et al., 2011). As anormalidades posturais e de equilíbrio se 

devem principalmente à perda dos reflexos posturais. A postura é acometida principalmente 

em situações em que os pacientes não dedicam atenção plena na manutenção postural 

(SCHRAG et al., 2015), o que se reflete também na marcha, que passam a ter passos mais 

curtos e arrastados, com anteriorização da cabeça, flexão dos joelhos e ausência da 

participação do movimento dos braços (LYONS et al, 2011). 

A DP apresenta diversos sintomas não 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 clínico inicia-se com 

sintomas pré-motores, com o surgimento de sintomas como constipação, hiposmia 

(diminuição da capacidade olfativa), desordens no sono REM (Rapid Eye Movement), 

ansiedade, depressão, fadiga, hipotensão, disfunção sexual, que aparecem cerca de 5 a 10 anos 

antes dos sintomas motores (SCHRAG et al., 2015). No decorrer da doença são observados 

ainda diversos outros sintomas como problemas cardiovasculares, problemas de atenção e 

memória, demência, distúrbios de humor e sialorreia (GUO et al., 2013; OBESO et al., 2017; 

POSTUMA; BERG, 2019; WOLTERS, 2009), que pioram com a progressão da doença e 

podem ser mais incapacitantes que os próprios sintomas motores (CHAUDHURI; HEALY; 

SCHAPIRA, 2006). 

Recentemente, o interesse nos sintomas pré-motores tem crescido, uma vez que, como 

já citado, o surgimento dos sintomas motores, que são o marco atual para o diagnóstico da 

doença, ocorre quando já há cerca de 70-80% de perda de neurônios dopaminérgicos. Assim, 

o estudo dos achados pré-motores pode não apenas auxiliar no delineamento fisiopatológico 

da progressão inicial da DP, mas também na identificação de pessoas em risco eminente do 

desenvolvimento da doença, pois quanto mais cedo iniciado o tratamento, melhor a 

responsividade. Além disso, essas pessoas poderão ser elegíveis para ensaios clínicos de 

estratégias neuroprotetoras, que se mostraram promissoras em ensaios pré-clínicos 

(CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 2006; CHEN, 2010; GUO et al., 2013). 

A hiposmia e anosmia são comumente os primeiros sinais clínicos da DP a surgir, 

cerca de 20 anos antes do diagnóstico, possui alta prevalência, acometendo 90% de pacientes 

com Parkinson e tem crescentemente sido usada como um biomarcador clinico da doença 
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(DALL’ANTONIA; ŠONKA; DUŠEK, 2018; FERESHTEHNEJAD et al., 2019). 

Sintomas gastrointestinais com constipação são os sintomas não motores mais comuns 

da doença de Parkinson, atingindo cerca de 60% dos pacientes e aparecendo cerca de 5 a 10 

anos antes do diagnóstico (KLINGELHOEFER; REICHMANN, 2017; LECLAIR- 

VISONNEAU et al., 2020). Esses sintomas possuem grande papel no curso da doença, 

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

 

 
1.1.4 Tratamentos para DP 

 

 
Atualmente, só existem medicamentos para atenuar os sintomas motores, mas esses 

não impedem a progressão da doença, permanecendo a contínua perda neuronal. Esses 

medicamentos atuam aumentando os níveis de dopamina no cérebro ou mimetizando seus 

efeitos, como a Levodopa , precursor da dopamina, que aumenta os níveis desta, sendo 

geralmente associada a inibidores da dopa descarboxilase de ação periférica (ex. carbidopa, 

benserazida), ou drogas que previnem a degradação endógena da dopamina (inibidores da 

MAO-B, ex. selegilina, rasagilina). Outros fármacos prescritos são 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 reposição de dopamina pode acarretar efeitos adversos, 

desde flutuações clínicas até discinesia. De fato, a levodopa induz flutuações clínicas, seja 

pelo encurtamento ou pela inconsistência do efeito da mesma, em cerca de 80% dos pacientes 

após 5 anos de tratamento, e 40% apresentam um quadro de discinesia após o mesmo período 

de tratamento, que se caracteriza por picos de movimentos involuntários, sendo muitas vezes 

mais incapacitantes que a própria DP (CLARKE et al., 2005; KATZENSCHLAGER; LEES, 

2002; STOCCHI; TAGLIATI; OLANOW, 2008). 

As intervenções cirúrgicas são ainda uma opção para casos avançados da DP e para o 

tratamento de alguns casos resistentes ao tratamento farmacológico (FARGEL et al., 2007). A 

Estimulação Cerebral Profunda (Deep Brain Stimulation, DBS) consiste na implantação de 

uma espécie de marca-passo cerebral que gera impulsos elétricos de alta frequência e é, 

atualmente, a intervenção cirúrgica de primeira escolha pelo fato de ser potencialmente mais 

segura que as outras opções (BENABID et al., 2009). Contudo as intervenções cirúrgicas são 
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utilizadas em casos específicos, devido ao alto custo e a limitação de sua eficácia a longo 

prazo. 

Vale ressaltar que o tratamento da DP deve ser multiprofissional, realizado por 

médicos, fisioterapeutas, psicólogos, fonoaudiólogos e nutricionistas, e individualizado a 

terapêutica de acordo com as características clinicas do paciente, como idade, progressão da 

doença, comorbidades, estilo de vida, entre outras (CHAUDHURI; HEALY; SCHAPIRA, 

2006; FARGEL et al., 2007). 

O uso de agentes neuroprotetores é outra opção de crescente interesse, que têm 

mostrado bons resultados em estudos pré-clínicos. A maioria desses possuem fortes 

propriedades antioxidantes (ex. vitamina E, ácido úrico) e/ou anti-inflamatórias (ex. anti- 

inflamatórios não esteroidais-AINES, minociclina, estatinas) ou são agentes anti-apoptóticos, 

que vêm se mostrando capazes de barrar a neurodegeneração dopaminérgica (TAVARES, 

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

 

 
1.1.5 Modelos animais da DP 

 

 
Os modelos animais são excelentes ferramentas para o entendimento de doenças. E 

podem ser classificados em três grupos de acordo com critérios farmacológicos, comportamentais 

e bioquímicos. A validade preditiva é o nível mais baixo de validade e representa os modelos com 

isomorfismo farmacológico, contudo a geração de sinais e sintomas não é totalmente relacionado  

à doença. A validade de face assegura similaridade entre o modelo e doença em relação à sintomas, 

porém não em relação aos mecanismos fisiopatológicos. Já 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 fisiopatológicos da doença (DRECHSEL; PATEL, 

2008; ELLENBROEK; COOLS, 1988). 

Para o estudo da DP, foram desenvolvidos modelos animais utilizando animas 

geneticamente modificados, com deleções, mutiplicações e outras alterações de genes ligados 

a proteinas envolvidas na fisiopatologia da DP, como a α- sinucleina , e os que utilizam 

toxinas que lesam e destroem seletivamente os sistemas catecolaminérgicos. Os modelos 

desenvolvidos com toxinas mais utilizados nas últimas décadas, incluem a 6-hidroxidopamina 

(6-OHDA), 1- metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidroperdidina (MPTP), paraquat e rotenona, sendo 

os dois primeiros os mais bem caracterizados. As características dos principais modelos de 

Parkinsonismo utilizando toxinas estão resumidos na Tabela 1 (ALAM; SCHMIDT, 2002; 

GREENAMYRE et al., 2011; MEREDITH et al, 2008). 
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A 6-OHDA é um análogo da dopamina e foi o primeiro modelo de DP empregado, ela 

não cruza a barreira-hematoencefálica portanto é utilizada através de injeções intracerebrais 

(GRANDI, 2018). Uma vez no cérebro, a 6-OHDA é transportada pelo transportador de 

dopamina (DAT) para o interior dos neurônios dopaminérgicos onde inibe o complexo I e IV 

da cadeia transportadora de elétrons nas mitocôndrias causando estresse oxidativo, 

excitotoxicidade glutamatérgica e inflamação, levando a morte seletiva dos neurônios 

dopaminérgicos (TITOVA et al., 2017; BLESA, 2018; ZENG; GENG; JIA, 2018). A 6-OHDA 

produz um modelo com uma lesão robusta e de alta reprodutibilidade, levando ao surgimentos 

de déficits motores, olfatórios, gastrointestinais e na memória não progressivos, contudo essa 

toxina não reproduz os todos os mecanismos fisiopatológicos da DP, parecendo não afetar 

outras regiões cerebrais além do estriado e SN, não induz a produção de agregados proteicos e 

não interage com a α-sinucleína (REZAEE et al., 2019; SALARI; BAGHERI, 2019). 

O MPTP é uma toxina que atravessa a barreira-hematoencefálica, podendo ser 

administrado por vias periféricas, uma vez no cérebro é metabolizado à neurotoxina MPP+ 

pelos astrócitos e transportada ao interior de neurônios dopaminérgicos pelo DAT onde inibe  

o complexo I da cadeia transportadora de elétrons causando déficit energético, estresse 

oxidativo, excitotoxicidade glutamatérgica e inflamação (GRANDI, 2018; BLESA, 2018; 

ZENG; GENG; JIA, 2018). O MTPT produz um modelo com degeneração seletiva dos 

neurônios dopaminérgicos em camundongos, não apresentando o mesmo sucesso quando 

injetado em ratos, levando a déficits motores não progressivos, déficits gastrointestinais e na 

memória. O MTPT também não interage com a α-sinucleína (SALARI, 2019; ZHANG et al., 

2017). 

 

 
1.3 A rotenona e o modelo de parkinsonismo 

 

 
A rotenona (Figura 2) é membro dos rotenóides, pertencentes à família dos 

isoflavonóides, obtida de plantas leguminosas das espécies Derris elliptica, Lonchocarpus 

nicou, e Tephrosia vogelii. É comumente usada como pesticida em plantações, por possuir 

pouca fitotoxicidade, bem como veneno para peixes e em várias preparações contra piolhos 

para uso em humanos e outros animais (VILLAR, 1991; NEHRU et al, 2013). A rotenona é 

largamente utilizada em alguns países, devido características como: rápida decomposição ao 

contato com luz e ao ar e não deixar resíduos e/ou metabolitos tóxicos (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 hematoencefálica devido a sua alta lipossolubilidade 

e se acumula em organelas intracelulares, como as mitocôndrias, onde age como um potente 

inibidor do complexo I da cadeia respiratória mitocondrial, por inibir a enzima nicotinamida 

adenina dinucleotídeo desidrogenase (NADH), levando à morte neuronal (CANNON et al., 

2009; GIASSON; LEE, 2016; GREENAMYRE et al., 2011; JOHNSON; BOBROVSKAYA, 

2015; MEREDITH et al, 2008; ZHANG et al., 2017). 
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Tabela 1. Características dos principais modelos animais de parkinsonismo utilizando toxinas. 
 
 

 

TOXINA 

TEMPO DE 

MAIOR PERDA 
NEURONAL 

 

PERDA DE DA 

ESTRIATAL 

 

VANTAGENS 

 

DESVANTAGENS 

 

AUTORES 

 

6-OHDA 

Intranigral 

 

42h 

 

Dose-dependente 

- Alta morte neuronal; 

-Pode mimetizar estágios 

terminais e iniciais da DP. 

-Não Progressiva; 

-Não apresenta inclusões; 

-Não mostra patologia 

extranigral 

SALARI (2019) 

6-OHDA 

Intraestriatal 

 

16 semanas 
Perda de TH no 
local da injeção. 

 

-Progressiva. 

-Não apresenta inclusões; 

- Não mostra patologia 

extranigral 

SALARI (2019) 

 
MPTP agudo 

 

24h 
Perda de DA do 
estriado dorsal. 

-Inibe o complexo I; 
-Baixa de TH no estriado. 

-Não progressiva; 
-Não apresenta inclusões. 

ZHANG (2017) 

MPTP 

crônica 

 

3 semanas 
Baixa de DA do 

estriado dorsal. 

-Inibe o complexo I 

-Inclusões de α-sinucleina. 

- Patologia extranigral. 

-Rápida morte neuronal. 

-As inclusões não são 

semelhantes à corpúsculos de 

Lewy. 

ZHANG (2017) 

 
 

Paraquat 

 

 

7 dias 

 

 

Pouca alteração. 

 

 

-Baixa de DA 

-Resultados inconsistentes de 

perda de DA; 

-Não apresenta inclusões; 

-Não mostra patologia 

extranigral 

BLESSA (2018) 

 

 

Rotenona 

 

36 dias ou + 
Perda de TH no 

estriado, dose 

dependente. 

-Inibição do complexo I; 

-Perda progressiva de 

células dopaminérgicas; 

-Inclusões de alfa 

sinucleina; 

-Va i.p mostra patologia 

extranigral. 

-Grande variação entre os 

animais; 
-Variação na resposta motora. 

GREENAMYRE (2011) 

TITOVA (2017) 

Fonte: adaptado de MEREDITH et al, 2008. 
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Figura 2 – Estrutura química da rotenona. 

 

 

Fonte: (ALMEIDA, 2010) 

 

 

A inibição do complexo I da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial 

ocasionada pela exposição a esse pesticida induz uma cascata de eventos relacionada a 

estresse oxidativo e inflamação. Esse déficit mitocondrial acarreta morte celular por crise 

bioenergética, prejudicando o armazenamento da dopamina em vesículas, por isso na 

exposição crônica à rotenona observa-se incialmente um aumento dos níveis de DA, de 

espécies reativas de oxigênio (EROs) e óxido nítrico, formando um quadro de estresse 

oxidativo e peroxidação lipídica, gerando danos no DNA (DUTY; JENNER, 2011; 

GREENAMYRE et al., 2011; JOHNSON; BOBROVSKAYA, 2015; LEVY; 

MALAGELADA; GREENE, 2009; WU; JOHNSON, 2007). A incapacidade da produção de 

ATP também acarreta a entrada excessiva de cálcio na célula, reação microglial e ativação de 

astrócitos (BABA et al., 1998; BERNDT; HOLZHÜTTER; BULIK, 2013; JOHNSON; 

BOBROVSKAYA, 2015; VENDEROVA; PARK, 2012). 

A rotenona também parece elevar os níveis de glutamato deixando os neurônios 

dopaminérgicos mais vulneráveis a excitotoxicidade glutamatérgica (GREENAMYRE et al., 

2011; SONIA ANGELINE et al., 2012; WU; JOHNSON, 2007), além do acúmulo de α- 

sinucleina com formação de corpúsculos de Lewy (BETARBET et al., 2000; YUAN et al., 

2015), e acúmulo de tubulina intracelular e ativação de caspases, levando a ativação de 

mecanismos de apoptose (SARAVANAN; SINDHU; MOHANAKUMAR, 2005; SCHOBER, 

2004) (Figura 3). Isso tudo resulta na morte dos neurônios dopaminérgicas na substância 

negra e estriado (BETARBET et al., 2000) e perda de neurônios noradrenérgicos no locus 

coeruleus (DUTY; JENNER, 2011), resultando nas manifestações clinicas como, alterações 
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motoras (ALAM; SCHMIDT, 2002; LEWIS et al., 2011), comportamento tipo-depressivo e 

distúrbios do sono, hiposmia e distúrbios do sono REM. (LIMA, 2012; MORAIS et al., 2012a) 

 
Figura 3- Mecanismos de toxicidade induzida por rotenona em neurônios dopaminérgicos. 

Fonte: Adaptado de SHOBER, 2004. 

 

 

Desse modo, o modelo induzido pela rotenona parece compartilhar os mesmos 

mecanismos da DP, como degeneração seletiva de neurônios dopaminérgicos, inibição do 

complexo I mitocondrial e ocorrência de corpúsculos de Lewy. Além disso, cumpre critérios 

de validade de face e preditiva representando assim um modelo de validade constructo (o 

maior grau de validação como critério para modelos animais) (ALAM; SCHMIDT, 2002; 

ELLENBROEK; COOLS, 1988). 

Apesar das vantagens experimentais, a rotenona sistêmica ainda não é muito utilizada 

como modelo de DP pelo fato de ocasionar alta mortalidade dos animais por interferência na 

fosforilação oxidativa dos órgãos periféricos vitais (SARAVANAN; SINDHU; 

MOHANAKUMAR, 2005; ZHANG et al., 2017b), e, muitas vezes, apresentar baixa 

reprodutibilidade. Muitos pesquisadores preferem, assim, a injeção estereotáxica que reduz 

essa mortalidade, mas contém o viés de não mimetizar a exposição ambiental nem a 

progressão da doença. 

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

que estudam a DP, originando inúmeros 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 não motores, podendo 

ser uma alternativa para a busca de novas drogas neuroprotetoras. 

Entender a toxicidade induzida pela rotenona por si só é importante, uma vez que ela é 

largamente utilizada como venenos para peixes fora do pais, podendo se depositar em lençóis 

freáticos levando a bioacumulação podendo se transmitido ao longo da cadeia trófica 

(RATHORE et al., 2002; ROBERTSON; SMITH-VANIZ, 2008; SMITH; GANGOLLI, 2002) 

e no Brasil não há acompanhamento ou dados de sua utilização, nem dados homogêneos de 

intoxicação por pesticidas e uma vez que os agrotóxicos no país são usados em combinações, 

nem sempre elucidadas, pouco se sabe da utilização da rotenona e seus desdobramentos 

(DELGADO; PAUMGARTTEN, 2004; FARIA et al., 2004; SIQUEIRA, 2006). De fato, no 

Brasil o único agrotóxico em tramitação para proibição devido sua associação ao 

parkinsonismo é o Paraquat. E um estudo com 100 mil pessoas já demostrou que a exposição 

a rotenona aumenta a incidência de parkinsonismo em 70% (ROSS; SMITH, 2007). E a 

aprovação anual de novos agrotóxicos no Brasil tem sido a maior em 15 anos (LEITE, 2020) 

devido a uma nova legislação, mais permissiva de utilização e liberação de agrotóxicos 

(MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, 2019). 
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2. RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

 
Os dados recentes mostrando um aumento alarmante na incidência da DP no Brasil (36 

mil casos surgem por ano no país) e no mundo (acometendo 10 milhões de pessoas) estimulam a 

procura por novas terapias, não somente que reduzam a perda de neurônios dopaminérgicos, e os 

consequentes distúrbios motores, como também que vise diminuir as complicações não motoras 

que podem ser um dos aspectos mais incapacitante da DP. E essa procura por novas substâncias 

neuroprotetoras tem se mostrado desafiadora no sentido de traduzir resultados positivos de  

estudos pré-clínicos em clínicos (LANG, 2006). Assim faz-se necessário o aprimoramento de 

modelos animais que englobem uma sintomatologia mais próxima da clínica da DP e auxiliem a 

busca de novas substâncias neuroprotetoras, bem como no entendimento da fisiopatologia da 

doença, uma vez que a etiologia da morte neuronal dopaminérgica na DP continua não totalmente 

esclarecida, parecendo envolver uma associação entre fatores genéticos, ambientais e 

envelhecimento. O principal fator ambiental relacionado a ocorrência da DP é a exposição a 

pesticidas. Estudos mostram uma grande prevalência da DP em trabalhadores rurais e a 

relação estreita entre a exposição a esses produtos e aumento do risco de desenvolver DP. No 

Brasil a aprovação anual de novos agrotóxicos tem sido a maior em 15 anos devido a uma 

nova legislação, mais permissiva de utilização e liberação de agrotóxicos. O modelo de DP 

induzido pela rotenona é um modelo de critério de constructo, além de sua exposição crônica 

por injeção poder ser comparada à exposição crônica ambiental à pesticidas. Assim estudar a 

capacidade da rotenona de induzir sintomas motores e não motores por administração 

sistêmica, 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 alterações motoras e não motoras e 

os mecanismos envolvidos no modelo de parkinsonismo experimental induzido pela rotenona 

em ratos. 

 
3.2 Objetivos específicos 

 
 

No modelo de parkinsonismo experimental induzido por rotenona, estabelecer uma 

linha temporal das alterações e mecanismos envolvidos, avaliando os seguintes parâmetros: 

• Taxa de mortalidade. 

• Modificações no peso e composição corporal. 

• Alterações do comportamento motor. 

• Hiposmia. 

• Aprendizado e memória. 

• Comportamento do tipo depressivo. 

• Modificações no esvaziamento gástrico. 

• Dano neuronal: 

-Concentração de monoaminas no mesencéfalo, no corpo estriado e bulbo olfatório. 

- Imunorreatividade para tirosina hidroxilase (TH) no estriado e SN; 

-Ativação glial 

-Estresse oxidativo. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

 
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 Ceará (UFC) 

e transferidos para o biotério do Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos 

(NPDM), da Universidade Federal do Ceará (UFC). Os animais (220-240g) foram mantidos 

em gaiolas acrílicas micro isoladas, forradas com maravalha (raspa de madeira de pinho), com 

ciclo claro/escuro de 12/12 h e alimentados com ração peletizada padrão e água ad libitum. 

No que se refere aos cuidados com os animais, este estudo seguiu os princípios éticos 

da experimentação animal, estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle e 

Experimentação Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) sob número 54/2017. 

 
4.2 Drogas 

 
As seguintes drogas foram utilizadas: rotenona (Sigma-Aldrich®-USA), 

dimetilsulfóxido (DMSO), Óleo de Girassol (Cargill Agrícola SA®-BR), apomorfina (Sigma- 

Aldrich®-USA), Cetamina (König, Argentina) e Xilazina (König, Argentina). Todos os 

demais reagentes utilizados foram de grau analítico. 

A rotenona foi preparada diariamente protegida da luz, sendo inicialmente diluída em 

100% DMSO e em seguida diluído em óleo de girassol de forma a chegar à solução de 2,75 

mg/mL em 98% de óleo de girassol e 2% de DMSO. As suspensões foram passadas no 

agitador vórtex em cada fase do preparo, como na separação das doses e antes da 

administração em cada animal. 

 
4.3 Protocolo experimental 

 
 

Foram utilizados ao todo 88 animais divididos em 2 grupos. O grupo controle (CTL) 

recebeu veículo (98% de óleo 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 os grupos 

foram tratados semanalmente (segunda-feira a sexta-feira.) por 21 dias. Esse protocolo é uma 

adaptação do modelo proposto por Cannon e colaboradores (2009), em que a aplicação 
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intraperitoneal de rotenona por 21 dias consecutivos causa pouca ou nenhuma toxicidade 

periférica, a adaptação para um modelo com intervalos entre as aplicações visa diminuir a 

mortalidade gerada pela rotenona. 

Concomitante com a administração da rotenona foram realizados os testes motores e 

não motores nos dias: 0, 3, 7, 14 e 21 após o início da administração da droga, a fim de 

estabelecer a linha do tempo de ocorrência de tais achados. Para isso, os animais foram 

divididos em três 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, 

discriminação olfatória e esvaziamento do corante (Figura 4). Os animais submetidos ao 

protocolo 2 (n = 24) realizaram os testes de rotarod, teste de preferência 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 bioimpedância por espectroscopia, 

avaliação do esvaziamento gástrico (EGL) por 13CO2 e teste de esvaziamento do corante 

(Figura 6). 

Vale ressaltar que alguns testes comportamentais, como o teste do comportamento de 

rearing, o teste da discriminação olfatória, labirinto em Y e esquiva passiva, estão sujeitos à 

adaptação e por isso foram realizados apenas uma vez em cada protocolo experimental e 

alguns outros testes, que não estão sujeitos a adaptação, foram escolhidos para acompanhar à 

progressão dos achados motores e não motores. Bem como a avaliação do esvaziamento 

gástrico (EGL) por 13CO2 foi escolhida para acompanhar a progressão das alterações do 

esvaziamento gástrico a fim de reduzir o número de animais utilizados. 

 
Figura 4. Desenho experimental: Protocolo 1. 
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Figura 5. Desenho experimental: Protocolo 2. 
 

 

 
Figura 6. Desenho experimental: Protocolo 3. 
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Os animais foram observados diariamente quanto à sobrevivência e sinais de 

debilitação, sendo também acompanhados diariamente o peso e consumo de alimentos. Os 

animais que apresentaram sinais de debilitação, limitando sua locomoção e alimentação, 

foram eutanasiados por overdose de anestésico com acompanhamento dos veterinários do 

biotério. Os que apresentaram boas condições foram submetidos aos protocolos e ao final 

foram eutanasiados por meio de decapitação para retirada das áreas cerebrais (corpo estriado, 

mesencéfalo e bulbo olfatório) para dosagem de monoaminas (N=6) e avaliação do estresse 

oxidativo (N=6). Para as análises imunohistoquímicas (n=4), os animais foram anestesiados 

com Cetamina (100 mg/kg) e Xilazina (10mg/ kg) e perfundidos com paraformaldeído a 4% 

em PBS (tampão 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 4º C, posteriormente foram feitos os cortes histológicos no criostato (10μm) montado 

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

 

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

 

 
As alterações na composição corporal foram avaliadas pela técnica de espectroscopia 

de bioimpedância antes da administração da rotenona (dia 0) e após 3, 7, 14 e 21 dias da 

administração. A espectroscopia de bioimpedância (ImpediVet Vet BIS 1Impedmed®) foi 

medida pela passagem de uma pequena corrente elétrica pelo organismo para determinar a 

impedância do fluxo da corrente, que é usada para determinar a água 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 superfície não condutora, a ponta de quatro agulhas foram inseridas 

subdermicamente ao longo da linha media dorsal do animal, entre os olhos, anteriormente ao 

pavilhão auricular, na região 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 

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

 

 
A atividade exploratória dos animais foi avaliada através do teste do Campo Aberto no 

dia anterior ao início do tratamento com rotenona (dia 0) e nos dias 3, 7, 14 e 21 dias após o 

início da administração de rotenona. O aparato consiste em uma arena quadrada de acrílico 

preto com piso da arena dividido em nove quadrantes iguais (Figura 7). No teste, os animais 

são colocados na arena e deixados para explorar o ambiente por 5 (cinco) minutos, onde 

durante este período, o desempenho dos animais, quanto a exploração 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 após cada animal ser retirado, a arena 

foi limpa com uma solução de álcool 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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4.5.1.2 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 início da indução do modelo (dia 0) e após 21 dias do início da administração 

de rotenona. Os animais foram colocados em um cilindro de acrílico (60 cm de altura e 18 cm 

de diâmetro) e durante 5 min o número de rearings foi quantificado. Para ser considerado 

como rearing, o animal tinha que erguer as patas acima do nível dos ombros e fazer contato 

com a parede do cilindro, com uma ou ambas as patas (Figura 8). Um novo rearing só foi 

contabilizado após o animal remover ambas as patas da parede do cilindro e fazer novo 

contato com a superfície do mesmo. O teste foi conduzido sob baixa luz vermelha e o cilindro 

foi limpo com uma solução de álcool a 20%, para evitar que o cheiro de urina e fezes interferisse 

no teste. 

 
Figura 8: Animal no movimento de rearing. 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

 

 

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

 

 
A fim de avaliar a coordenação motora e alterações de equilíbrio dos animais foi 

realizado o teste do rotarod. O aparato do rotarod consiste em uma haste de 30cm de diâmetro 

dividida em quatro compartimentos de 5cm de largura e 20cm de altura (Figura 9). Os  

animais foram treinados antes do início do tratamento em duas sessões de 5min, com  

intervalo de 10 min entre cada sessão, em condição de aceleração de 4 a 40 rpm. O teste 

realizado no dia 0 (antes da administração de rotenona) e 3, 7, 14 e 21 dias após o início da 

indução do modelo para avaliação da progressão das alterações motoras. No teste, foi 
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permitido ao animal se mover no aparato, em condição de velocidade constante de 20 rpm, 

sendo o tempo para queda registrado, com tempo de permanência máxima de 120s. O teste foi 

conduzido sob luz vermelha e o aparato foi limpo com uma solução de álcool a 20%, para 

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

 

 

 

 

 

 
Figura 9: Aparato do Rotarod. 

Fonte: Arquivo pessoal. 

 

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

 

 
Para determinar se os déficits motores observados são dependentes de dopamina, os 

animais foram submetidos ao desafio da apomorfina após 21 dias de administração da 

rotenona. Os animais receberam o agonista da dopamina, apomorfina, 0,6 mg/kg por via 

intraperitoneal, sendo então repetidos os testes do comportamento de rearing e rotarod. Se os 

déficits forem dopamina-dependentes, espera-se observar a reversão temporária desses, ou 

seja, um aumento de número de rearigs no teste do comportamento de rearing e um maior 

tempo de latência para queda no rotarod. O teste do cilindro foi realizado 10 min após 

administração da apomorfina e o teste do rotarod foi realizado 20 min após a administração de 

apomorfina. 

 

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

 

 
A progressão das modificações da capacidade de detecção olfatória de cheiros voláteis 

dos animais foi avaliada por sua habilidade de localizar um pellet de comida (o pellet 

normalmente utilizado na sua alimentação) enterrado na maravalha da gaiola do animal. 

Anteriormente ao teste os animais foram mantidos em jejum por 16 horas, com livre acesso a 

água. O teste consistiu em enterrar um pellet de comida numa gaiola limpa previamente 

preparada com 3 cm de maravalha, onde os animais foram então alocados exatamente acima 

do local onde o pellet estava enterrado. Foi então mensurado o tempo, em segundos, entre a 

introdução do animal na gaiola e este tocar o pellet de comida com as duas patas dianteiras, 

com a máxima de permanência de 300 segundos. O teste foi conduzido sob luz vermelha 

baixa e em uma gaiola limpa, com maravalha nova para cada animal. A cada repetição do 

teste (nos dias 0, 3, 7, 14, 21 dias após o início da administração da rotenona) o local do pellet 

foi trocado, a fim de evitar acomodação ao teste. 

 

 
4.5.2.2 Discriminação olfatória (PREDIGER et al., 2006; TADAIESKY et al., 2008). 

 
 

A capacidade dos animais de discriminar cheiros foi avaliada pelo teste de 

discriminação olfatória após 7 e 21 dias de administração de rotenona. Em geral, ratos adultos 

saudáveis são capazes de discriminar entre os dois compartimentos, tendo preferência pelo 

compartimento familiar, impregnado com o seu próprio odor em relação ao local com odor 

neutro (LEE; LINSTER; DEVORE, 2015). O teste consistiu em, após manter os animais em 

gaiolas com a mesma maravalha por uma semana, coloca-los durante 5 min em uma caixa 

dividida em dois compartimentos idênticos, 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 não familiar) (Figura 10). Cada animal é colocado inicialmente no 

compartimento familiar próximo à porta e o tempo gasto pelo rato em cada compartimento 

(familiar e não familiar) é registrado. 

 
Figura 10: Animal no aparato da Discriminação Olfatória. 
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Fonte: Arquivo pessoal. 

 

4.5.3 Testes de Memória 

 
4.5.3.1 Labirinto em Y (STONE et al., 1991). 

 

 
Esse teste objetiva avaliar a memória operacional e o aprendizado e foi realizado após 

21 dias de administração de rotenona. O labirinto em forma de Y consiste em uma caixa de 

acrílico com os três braços iguais de 63 cm (Figura 11). Neste teste, o animal é colocado em 

um braço e pode alternar espontaneamente as entradas nos outros braços durante 8 (oito) 

minutos. O número total de entradas em cada braço, bem como a sequência de entradas, foi 

registrado. 

As informações foram então analisadas para determinar o número de entradas nos 

braços sem repetição por meio de porcentagem de alternância entre eles. O sucesso do teste é 

indicado pela alta taxa de alternância nos grupos controle, indicando que os animais podem se 

lembrar em qual braço eles entraram por último. O resultado foi expresso em porcentagem e 

obtido através de uma fórmula matemática: Alternações espontâneas = (Número de acertos/ 

Número total de entradas -2) x 100. 

 
Figura 11: Labirinto em Y 



37 
 

 

 

Fonte: Maze Engineers and Noldus 

 
 

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

 

 
Esse teste tem como objetivo avaliar a memória aversiva, utilizando-se um aparelho de 

esquiva passiva (Insight® EP 104MR). O aparelho consiste em uma caixa de alumínio que 

possui uma plataforma e um piso gradeado eletrificado (Figura 12). Os animais são deixados 

para ambientação no aparelho durante um 1 (um) minuto, e retirado. Após 30 (trinta) 

segundos o animal é novamente colocado na plataforma e ao descer para explorar a área 

gradeada prontamente recebe um choque de 1,0mA, durante 1s, com o tempo de latência para 

descida sendo registrado, até um máximo de 300 (trezentos) segundos (treino). O animal é 

então retirado e após 15 (quinze) minutos (memória recente), é colocado novamente na 

plataforma, com a latência de descida sendo registrada, com o máximo de 300 (trezentos) 

segundos. A retenção do aprendizado é testada após 24 (vinte e quatro) horas, sem utilização 

de choques, onde os animais são colocados novamente na plataforma e o tempo de latência 

para a descida da plataforma é registrada (memória 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 Preferência por Sacarose (PAPP et al., 1991; POTHION et al, 2004). 

 

 
O teste da preferência por sacarose é utilizado como uma medida de anedonia em 

roedores, já que quadros depressivos tendem a diminuir a preferência pelo consumo de 

sacarose. Anteriormente ao início da administração da rotenona, o conteúdo de uma das 

garrafas dos animais foi substituído por solução de sacarose a 2%, compreendendo uma fase 

de habituação de 24 horas. Após este período, os animais foram separados, e duas garrafas, 

um contendo uma solução de sacarose 2% e outra contendo água lhes foram disponibilizadas. 

As garrafas foram então pesadas antes de serem apresentadas aos ratos e 24 horas depois. O 

percentual de consumo de sacarose foi calculado usando a equação: % de preferência por 

sacarose = ingestão de sacarose  100 /ingestão total. O consumo total foi definido como a 

soma do consumo de água e consumo de sacarose. Os animais passaram por um teste basal, 

permanecendo no experimento apenas os ratos que apresentaram uma preferência por 

sacarose superior a 60%. O teste foi repetido nos dias 0 e 3, 7, 14 e 21 dias após o início da 

indução do modelo. As garrafas foram trocadas de lado a cada repetição do teste a fim de 

evitar acomodação. 

 

4.6 Avaliação do Esvaziamento gástrico de liquidos (EGL) por esvaziamento do 13CO2. 

 

Métodos alternativos de avaliação do esvaziamento gástrico usando isótopos estáveis 

têm sido empregados em humanos a fim evitar exposição a materiais radioativos, e em 

animais para reduzir a mortalidade e garantir a segurança dos pesquisadores, e se baseiam na 

ingestão de um substrato com marcador que é rapidamente absorvido no intestino delgado 
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seguindo para o fígado pelo sistema porta, sendo excretado pelos pulmões na respiração. 

Assim, a avaliação do esvaziamento gástrico de líquidos foi realizada através da técnica de 

esvaziamento do 13CO2. Para isso os animais foram, previamente ao início do protocolo, 

condicionados a permanecerem nas câmaras de vácuo em 4 sessões de 30 minutos. Para a 

realização do teste dos animais foram mantidos em jejum prévio de sólidos por 12 horas. O 

teste consistiu na administração via gavagem de solução achocolatada (2,5mL/kg) adicionada 

com acetado de sódio-13 (16mg/kg) e coleta de ar foi realizada nos 90 minutos seguintes a 

administração através uma bomba de vácuo. A concentração do isótopo 13C2 foi analisada 

(ppm) através de espectroscopia de gases (Wagner analysen technik GmbH/software IRIS®), 

permitindo a observação do perfil de esvaziamento e o cálculo da área sob a curva (AUC) , o 

pico máximo de liberação 13CO2 (T-máx) e a concentração máxima de liberação de 13CO2 (C- 

máx). O teste foi realizado após o 3ª, 7ª, 14ª e 21ª dias de administração de rotenona a fim de 

avaliar o efeito agudo e durante os intervalos de administração (logo após a pausa do fim de 

semana), a fim de avaliar os efeitos crônicos da administração da rotenona. 

 

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

 

A avaliação da retenção gástrica foi realizada pela técnica de diluição de corante em 

parceria com o Laboratório Luís 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 água. Estes receberam então, por via orogástrica, a refeição teste (solução 

glicosada a 5% contendo vermelho fenol, 0,75mg/ml). Após um período pós-prandial de 10, 

15 e 20 minutos, os animais foram submetidos à eutanásia por decapitação. Logo após, foi 

realizada uma laparotomia mediana seguida de ligaduras obstrutivas do piloro e da cárdia, 

permitindo a retirada do estômago e intestino, que foram estendidos sobre uma prancha. O 

intestino delgado foi então dividido em três segmentos: proximal, medial e distal. O estômago 

e cada seguimento tiveram seus volumes medidos. Após a medição dos volumes, os tecidos 

foram homogeneizados, centrifugados e submetidos a análise colorimétrica para a 

determinação da massa de vermelho fenol existente em cada seguimento. A retenção do 

vermelho fenol em cada seguimento foi calculada pela equação: retenção seguimento X= 

(volume da víscera + 100) x absorbância da víscera. A fim de verificar a influência de 

alteração do pH estomacal um novo teste foi realizado após administração de 50mg/kg de 

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

 

O hemisfério direito do corpo estriado, mesencéfalo e bulbo olfatório foram utilizados 

para preparar homogenatos a 10%. Os tecidos cerebrais foram sonicados em ácido pérclórico 

(HCLO4) por 30 segundos e centrifugados por 15 minutos em centrífuga refrigerada a 15000 

rpm. O sobrenadante foi então separado e filtrado através de uma membrana (Millipore- 

0,2μm) e uma alíquota de 20μl foi retirada e injetada no equipamento de HPLC para a análise 

eletroquímica. Para a análise, uma coluna CLC-ODS (M) com comprimento de 25cm, calibre 

4,6mm e diâmetro da partícula de 3μm da (Shimadzu, Japão) foi utilizada. A fase móvel foi 

composta por tampão ácido cítrico 0,163M, pH 3,0, contendo ácido octasulfônico sódico, 

0,69M (SOS), como reagente formados do par iônico, acetonitrila 4% v/v. Dopamina (DA), 

ácido diidroxifenilacético (DOPAC), noradrenalina (NE) e serotonina (5-HT) foram 

eletricamente detectados usando um detector amperométrico (Modelo L-ECD52 6A da 

Shimadzu, Japão) pela oxidação em um eletrodo de carbono vítreo fixado em 0,85V relativo a 

um eletrodo de referência de Ag-AgCl. A partir da área dos picos das soluções com 

concentrações padrões de DA DOPAC, NE, as concentrações das amostras foram calculadas e 

os resultados expressos em mg/g de tecido. 

 

4.9 Avaliação do Estresse Oxidativo 

 
 

4.9.1 Determinação da peroxidação lipídica. 

 
O estresse oxidativo foi realizado pela dosagem das substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) um indicador de peroxidação lipídica. No dia do ensaio, 60 µL do 

homogenato (10% em tampão fosfato) do hemisfério direito do bulbo olfatório, estriado e 

mesencéfalo foram centrifugados a 1200 rotações por minuto (rpm) 4ºC por 30 minutos. Após 

a centrifugação, 100 μL de ácido perclórico a 35% foi adicionado para interromper a 

peroxidação e, centrifugado novamente a 5000 rpm 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi 

retirado e a este foi adicionado 50μl de ácido tiobarbitúrico 1,2%. Posteriormente, foi levado 

ao banho de água por 30 minutos a uma temperatura variável de 95-100°C. A solução foi 

retirada e colocada para esfriar a temperatura ambiente. Após, foi feita a leitura de 150 µL da 

solução em 535 nm. A curva padrão foi obtida mediante leitura de várias concentrações de 

malonaldialdeído (MDA) padrão e os resultados foram expressos em concentração (μM). 
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4.9.2 Determinação da concentração de nitrito/nitrato. 

 
Nesse ensaio o reativo de Griess (N-1-naftiletilenodiamina a 0,1% em água 

bidestilada, sulfanilamida 1% em ácido fosfórico 5%) foi usado para relevar a presença de 

nitrito/nitrato (NO2/NO3) em uma amostra (urina, plasma, homogenato tecidual) por uma 

reação de diazotização que forma um cromóforo de cor róseo, com um pico de absorbância 

em 540 nm. 

Para realização do ensaio, os homogenatos (10% em tampão fosfato) de bulbo 

olfatório, estriado e mesencéfalo foram centrifugados a 12000 rpm por 15 min a 4°C e 100 μL 

de cada sobrenadante foi adicionado a 100 μL do reagente de Griess. Para o branco, foi 

utilizado 100 μL do tampão fosfato e 100 μL reagente de Griess. Após 10 minutos, foi feita a 

leitura das absorbâncias em 540nm. A curva padrão foi obtida mediante leitura de várias 

concentrações de nitrito padrão e os resultados foram expressos em concentração (μM). As 

leituras da absorbância dos padrões (y) foram plotadas contra a concentração de cada padrão 

(x), então foi feita a determinação da equação da reta, que foi usada para a determinação da 

concentração de nitrito em cada amostra. 

 

 
4. 10 Análise imunohistoquímicas 

 
 

4.10.1 Imunomarcacão para Tirosina Hidroxilase (TH). 

 
A tirosina hidroxilase (TH) é uma enzima envolvida na síntese de dopamina e um 

marcador molecular de neurônios dopaminérgicos. A marcação para TH foi realizada em fatias 

(10 μm de espessura e espaçamento de 50 μm) representativas do estriado e substância negra. 

As fatias foram lavadas três vezes por 5 minutos em PBS, sendo o bloqueio da peroxidase 

endógena feito com H2O2 1,05% em metanol 10% em PBS, durante 40 minutos a temperatura 

ambiente (TA). Após lavar 3 vezes por 5 minutos em PBS e bloquear as proteínas endógenas com 

uma solução bloqueadora (10% de soro de cavalo e 1% de Triton X-100 em PBS) por 2 horas a 

TA. Após as fatias foram incubadas no anticorpo primário anti-TH diluído na solução 

bloqueadora (rabbit, 1:200; Sigma-Aldrich) overnight a 4°C. 

As fatias foram então lavadas 3 vezes por 10 minutos em PBS, sendo em seguida 

incubadas com polímero 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 marcação foi revelada com 3,3’-diaminobenzidina (DAB 

Peroxidase Substrate Kit; Dako). A reação foi interrompida, lavando-se as fatias em água 

destilada. Por fim, após secagem, as lâminas foram mergulhadas em xilol e montadas com 

entellan (Merck, Alemanha). 

Para a quantificação da imunorreatividade para TH As lâminas foram visualizadas em 

um microscópio (Nikon Elipse E200) com aumento de 40x. Foram selecionadas 3 fatias de 

cada animal e três áreas em cada fatia para o estriado e quatro áreas para o mesencéfalo, 

aleatoriamente, e a quantificação semi-quantitativa da densidade óptica foi realizada em todas 

as imagens utilizando o software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA) . A densidade óptica 

final de cada imagem foi dada pela densidade do branco subtraído 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 Imunomarcacão para iba-1. 

 

As micróglias são células imunocompetentes do cérebro. Para a verificação da presença e 

ativação destas células (microgliose) foi empregado o marcador de micróglia iba-1. A marcação 

para iba-1 foi realizada em fatias (10 μm de espessura e espaçamento de 50 μm) representativas 

do estriado. 

As fatias foram lavadas três vezes por 5 minutos em PBS, sendo o bloqueio da peroxidase 

endógena feito com H2O2 1,05% em metanol 10% em PBS, durante 40 minutos a temperatura 

ambiente (TA). Após lavar 3 vezes por 5 minutos em PBS e bloquear as proteínas endógenas com 

uma solução bloqueadora (10% de soro de cavalo e 1% de Triton X-100 em PBS) por 2 horas a 

TA. Após as fatias foram incubadas no anticorpo primário anti-iba-1 diluído na solução 

bloqueadora (rabbit polyclonal, 1:300; WAKO, Japão) overnight a 4°C. 

As fatias foram então lavadas 3 vezes por 10 minutos em PBS, sendo em seguida 

incubadas com polímero 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 marcação foi revelada com 3,3’-diaminobenzidina 

(DAB Peroxidase Substrate Kit; Dako). A reação foi interrompida, lavando-se as lâminas em água 

destilada. Por fim, após secagem, as lâminas foram mergulhadas em xilol e montadas com 

entellan (Merck, Alemanha). 

Para a quantificação da imunorreatividade para iba-1 As lâminas foram visualizadas em 
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um microscópio (Nikon Elipse E200) com aumento de 100x. Foram selecionadas 3 fatias de 

cada animal e três áreas em cada fatia, aleatoriamente, e a quantificação semi-quantitativa da 

densidade óptica foi realizada em todas as imagens utilizando o software Image J (NIH, 

Bethesda, MD, EUA) . A densidade óptica final de cada imagem foi dada pela densidade do 

branco subtraído 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 Imunomarcacão para GFAP. 

 

 
A avaliação da astrogliose foi feita pela imunomarcação com o anticorpo para GFAP 

(Glial fibrillary acidic protein). A marcação para GFAP foi realizada em fatias (10 μm de 

espessura e espaçamento de 50 μm) representativas do estriado. 

As fatias foram lavadas três vezes por 5 minutos em PBS, sendo o bloqueio da peroxidase 

endógena feito com H2O2 1,05% em metanol 10% em PBS, durante 40 minutos a temperatura 

ambiente (TA). Após lavar 3 vezes por 5 minutos em PBS e bloquear as proteínas endógenas com 

uma solução bloqueadora (10% de soro de cavalo e 1% de Triton X-100 em PBS) por 2 horas a 

TA. Após as fatias foram incubadas no anticorpo primário anti-GFAP diluído na solução 

bloqueadora (goat, 1:200; Sigma-Aldrich) overnight a 4°C. 

As fatias foram então lavadas 3 vezes por 10 minutos em PBS, sendo em seguida 

incubadas com um anticorpo secundário diluído na solução 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 

amplificação do sinal. A marcação foi revelada com 3,3’-diaminobenzidina (DAB Peroxidase 

Substrate Kit; Dako). A reação foi interrompida, lavando-se as lâminas em água destilada. Por 

fim, após secagem, as lâminas foram mergulhadas em xilol e montadas com entellan (Merck, 

Alemanha). 

Para a quantificação da imunorreatividade para GFAP, As lâminas foram visualizadas 

em um microscópio (Nikon Elipse E200) com aumento de 100x. Foram selecionadas 3 fatias 

de cada animal e três áreas em cada fatia, aleatoriamente, e a quantificação semi-quantitativa 

da densidade óptica foi realizada em todas as imagens utilizando o software Image J (NIH, 

Bethesda, MD, EUA) . A densidade óptica final de cada imagem foi dada pela densidade do 

branco subtraído 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 Análise estatística. 

 

 
As análises estatísticas foram realizadas pelo Software GraphPad Prism 6.01. Para a 

análise estatística foi inicialmente realizado o teste de normalidade Shapiro Wilk para 

verificar se os dados apresentavam distribuição normal a fim de determinar o uso de testes 

paramétricos ou não paramétricos. 

Para a comparação entre os grupos, os testes que apresentaram resultados paramétricos 

foram analisados através do Test t de Student, já os dados não paramétricos foram analisados 

utilizando-se o teste de Mann-Whitney. Para a análise 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 não paramétricos foi realizado o Teste de 

Friedman e Teste de Dunn como post-hoc. Para a análise da curva de sobrevivência foi 

realizado o teste de Kaplan-Meier. E para análise dos pesos foi usado ANOVA de duas vias e 

teste de Bonferroni. Os dados foram expressos como média ± EPM (Erro Padrão da Média), 

exceto para a construção da curva de sobrevivência, que estão expressos em percentual. Em 

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

 

 
4. RESULTADOS 

 

 

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

 
A rotenona induziu uma diminuição significativa no ganho de peso diário do 5º dia ao 

21º de administração, em comparação 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 ± 3,816g, p<0,05.) (Figura 13), e o 

ganho ponderal de peso dos animais expostos à rotenona ao final do protocolo foi 

significativamente menor que dos animais controle (CTL: 79,5 ± 8,6g, ROT: 14,8 ± 3,8g, 

p<0,05.) (Figura 14). A administração de rotenona diminuiu a taxa de sobrevivência dos 

animais para 82,14% (p<0,05), essa redução engloba tanto os animais que morreram 

decorrente a provável intoxicação pela droga e quanto aos animais que foram eutanasiados 

por apresentar fenótipo muito debilitante (bradicinesia, rigidez, instabilidade postural e de 
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marcha) que limitassem sua locomoção e alimentação (Figura 15). 

 

 

4.2 Efeito da rotenona sobre a composição corporal. 

 
A avaliação da bioimpedância mostrou que a diferença no ganho de peso presente dos 

animais expostos à 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 ± 7,259g, p 

<0,05) e desidratação (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  ±  5,3ml,  p  <0,05)  após  3  e  7  dias  de 

administração de rotenona quando comparado aos controles, e essa desidratação está 

relacionada principalmente a perda de água extracelular. Também foi observada a perda de 

gordura corporal após 7 e 14 dias (CTL 7-GC: 85,3 ± 4,361g; ROT 7-GC: 72,6 ± 3,100g; CTL 

14-GC: 82,1 ± 4,666g; ROT 14-GC: 67,4 ± 4,126g, p <0,05) (Tabela 2). 
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Figura 13- Efeito da rotenona sobre o ganho de peso diário dos animais. 
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Os animais tiveram seus pesos medidos diariamente. Os valores estão 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 o ganho ponderal dos animais. 
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EPM, n=10-14. a vs. CTL, p<0,05. Teste t de Student. 
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Figura 15- Efeito da rotenona sobre a taxa de sobrevivência dos animais. 
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Tabela 2- Efeito da rotenona sobre o a composição corporal dos animais. 
 

 
 

CTL ROT 

 Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21 Dia 3 Dia 7 Dia 14 Dia 21 
MM 175,5 ± 4,417g 181,9 ± 4,474g 192,4 ± 6,739g 198,5 ± 8,828g 158,3 ± 5,658g

a
 163,8±7,259g

b
 173,6 ± 7,250g 183,9 ± 9,314g 

GC 82,2 ± 4,702g 81,8 ± 4,039g 82,07 ± 4,666g 100,5 ± 4,882g 76,8 ± 3,328g 68,9 ± 4,216g
c
 67,4 ± 4,126g

d
 86,5 ± 5,250g 

ACT 128,4 ± 3,233ml 133,1 ± 3,264ml 140,9 ± 4,911ml 145,3 ± 6,462 115,9 ± 4,142ml
e
 119,9 ± 5,314ml

f
 127,1 ± 5,307ml 134,6 ± 6,818ml 

FE 56,6 ± 1,497ml 60,3 ± 1,541ml 62,9 ± 2,096ml 66,4 ± 2,439ml 52,5 ± 1,186ml
g
 54,0 ± 1,904ml

h
 55,9 ± 2,150ml

i
 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
j
 65,9 ± 3,763ml 71,0 ± 3,374ml 74,9 ± 4,899ml 

 

O teste de bioimpedância por espectroscopia foi realizado após 3, 7, 14 e 21 dias de administração a fim de acompanhar as alterações na composição corporal, n =10. 

Os valores estão representados como média ± EPM. a vs. CTL-MM 3. b vs. CTL-MM 7. c 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: Água 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 diminuição no número crossings nos 

animais expostos à rotenona, em comparação ao grupo controle, após 14 e 21 dias de 

administração (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 diminuição da atividade locomotora horizontal dos animais do 

grupo ROT no decorrer da indução do modelo, tendo sido observado uma diferença 

significativa (p<0,05) no 14º e 21º dias após o início da administração de rotenona em 

comparação aos dias anteriores de testes (dias 0, 3 e 7), alteração que não foi observada no 

acompanhamento do grupo controle (Figura 16). 

Em relação a atividade locomotora vertical observou-se uma diminuição do número de 

rearings nos animais do grupo rotenona após 14 e 21 em  comparação 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 diminuição da atividade locomotora vertical dos 

animais do grupo ROT no decorrer da indução do modelo, tendo sido observado uma 

diferença significativa (p<0,05) no 14º e 21º dias após o início da administração de rotenona 

em comparação aos dias anteriores de testes (dias 0 e 3), alteração que não foi observada no 

acompanhamento do grupo controle (Figura 17). 

Observou-se ainda uma diminuição da velocidade média nos animais expostos a 

rotenona após 14 dias, em comparação 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 diminuição da velocidade média 

dos animais do grupo ROT no decorrer da indução do modelo, tendo sido observado uma 

diferença significativa (p<0,05) no 14º dia após o início da administração de rotenona em 

comparação aos dias anteriores de testes (dia 3), alteração que não 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 (número de 

crossings) no teste do campo aberto. 
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O teste do campo aberto foi realizado após 0, 3, 7, 14 e 21 dias de administração de rotenona a fim de 

determinar a linha de tempo de ocorrência de déficits da atividade locomotora, n =10-12. Os valores estão 

representados como média ± EPM. a vs. CTL 14 dias; b vs. CTL 21 dias, p<0,001, teste de Mann-Whitney. c vs 

ROT 0, ROT 3 e 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 (número de 

rearings) no teste do campo aberto. 
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O teste do campo aberto foi realizado após 0, 3, 7, 14 e 21 dias de administração de rotenona a fim de determinar 

a linha de tempo de ocorrência de déficits da atividade locomotora, n =10-12. Os valores estão 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 após 0, 3, 7, 14, 21 dias de administração de rotenona a fim 

de determinar a linha de tempo de ocorrência de déficits da atividade locomotora, n =10-12. os valores estão 

representados como média ± 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 administração da rotenona observou-se uma diminuição 

significativa no número 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 coordenação motora dos animais (teste do rotarod). 

 

 
Foi observado uma diminuição significativa do tempo de latência para queda no  

grupo ROT após 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 início da administração da 

rotenona (dia 0) e após 21 dias, n =10-11. Os valores estão representados como média ± EPM. a vs. CTL 21 dias, 

C, Teste de Mann-Whitney. 

 

 

 
Figura 20- Efeito da rotenona sobre a coordenação motora dos animais no teste do rotarod. 
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O teste do rotarod foi realizado após 0, 3, 7, 14 e 21 dias de administração de rotenona a fim de 

determinar linha de tempo de ocorrência dos déficits na coordenação motora, n =10-12. Os valores estão 

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 coordenação motora 

induzida por rotenona. 

 

No teste do comportamento de rearing não foi observada diferença significativa no 

número rearings após administração da apomorfina nos animais (Figura 21). No teste do 

rotarod foi observado um aumento significativo no tempo de latência para a queda após 

administração 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 discriminação de odores no teste da 

discriminação olfatória. 

 

No teste da discriminação olfatória realizado após 7 dias do início da indução do 

modelo não foram observadas diferenças significativas no tempo de permanência nos 

compartimentos com cheiro familiar e não familiar entre os grupos (Figura 23). Entretanto, foi 

observado um maior tempo de permanência no compartimento não familiar em relação ao 

compartimento familiar após 21 de administração de rotenona (Familiar: CTL 21: 59,40 ± 

2,92s; ROT 21: 37,42 ± 5,04s; Não-Familiar: CTL 21: 38,60 ± 3,43s; ROT 21: 60,12 ± 5,15s, 

p<0,01), indicando um déficit na discriminação de odores (Figura 24). 



55 
 

 

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 após15 minutos o teste foi repetido, n =10-12. Os valores estão 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 coordenação 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 

após 20 minutos o teste foi repetido, n =10-12. Os valores estão representados como média ± EPM. a vs. CTL, 

p<0,05, b vs. ROT, p<0,05, Teste de Friedman e post teste de Dunn. 

a a 

a 

L
 a

 t
ê
 n

 c
 i

a
 (

 s
 )

 
N

 ú
 m

 e
 r

 o
 d

 e
 r

 e
 a

 r
 i

n
 g

 s
 



56 
 

b 

a 

 

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

animais após 7 dias de administração 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 (não- 

familiar), n =10-12. Os valores estão representados como média ± EPM. Teste de Mann-Whitney. 

 

 

 
Figura 24- Efeito da rotenona sobre a discriminação olfatória dos animais após 21 dias de 

administração 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 (não- 

familiar), n =10-11. Os valores estão representados como média ± EPM. a vs. CTL Familiar, b vs. CTL Não- 

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 detecção olfatória de cheiros voláteis dos animais (teste da 

procura do pellet enterrado). 

 

Foi observado um aumento significativo no tempo necessário para encontrar o pellet 

no grupo ROT após 7 e 21 dias de administração de rotenona em comparação 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 déficit olfatório na habilidade em 

detectar cheiros voláteis no grupo rotenona, um indicativo de anosmia. No decorrer da 

indução do modelo, foi observado um aumento significativo do tempo para encontrar o pellet 

dentro do grupo ROT após 7 dias, quando comparado ao teste realizado antes da 

administração de rotenona (dia 0) (Figura 25). 

 

 
4.9 Efeito da rotenona sobre comportamento depressivo dos animais (teste de 

preferência por sacarose). 

 

No teste de preferência por sacarose foi observado uma diminuição significativa no 

consumo de sacarose no grupo ROT após 14 e 21 dias de administração de rotenona em 

comparação 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 depressão. (Figura 26). 
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Figura 25- Efeito da rotenona sobre a detecção de cheiros voláteis dos animais no teste do pellet 

enterrado. 
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O teste do pellet enterrado foi realizado após 0, 3, 7, 14 e 21 dias de administração de rotenona a fim de 

determinar a linha de tempo de ocorrência de déficits na detecção de cheiros voláteis, n =10-12. Os valores estão 

representados como média ± EPM. a vs. CTL 7 dias p<0,01, b vs. CTL 21 dias, p<0,05, Teste de Mann-Whitney. 

c vs ROT 0, p<0,05, Teste de Friedman e post teste de Dunn. 

 

 

 

Figura 26- Efeito da rotenona sobre o % de preferência por sacarose dos animais no teste de 

preferência por sacarose. 
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O teste de preferência por sacarose foi realizado após 0, 3, 7, 14 e 21 dias de administração de rotenona a fim de 

determinar a linha de tempo de ocorrência dos sintomas do tipo-depressivo, n =10-12. Os valores estão 

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 memória de trabalho dos animais (Teste do labirinto em 

Y). 

 

Foi observada uma diminuição no percentual de alternâncias espontâneas no teste do 

labirinto em Y, indicando um déficit na memória de trabalho dos animais, após 21 dias de 

administração de rotenona no grupo ROT em relação 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 memória aversiva dos animais (Teste do Esquiva 

Passiva). 

 
Foi observado uma diminuição no tempo de descida da plataforma 24hrs após o treino 

(memória tardia), indicando um déficit de retenção de memória no grupo ROT em relação ao 

CTL (Memória tardia: CTL 21: 281,7 ± 13,49 s; ROT 21: 155,8 ± 37,39 s, p<0,05) (Figura 

28). Não foi observada diferença na memória recente e tardia em relação ao treino, indicando 

um déficit de aprendizagem e retenção de memória no grupo ROT. No grupo controle foi 

observado um aumento significativo no tempo de descida da plataforma em relação ao treino, 

indicando o aprendizado e retenção da memória do grupo CTL (CTL-treino:33,30 ± 9,25s; 

CTL-Memória recente: 245,30 ± 36,47s; CTL-Memória tardia: 281,70 ± 13,49s, p<0,05). 
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Figura 27- Efeito da rotenona sobre a memória de trabalho dos animais no teste de labirinto em 

Y. 
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Após 21 dias de controles e animais expostos a rotenona foram deixados para explorar o labirinto em Y 

por oito minutos e a alternância foi registrada, n =10-12. Os valores estão representados como média ± EPM. a 

vs. Controle dias p<0,05, Teste de Mann-Whitney. 

 

 

 

 

Figura 28- Efeito da rotenona sobre a memória aversiva dos animais no teste da esquiva passiva. 
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Após 21 dias controles e animais expostos a rotenona e controles foram avaliados quanto ao tempo de 

latência para descida da plataforma, em sessões de 300s, realizadas 15 minutos (memória recente) e 24h 

(memória tardia) após o treino, n =10-12. Os valores estão representados como média ± EPM. a vs. CTL - 

Memória tardia, p<0,05, Teste de Mann-Whitney. b e c vs. CTL-treino, p<0,01, teste de Friedman e teste de 

Dunn. 
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4.12 Efeito da rotenona sobre o esvaziamento gástrico dos animais. 

 

 
A rotenona induziu uma diminuição significativa no esvaziamento gástrico de líquidos 

em relação aos animais controles. Após 3 dias de administração, os animais expostos à 

rotenona apresentaram aumento da liberação de 13CO2 após 70, 80 e 90 minutos de teste, e 

após 7 dias, foi observado uma queda na curva de esvaziamento após 5, 10 ,15 e 25 minutos 

de teste e aumento da liberação de 13CO2 após 80 e 90 minutos. Após 14 dias, a queda na 

curva de esvaziamento se acentuou e se iniciou após 5 minutos se prolongou até os 40 

minutos de teste, após 21 dias a queda na curva de esvaziamento se acentuou se iniciando 

após 10 minutos e se prolongando até os 70 minutos (Figura 29). 

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

foram observados também após as pausas de administração (efeito crônico), após a pausa 1 

foi observado um aumento da liberação de 13CO2 após 50, 60, 70, 80 e 90 minutos de teste, 

após a pausa 2 foi observado uma queda na curva de esvaziamento após 5, 10 e 15 minutos de 

teste, seguido do aumento da liberação de 13CO2 após 50, 60, 70, 80 e 90, após a pausa 3 foi 

observado uma queda na curva de esvaziamento após 20,25 e 30 minutos de teste (Figura 30). 

As diferenças no perfil da curva de esvaziamento se deram por uma queda na quantidade total 

de 13CO2 perdido, representado pela área sob a curva, após 14 e 21 dias administração e no 

terceiro intervalo nos animais expostos a rotenona quando comparados aos controles. Foi 

observado uma mudança no pico de liberação de 13CO2 (c-máx.), deslocando verticalmente a 

curva após 7, 14 e 21 dias de administração de rotenona, e um atraso no tempo de 

esvaziamento (t-máx), deslocando horizontalmente a curva após o segundo intervalo 

de administração de rotenona (Tabela 3). 

Além disso, no teste de esvaziamento gástrico do corante, os animais submetidos à 21 

dias de administração de rotenona apresentaram retardo no esvaziamento gástrico após um 

período pós-prandial de 15 e 20 minutos quando comparados ao veículo (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 observação tardia do esvaziamento gástrico na técnica 

de esvaziamento com 13CO2. Este atraso no esvaziamento não foi alterado pela administração 

anterior de omeprazol (CTL: 27,70 ± 1,458%; CTL + OMZ: 27,14 ± 1,666%; ROT: 36,09 ± 



62 
 

 

2,727%; ROT + OMZ: 37,88 ± 2,176%, p <0,005) (Figura 31-B). Adicionalmente foi 

observado uma diferença no padrão de distribuição do corante entre os compartimentos do 

TGI analisados: estomago (E), intestino proximal (P), medial (M) e distal (D), observando 

uma retenção 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 já foi observada uma diferença 

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 líquidos por meio da técnica de 

esvaziamento do 13CO2. 
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Após 12 horas de jejum animais expostos a rotenona e controle receberam a solução adicionada de acetato de 

sódio-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 milhão. 
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Figura 30- Efeito crônico da rotenona sobre o esvaziamento de líquidos por meio da técnica de 

esvaziamento do 13CO2. 
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Após 12 horas de jejum animais expostos a rotenona e controle receberam a solução adicionada de acetato de 

sódio-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 milhão. 
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Table 3: Avaliação do esvaziamento gástrico de líquidos de ratos expostos à rotenona e veículo pela técnica de esvaziamento de 13CO2 durante o 

período de administração de rotenona e intervalos. O pico de liberação de 13CO2 (C-Max), o tempo para o pico de esvaziamento de 13CO2 (T- 

max) e a quantidade total de 13CO2 liberado (AUC). 
 

CTL ROT 

 T-Max C-Max AUC T-Max C-Max AUC 
Dia 3 19.44 ± 1.303 min 1758±99.44 ppm13CO2 74234±2983 ppm13CO2 20.56 ± 1.303min 1658±107.4 ppm13CO2 76053±5390 ppm13CO2 

Dia 7 15.56±1.002 min 1711±78.56 ppm13CO2 78198±3574 ppm13CO2 17.78 ±2.222 min b 
1306±139.2 ppm13CO2 

79723±10769 ppm13CO2 

Dia 14 18.89±2.170 min 2171±94.32 ppm13CO2 103654±2502 ppm13CO2 28.89±4.914 min c 
1446±141.8 ppm13CO2 

e 
78664±6596 ppm13CO2 

Dia 21 23.89±1.111 min 2585±362.0 ppm13CO2 124209±13277 ppm13CO2 22.78±2.778 min d 
1385±162.6 ppm13CO2 

f 
74102±7883 ppm13CO2 

Pausa 1 17.22±0.8784 min 1753±48.48 ppm13CO2 74567±2918 ppm13CO2 16.88±1.315 min 1657±83.75 ppm13CO2 81524±2766 ppm13CO2 

Pausa 2 18.89±1.111 min 2311±100.3 ppm13CO2 106613±3131 ppm13CO2 27.78±2.515 min
a
 1846±170.9 ppm13CO2 115198±13546 ppm13CO2 

Pausa 3 18.89±1.389 min 2172±99.00 ppm13CO2 110891±2565 ppm13CO2 20.00±1.443 min 1932±95.93 ppm13CO2 
g 

91369±1053 ppm13CO2 

 
Os valores estão representados como média ± EPM, n=10. a vs. CTL-T-Max Pausa2, b vs. CTL-C-Max7, c vs. CTL-C-Max14, d vs. CTL-C-Max21, e vs. 

CTL-AUC14, f vs. CTL-AUC21, g vs. CTL-AUC Pausa3, p < 0.05, Mann-Whitney test. 



66 
 

a 
b 

Figura 31- Efeito da rotenona (21 dias) sobre a retenção gástrica dos animais no teste do esvaziamento 

do corante. 
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Após 16 horas de jejum, os animais expostos à rotenona e veículo por 21 dias receberam uma refeição teste 

contendo 0,75mg/ml de vermelho fenol, foram eutanasiados e o estomago foi retirado para a mensuração da retenção do 

corante, que reflete o % de esvaziamento gástrico, n =10. Os valores estão representados como média ± EPM. (A) teste 

do esvaziamento do corante em três tempos pós-prandiais. a vs. CTL10’, a vs. CTL20’, p<0,05, teste t de Student. (B) 

teste do esvaziamento do corante na presença e ausência de administração de omeprazol num período pós 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 distribuição do corante nos compartimentos do 

trato gastrointestinal dos animais no teste do vermelho fenol. 
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Após 16 horas de jejum os animais receberam uma refeição teste contendo 0,75mg/ml de vermelho 

fenol e após um tempo pós-prandial de 15min os animais foram sacrificados e o estomago e intestino foram 

retirados para a mensuração de retenção do corante, n =10. Os valores estão 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. 
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4.13 Efeito da rotenona sobre as concentrações de monoaminas no estriado, mesencéfalo e bulbo olfatório. 

 

 
Os resultados obtidos mostram uma redução significativa nos níveis 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 à rotenona quando comparados aos controles (Tabela 4) e não foram observadas alterações nas 

concentrações de noradrenalina (NA) e serotonina (5-TH). No mesencéfalo foi observada uma diminuição de metade do conteúdo de DA, 

embora sem significância estatística (CTL: 1438 ± 322,6; ROT: 784,3 ± 308,8.) e não foram observadas alterações nas concentrações de DOPAC, 

NA e 5-TH no grupo rotenona quando comparada ao grupo controle. No bulbo olfatório foi observada uma diminuição de metade do conteúdo de 

5-TH, embora sem significância estatística (CTL: 87,15 ± 26,72; ROT: 48,16 ± 7,46.) e não foram observadas alterações nas concentrações de 

DA, DOPAC e NA nos animais expostos à rotenona em comparação ao grupo controle. 

 

 
Tabela 4 - Efeitos da rotenona sobre as concentrações de monoaminas (mg/g tecido) no estriado e bulbo olfatório esquerdo e mesencéfalo dos animais. 

 
 

ESTRIADO MESENCÉFALO BULBO OLFATÓRIO 

 DA DOPAC NA 5-TH DA DOPAC NA 5-TH DA DOPAC NA 5-TH 

CTL 2203 ± 
151,9 

2744 ± 
328,4 

1482 ± 
274,6 

70,37 ± 
10,72 

1438 ± 
322,6 

339,3 ± 
19,39 

1064 ± 
316,3 

185,8 ± 
15,32 

415,9 ± 
23,51 

- - 87,15 ± 
26,72 

ROT 1699 ± 
137,9 a 

865,1 ± 
485,8 b 

1341 ± 
108,8 

72,20 
±8,966 

784,3 ± 
308,8 

325,6 ± 
49,16 

618,7 ± 
243,6 

156,2 ± 
11,83 

456,2 ± 
26,66 

- - 48,16 ± 
7,457 

 

 
Os níveis de monoaminas e metabolitos foram medidos após 21 dias de administração de rotenona, n =6. Os valores estão representados como média ± EPM. a vs. 

Dopamina/Estriado/CTL, b vs DOPA/Estriado/CTL p<0,05, Teste de Mann-Whitney. 
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4.14 Efeitos da rotenona sobre a imunorreatividade para TH. 

 
Os animais que receberam rotenona apresentaram uma diminuição significativa na 

imunomarcação 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 imunomarcação 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 os animais que receberam rotenona apresentaram um 

aumento na imunorreatividade para GFAP, característico 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 imunomarcação para Tirosina Hidroxilase (TH), um marcador 

dopaminérgico, em seções cerebrais coronais (10 μM) do estriado (aumento 40x) em animais expostos à 

rotenona por 21 dias e controles (n=4). (C) Gráfico em barras mostrando a análise semi-quantitativa por 

densidade optica da imunorreatividade para TH no estriado. Os valores estão representados como média ± EPM. 

a vs. CTL, p<0,05, teste t de Student. 

a 
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Figura 34- Efeito da rotenona sobre a sobre a imunorreatividade para TH na substância negra. 
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(A-B) Fotomicrografias demonstrando a imunomarcação para Tirosina Hidroxilase (TH), um marcador 

dopaminérgico, em seções cerebrais coronais (10 μM) do mesencéfalo (aumento 40x), com detalhes no canto 

superior esquerdo (aumento 100x) em animais expostos à rotenona por 21 dias e controles (n=4). (C) Gráfico em 

barras mostrando a análise semi-quantitativa por densidade optica da imunorreatividade para TH no 

mesencéfalo. Os valores estão representados como média ± EPM. a vs. CTL, p<0,05, teste t de Student. 

a 
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Figura 35- Efeito da rotenona sobre a imunorreatividade para iba-1. 
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(A-B) Fotomicrografias demonstrando a imunomarcação para o marcador de micróglia (iba-1) em 

seções cerebrais coronais (10 μM) do estriado (aumento 100x), com detalhes no canto superior esquerdo 

(aumento 200x) em animais expostos á rotenona por 21 dias e controles (n=4). (C) Gráfico em barras mostrando 

a análise semi-quantitativa por densidade optica da imunorreatividade para iba-1 no estriado. Os valores estão 

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 imunomarcação para astrócitos (GFAP) em seções cerebrais 

coronais (10 μM) do estriado (aumento 100x), com detalhes no canto superior esquerdo (aumento 200x) em 

animais expostos à rotenona por 21 dias e controles (n=4). (C) Gráfico em barras mostrando a análise semi- 

quantitativa por densidade optica da imunorreatividade para GFAP no estriado. Os valores estão 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 peroxidação lipídica (T-BARS) (µM) e níveis de 

nitrito/nitrato (µM) no estriado, bulbo olfatório e mesencéfalo dos animais. 

 

Na avaliação da peroxidação lipídica, o bulbo olfatório de animais expostos à 

rotenona por 21 dias apresentaram um aumento significativo nas concentrações de MDA em 

relação aos controles (CTL: 9,204 ± 6,6595 µM; ROT: 13,50 ± 1,303 µM, p < 0,05). Não 

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

5). 

Na avaliação dos níveis de nitrito/nitrato, o mesencéfalo de animais expostos à 

rotenona por 21 dias apresentaram um aumento nas concentrações de nitrito em relação aos 

controles (CTL: 20,01 ± 1,721 µM; ROT: 37,65 ± 5,830 µM, p < 0,05). Não foram 

observadas diferenças significativas no estriado e bulbo olfatório entre os grupos (Tabela 5). 

 

 
Tabela 5 - Efeitos da rotenona sobre a peroxidação lipídica (T-BARS) (µM) e níveis de 

nitrito/nitrato (µM) no estriado, bulbo olfatório e mesencéfalo dos animais. 
 
 

ESTRIADO MESENCÉFALO BULBO OLFATÓRIO 

 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 ± 5,830a 13,50 ± 1,303b 61,04 ± 9,239 

 

 
Os níveis de MDA e nitrito/nitrato foram medidos à fim de avaliar o estresse oxidativo, após 21 dias de 

exposição à rotenona ou veículo, n =6. Os valores estão 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. DISCUSSÃO 

 

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a rotenona (2,75mg/kg) 

administrada por 21 dias (via intraperitoneal) induz alterações que mimetizam os sintomas 

clínicos por pacientes com DP. Nos animais expostos à rotenona foram observados déficits 

motores, déficits na estabilidade postural e na coordenação motora. Em relação às alterações 

não motoras, observamos déficits na detecção de cheiro e retardo no esvaziamento gástrico 

que antecederam as alterações motoras, déficits na discriminação de cheiros, comportamento 

tipo-depressivo, déficit na memória de trabalho e déficit na retenção da memória aversiva. 

Corroborando com as alterações comportamentais foram observadas também uma diminuição 

das concentrações de DA e DOPAC, seu metabolito, no corpo estriado, perda de neurônios 

dopaminérgicos no estriado e substância negra, microgliose, e um quadro de estresse 

oxidativo no bulbo olfatório e mesencéfalo. 

A utilização de pesticidas como o MPTP, paraquat e rotenona em modelos animais de DP, 

vem tornando-se cada vez mais popular e tem fornecido informações valiosas sobre o processo 

neurodegenerativo (GIASSON; LEE, 2016). O modelo da rotenona inibe o complexo I da cadeia 

transportadora de elétrons mitocondrial resultando na degeneração específica, progressiva e 

crônica da via nigroestriatal e mimetiza diversos sintomas motores e não motores da doença 

(BETARBET et al., 2000; GRANDI; DI GIOVANNI; GALATI, 2018; GREENAMYRE et al., 

2011). 

A metodologia utilizada no presente trabalho foi uma adaptação 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 déficits motores e lesão nos 

neurônios dopaminérgicos com poucos ou nenhum dano periférico. Contudo no modelo de 

indução de Cannon e colaboradores, mais de 60% dos ratos jovens, por volta de 14 dias, já 

apresentavam fenótipo de parkinsonismo debilitante, levando à necessidade de eutanásia dos 

animais, e ao final de 21 dias de administração todos os animais (100%) apresentavam 

sintomas severos de parkinsonismos. A adaptação do modelo de indução de parkinsonismo, 

com a introdução do intervalo de dois dias a cada cinco dias de aplicação, realizada no 

presente estudo, conseguiu diminuir a ocorrência de fenótipo debilitante que levasse à 

necessidade de eutanásia dos animais antes do fim do protocolo. O regime de exposição à 
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rotenona do presente estudo induziu uma taxa de mortalidade de 17,85%, essa taxa engloba 

tanto os animais mortos em decorrência da toxicidade periférica, quanto os animais 

sacrificados em vista do desenvolvimento do fenótipo debilitante de parkinsonismo que 

limitasse sua locomoção e alimentação, e ao final dos 21 dias de exposição à rotenona os 

animais que foram utilizados no presente estudo, embora demostrassem fenótipo de 

parkinsonismo, esse não afetava sua locomoção de modo à interferir em sua alimentação. 

A mortalidade induzida pela rotenona em animais pode estar associada à toxicidade 

por interferência na fosforilação oxidativa dos órgãos periféricos vitais que leva ao rápido 

desenvolvimento de fenótipo de parkinsonismo limitando sua locomoção e alimentação 

(SARAVANAN; SINDHU; MOHANAKUMAR, 2005). 

A administração de rotenona teve ainda um impacto negativo sob o peso dos animais, 

principalmente no período inicial de administração, em relação ao grupo controle. Esse 

resultado corrobora com os resultados demostrados nos trabalhos de Alam e Shmidt (2002) 

em um modelo de administração 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 liberação osmótica 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 administração subcutânea de 

rotenona (2,5mg/kg) por seis semanas. Essa perda de peso poderia estar associada a 

fosforilação oxidativa dos órgãos periféricos ou intoxicação sistêmica, contudo neste caso 

seria esperado um agravamento gradual desse quadro, e no presente estudo observamos uma 

melhora com o avançar do modelo. O modelo de parkinsonismo induzido por 6- 

hidroxidopamina (6-OHDA) também leva à perda de peso, como é demostrado no trabalho de 

Rezaee e colaboradores (2019) em um modelo de injeção de 8 µg de 6-OHDA no 

mesencéfalo medial , mostrando que a perda de peso presente em modelos de parkinsonismo 

induzidos por toxinas parece estar relacionada à outros fatores e não necessariamente à 

fosforilação oxidativa periférica. 

De modo pioneiro mostramos que essa perda de peso, principalmente a inicial, após 3 

e 7 dias de exposição à rotenona, envolve tanto perda de massa magra, quanto de gordura 

corporal, além de envolver um quadro de desidratação relacionado principalmente a perda de 

água extracelular. O teste de bioimpedância por espectroscopia já se mostrou eficiente na 

determinação da composição corporal de ratos, Smith e colaboradores (2009) mostraram a 

precisão e acurácia do teste. Essa é a primeira vez que um estudo in vivo demonstra a natureza 

da mudança corporal envolvida em modelos animais de parkinsonismo. Os mecanismos por 
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trás dessa perda de peso e alterações da composição corporal ainda não são conhecidos. 

Estudos de Betarbet e colaboradores (2009) sugerem que a perda de peso induzida por 

administração sistêmica de rotenona pode estar relacionada à diminuição da motilidade 

gastrointestinal, o trabalho de Bu e colaboradores (2019) mostra que a perda de peso pode 

estar associada à diminuição do trânsito e motilidade intestinal. Mecanismos centrais também 

parecem estar associados, os estudos de Guimarães e colaboradores (2013) demostraram que 

uma lesão adicional do lócus coeruleus no modelo de parkinsonismo induzido pela injeção 

estriatal de 6-OHDA (1µl) acentua a perda de peso dos animais, e essa perda pode ser 

revertida pela estimulação cerebral profunda do núcleo subtalâmico por meio de elétrodos. 

Na clínica, a DP também apresenta uma quadro de perda de peso em cerca de 65% dos 

pacientes, que parece estar relacionado a afagia, distúrbios gastrointestinais e mecanismos 

próprios do curso da doença ainda não 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 degeneração estriatal dopaminérgica (PAK et al., 2018), a piora dos 

quadros de discinesia e psicose, além de constipação (CUMMING et al., 2018). A perda de 

peso em pacientes com DP envolve a perda de gordura corporal total, visceral e subcutânea e 

massa muscular (YONG et al., 2020). 

A DP é clinicamente caracterizada por sintomas motores progressivos que acometem a 

capacidade motora, como tremor de repouso, acinesia, rigidez muscular, instabilidade e 

anormalidades posturais que acarretam problemas de marcha, em geral associadas a 

degeneração 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 

administração de rotenona), a fim de estabelecer o período o início das alterações motoras dos 

animais. Nesse trabalho foi observado uma diminuição significativa na atividade exploratória 

horizontal do animal (número de crossings) e vertical (número de rearings) após 14 e 21 dias 

de administração da rotenona quando comparados aos controles. Esses resultados corroboram 

com o período de alterações motoras observados nos estudos de Zaminelli (2013) com a 

administração 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 diminuição dos neurônios dopaminérgicos e dos níveis de monoaminas 

levando provavelmente aos déficits motores observados no presente estudo. 

Também foi observado no presente estudo uma diminuição da velocidade média de 



78 
 

locomoção dos animais após 14 dias de indução do modelo, indicando um quadro de 

bradicinesia nos animais expostos à rotenona. Até o presente momento não há estudos 

avaliando a impacto da rotenona na velocidade do movimento de roedores, contudo Wang e 

colaboradores (2017) demostraram que a rotenona é capaz de induz a diminuição da 

velocidade do movimento num modelo de parkinsonismo induzido por rotenona em peixe 

zebrafish. A bradicinesia está associada à alterações nos núcleos basais, fraqueza muscular, 

tremor de repouso e rigidez (BERARDELLI, 2001), assim, a lentidão dos movimentos 

observada, se deve provavelmente à diminuição dos neurônios dopaminérgicos e níveis de 

monoaminas induzidos pela rotenona. 

Os pacientes com DP apresentam anormalidades posturais e de equilíbrio como quedas 

frequentes, sensação de desequilíbrio ao caminhar e dificuldade de transição entre posições, 

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 alterações na postura e 

equilíbrio utilizando o teste do comportamento de rearing (FLEMING et al., 2004; CANNON 

et al.,2009), onde as patas dianteiras utilizadas para os animais iniciarem os movimentos 

requerem deslocamento de peso, e assim, reajuste postural, como os necessários aos humanos 

ao caminhar (SHI et al., 2004). A dificuldade em iniciar passos a partir da postura em pé ou a 

recuperação do centro de gravidade está relacionada à degeneração dos neurônios 

dopaminérgicos na substância negra (MEREDITH; KANG, 2006). 

No presente estudo foi observado um déficit na estabilidade postural dos animais no 

teste do comportamento de rearing após 21 dias de administração da rotenona e este resultado 

está 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 administração 

intraperitoneal de rotenona (2,5mg/kg) por 25 dias em ratos, induz uma diminuição no 

número rearings no teste do comportamento de rearing. O teste não foi repetido 

semanalmente para verificar a linha do tempo de surgimento das alterações posturais em 

decorrência de está sujeito a adaptação, podendo interferir nos resultados. 

O teste do rotarod é usado para a avalição da coordenação motora e o equilíbrio de 

roedores, que são indicadores básicos da função motora normal (BOHLEN et al., 2009). O 

teste do rotarod foi realizado após os dias 0 ,3 ,7 ,14 e 21 da administração de rotenona, a fim 

de estabelecer o período o início das alterações na coordenação motoras dos animais. Foram 

observados déficits na coordenação motora dos animais, com diminuição no tempo para 

queda, no teste do rotarod após 14 e 21 dias de indução do modelo, resultados que estão de 

acordo com o de Gaballah e colaboradores (2016), que demonstraram que a rotenona é capaz 
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de induzir déficit na coordenação motora no teste do rotarod após 21 dias de administração 

subcutânea numa dose de 1,5mg/kg e o trabalho de Zaitone e colaboradores (2018) que 

mostra que a administração subcutânea de 1mg/kg de rotenona a cada 48 horas, totalizando 9 

injeções, também induz déficit na coordenação motora. 

A apomorfina é um agonista dopaminérgico de ação rápida e curta duração, agindo nos 

receptores D1 e D2 cerebrais, utilizada no tratamento da DP (FERRAZ, 1999). 

Experimentalmente a apomorfina é utilizada com sucesso na averiguação da relação entre 

déficits motores induzidos por rotenona e a diminuição do conteúdo de dopamina nos núcleos 

da base, em modelos experimentais de parkinsonismo (CANNON et al., 2009; LIU et al., 

2015). 

No presente estudo não foram observadas melhoras no desempenho dos animais no 

teste do comportamento de rearing após a administração de apomorfina. Entretanto, no estudo 

de Cannon e colaboradores (2009) foi demonstrada a responsividade do déficit no 

comportamento de rearing à apomorfina, e o trabalho de Teerapattarakan e colaboradores 

(2018) mostra a melhora dos déficits motores causados pela administração intraperitoneal de 

rotenona (2,5mg/kg) por 20 dias após a administração de apomorfina, indicando a relação do 

déficit postural observado nesse teste e dos déficits motores causados pela rotenona com a 

degeneração de neurônios pré-sinápticos dopaminérgicos e a consequente diminuição do 

conteúdo de dopamina. 

Contudo, no presente estudo, observou-se um aumento do tempo de latência para 

queda no teste do rotarod após a administração de apomorfina, indicando que esse déficit de 

coordenação motora observado no teste do rotarod induzido pela administração de rotenona 

está relacionado a diminuição do conteúdo de dopamina. 

A injeção intracerebral de 6-OHDA também é capaz de acarretar déficits motores na 

atividade locomotora vertical, na coordenação motora e na estabilidade postural 

provavelmente devido à neurodegeneração dopaminérgica e consequente diminuição do 

conteúdo de dopamina (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003; SOUSA, 2016), contudo os déficits 

motores observados no modelo de parkinsonismo induzido pela 6-OHDA não são 

progressivos (ZENG; GENG; JIA, 2018). A injeção aguda do MPTP é capaz de acarretar 

déficits motores na atividade, na coordenação motora e na estabilidade postural devido à 

morte de neurônios dopaminérgicos e consequente diminuição do conteúdo de dopamina, 

porém esses déficits não são progressivos (MEREDITH et al., 2008), ainda não está 

completamente esclarecido se o modelo crônico de exposição ao MPTP que apresenta 

sintomas não motores é capaz de induzirá déficits motores substanciais (VINGILL, 2018). 
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Os pacientes com DP também apresentam diversos sintomas não motores que pioram 

com a progressão da doença e podem ser mais incapacitantes que os acometimentos motores, 

geralmente com início anterior ao surgimento de sintomas motores (FERESHTEHNEJAD et 

al., 2019; SCHRAG et al., 2015). Assim, qualquer modelo da DP que tenta mimetizar os 

casos idiopáticos da doença deveria incorporar esses componentes extra-nigrias e 

sintomatologia não motora (MORAIS et al., 2012a). Neste trabalho, evidenciamos as 

alterações não motoras similares as que ocorrem na DP. 

As alterações olfatórias são 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 

deposição de corpúsculos de Lewy no bulbo olfatório (KONNO et al., 2017). A avaliação de 

déficits olfatórios na clínica é em geral realizadas através de testes que avaliam a identificação, 

discriminação e detecção de odores (XIE et al., 2013). Os testes de discriminação olfatória 

envolvem elementos além das funções olfatórias, requerendo processamento cognitivo e de 

memória, já os testes de detecção de odores servem para uma avaliação bruta dos limites do 

função olfatória (FULLARD; MORLEY; DUDA, 2017). 

O teste da discriminação olfativa baseia-se na observação de que roedores adultos 

preferem permanecer em ambientes impregnados com o seu próprio cheiro do que em 

ambientes inodoros (CARR et al., 1976). No presente estudo observamos que não houve 

diferença no desempenho da discriminação olfatória após 7 dias de administração de rotenona, 

essa só foi observada após 21 dias de indução do modelo. Contudo Morais e colaboradores 

(2012) demostraram que a rotenona é capaz de induzir um déficit no teste de discriminação 

olfatória após 7 dias de administração, utilizando um modelo de administração sistêmica por 

via oral numa dose de 30mg/kg. Trabalhos prévios com rotenona e 6-OHDA (uma toxina 

dopaminérgica) intraventriculares demostraram prejuízo na discriminação olfatória nos cursos 

finais da doença (AURICH et al., 2017; MENDONÇA, 2017) semelhante ao encontrado no 

presente trabalho. 

O teste do pellet enterrado é baseado na tendência natural do animal de usar a função 

olfatória para forrageamento, e é usado para avaliar a habilidade de detecção de cheiros 

voláteis (YANG; CRAWLEY, 2009). No presente trabalho foi observado um déficit na 

capacidade de detecção de odores após 7 e 21 dias de administração de rotenona, indicativo  

de hiposmia, antecedendo os déficits motores. Até o presente momento esse é o primeiro 

estudo a demonstrar um déficit olfatório induzido por rotenona por administração 

intraperitoneal em ratos, bem como o primeiro a demonstrar déficit na detecção de cheiro 

voláteis apenas após 7 dias de administração. Liu e colaboradores (2015) demonstraram que a 
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rotenona é capaz de induzir déficit na detecção de cheiros voláteis, do teste do pellet enterrado 

em um modelo de contato ambiental em camundongos, numa dose de 5mg/kg, contudo 

apenas após duas semanas de administração. 

Podemos inferir que os déficits olfatórios observados no presente estudo podem estar 

relacionados às alterações nos níveis de monoaminas. A 5-HT desempenha papel fundamental 

no processamento olfatório, as projeções serotoninérgicas são necessárias para um 

funcionamento normal da circuitaria do bulbo olfatório e o déficit de 5-HT pode ser atribuído 

a diminuição dessa substância nos núcleos da rafe e da onde partem as fibras serotoninérgicas 

que vão para o bulbo olfatório (FULLARD et al, 2017; SAITO et al., 2016). O déficit de 5- 

HT no bulbo olfatório induzido por rotenona em associação com déficit olfatório já foram 

anteriormente demonstrados por Morais e colaboradores (2012) e no presente estudo embora  

a diminuição no conteúdo de 5-HT não tenha sido significativa, observou-se a perda de cerca 

de 50% do conteúdo dessa monoamina em relação ao controle, podendo ser uma possível 

explicação para esses déficits. 

Em relação ao déficit de detecção olfatória observado antes do déficit motor, 

podemos supor que podem se dever à prematura deposição de corpúsculos de Lewy no bulbo 

olfatório alterando o funcionamento da circuitaria bulbar, uma vez que a rotenona é capaz de 

induzir a formação desses agregados proteicos intracelulares, e já está bem documentado que 

déficits olfatórios pré motores observados na DP refletem a prematura deposição de 

corpúsculos de Lewy no bulbo olfatório (LIMA, 2012). O mesmo resultado não foi observado 

na discriminação olfatória por provavelmente envolver outros elementos cognitivos, como a 

memória olfativa (LIU et al., 2018) que em 7 dias de administração ainda não estariam 

comprometidos. 

A injeção intracerebral de 6-OHDA também é capaz acarretar déficits olfatórios, na 

detecção e discriminação de cheiros, (MENDONÇA, 2017) contudo tais déficits não são 

progressivos e são observados apenas quando já ocorrem déficits motores. O déficit olfatório 

causado pelo MPTP em modelos animais ainda não está totalmente esclarecido, um vez que o 

protocolo que apresentou tal alteração foi através da injeção intranasal podendo assim refletir 

um prejuízo na mucosa nasal (TITOVA et al., 2017). 

A depressão 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 límbicos noradrenérgicos e dopaminérgicos (CHAUDHURI; 

HEALY; SCHAPIRA, 2006; MEIRELES; MASSANO, 2012). 
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A anedonia, perda do prazer, é um sintoma da depressão em humanos e se caracteriza 

pela capacidade prejudicada de sentir prazer em situações que geralmente são consideradas 

gratificantes (MUSSARI, 2018) e uma das maneiras de avaliá-la em modelos animais é por 

meio do teste de preferência por sacarose, no qual ratos com comportamento tipo-depressivo 

apresentam redução do consumo de sacarose (STREKALOVA et al., 2004). No presente 

estudo observamos uma redução significativa da preferência por sacarose após 14 e 21 dias de 

administração de rotenona, indicando um quadro de anedonia. Nosso resultados corroboram 

com o observado por Morais e colaboradores (2012) que demonstraram que a exposição à 2,5 

mg/kg de rotenona (i.p) por 10 dias é capaz de induzir um déficit na preferência de consumo 

por sacarose , e esse déficit foi associado a diminuição dos níveis de dopamina e serotonina. 

Esse quadro se teve portanto a alterações nos níveis de monoaminas, Madiha e Haider (2019) 

demostraram em seu trabalho que a administração subcutânea de rotenona (1,5mg/kg) é capaz 

comportamento do tipo depressivo observado através do no teste de preferência por sacarose, 

associado a uma diminuição do conteúdo estriatal de dopamina e serotonina e o tratamento 

com o agente neuroprotetor, a curcumina, protegeu os animais da diminuição do conteúdo de 

monoaminas e preveniu o comportamento tipo depressivo, evidenciando a relação entre a 

diminuição desses esses neurotransmissores e comportamento tipo depressivo. 

O comprometimento cognitivo é um dos mais frequentes sintomas não motores 

presentes na clínica, ocorrendo principalmente nos estágios mais avançados da doença, 

afetando cerca de 80% dos pacientes com DP após 20 anos da doença (MEIRELES; 

MASSANO, 2012). Esse comprometimento é caraterizado clinicamente por demência 

progressiva, prejuízos a memória e danos à função visoespacial (LYONS; PAHWA, 2011). 

Desse modo ao fim de 21 dias de administração da rotenona, foram realizados os testes para 

avaliação da memória. O teste do labirinto em Y foi utilizado para a avalição do 

comprometimento da memória operacional ou de trabalho, que se baseia na tendência natural 

dos animais explorarem ambientes novos, envolvendo o córtex pré-frontal e hipocampo 

(DELLU et al., 1994). E foi observado que a rotenona conseguiu induzir um déficit na 

memória de trabalho. O teste da esquiva passiva do tipo “step-down” avalia déficits de 

memória aversiva e se baseia no comportamento natural dos roedores explorarem todo o 

aparato, descendo a plataforma, porém aprendendo a evitar o choque produzido na área 

gradeada, esta memoria aversiva depende principalmente de áreas como hipocampo, córtex 

parietal, estriado e amigdala (IZQUIERDO et al., 1992; IZQUIERDO; MEDINA, 1997; 

LORENZINI, 1996). No presente estudo foi observado um déficit significativo na retenção da 

memória aversiva (memória tardia). Esses achados corroboram com os de Moreira e 
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colaboradores (2012) que demostraram que a injeção bilateral intranigral rotenona é capaz de 

induzir um déficit na memória aversiva no teste da esquiva ativa de duas vias. 

Podemos inferir que esses déficits de memória podem ser em parte ocasionados pela 

diminuição dos níveis de dopamina, uma vez que esta monoamina possui papel chave na 

regulação de certos estágios da aprendizagem e memória e da plasticidade sináptica 

(CALABRESI et al., 2007; JAY, 2003). A dopamina desempenha um importante papel na 

modulação da memória de trabalho via interações com circuitos no córtex pré-frontal e 

diversos trabalhos relatam ainda a importância de receptores do tipo D1 e D2 na modulação 

desse tipo de memória (LIGGINS, 2009; SOLLMANN; SEIFTER, 1938). Alguns trabalhos 

relatam ainda a importância dos receptores dopaminérgicos na amigdala basolateral e seu 

envolvimento nos comportamentos de medo e ansiedade (DE LA MORA et al., 2010). 

Alterações na função gastrointestinal são um dos mais comuns sintomas não motores 

na DP, normalmente envolvendo náuseas e constipação, atingindo cerca de 60% dos pacientes 

com  DP  (LYONS;  PAHWA,  2011;  POSTUMA;  BERG,  2019;  TYSNES;  STORSTEIN, 

2017). Esses sintomas parecem ocorrer devido a diversas alterações do Sistema Nervoso 

Entérico (SNE), como a deposição de α-sinucleína nos neurônios e glia do SNE que leva a 

distúrbios da sinalização nervosa comprometendo a contratilidade intestinal e alterações na 

microbiota  (CHIANG;  LIN,  2019;  KLINGELHOEFER;  REICHMANN,  2017;  PEREZ- 

PARDO et al., 2017). Alterações no esvaziamento gástrico tem um grande impacto negativo 

na qualidade de vida de pacientes com doença de Parkinson bem como no tratamento da 

doença, uma vez que substancias como a levodopa usada no tratamento da DP são degradadas 

no estômago, se o esvaziamento gástrico diminui e exposição da levodopa ao ambiente 

estomacal aumenta e a quantidade do fármaco disponível 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 gástrico de líquidos observado através do retardo de esvaziamento do isótopo 

estável 13CO2, que se iniciou antes do surgimento dos achados motores. No teste foi  

observada uma alteração no perfil de esvaziamento a partir do terceiro dia de administração  

de rotenona, que aumentaram significativamente com os dias de administração. Essa mudança 

é caracterizada pela diminuição da quantidade total de 13CO2 (área sob a curva) após, 

diminuição do pico de liberação de 13CO2 (c-máx) e um atraso no tempo no tempo do 

esvaziamento (t-máx). Esses déficits se mantiveram presentes nos resultados dos testes 

realizados após os intervalos de administração da rotenona, demonstrando que não se devem 

apenas ao afeito agudo da administração da rotenona. O retardo do esvaziamento de líquidos 
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observado no presente trabalho se deve provavelmente ao aumento da retenção gástrica 

induzida pela administração de rotenona após 21 dias observada no teste do esvaziamento do 

corante. Essa retenção não se alterou com administração previa do inibidor da bomba de 

prótons omeprazol, descartando a influência a mudança de pH no retardo do esvaziamento do 

corante. Também foi observado uma mudança no padrão de distribuição do corante no 

intestino, sugerindo uma disfunção da motilidade gastrointestinal que poderia explicar o 

aumento da retenção gástrica, porém mais estudos seriam necessários. 

Greene e colaboradores (2009) demostraram que a administração (i.p) de rotenona 

3mg/kg por 28 dias pode acometer o sistema gastrointestinal em roedores, reduzindo a 

atividade dos neurônios inibitórios que inervam o colón proximal e retardando  o 

esvaziamento gástrico de sólidos. Estudos também sugerem uma relação entre a alterações no 

padrão de contratilidade do colón com a diminuição do conteúdo de dopamina e degeneração 

dos neurônios dopaminérgicos do sistema nervoso entérico (TASSELLI et al., 2013). No 

cólon, a dopamina endógena atua inibindo a contração 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 alterações na motilidade intestinal através da diminuição da contagem de bolos 

fecais expelidos após apenas uma semana de exposição ao pesticida, e essa alteração foi 

relacionada ao aumento da deposição de alfa-sinucleína no sistema nervoso entérico do íleo. 

Os estudos de Bu e colaboradores (2019) mostraram que a estimulação elétrica do cólon 

proximal é capaz de reverter o atraso do trânsito intestinal causado pela administração da 

rotenona, atribuindo, assim, esse déficit a alterações na sinalização de neurônios excitatórios e 

inibitórios do SNE. Assim podemos supor que uma vez que a rotenona causa alterações na 

sinalização excitatória e inibitória no SNE acarretados por alterações como a deposição de 

alfa-sinucleína nessas células, levando a alterações da contratilidade intestinal e aumento da 

retenção gástrica e por consequência um retardo no esvaziamento gástrico. Contudo os 

mecanismos envolvidos no retardo de esvaziamento observado do presente estudo precisam 

ser melhor entendidos. 

Os achados no presente estudo estão de acordo com a hipótese mais recente e aceita 

mundialmente do início da DP, o modelo Bottom-up proposto por Braak, em que alterações 

fisiopatológicas da DP se iniciaria no trato gastrointestinal e se disseminaria para o sistema 

nervoso central via nervo vago (BRAAK et al., 2006). A injeção intracerebral de 6-OHDA 

também é capaz de induzir alterações gastrointestinais, contudo em um modelo top-dow 

(LECLAIR et al., 2020), demostrando que as alterações gastrointestinais no modelos de 

Parkinson não se devem à ação direta de toxinas e sim a outros mecanismos, como estresse 
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oxidativo, diminuição de inervação dopaminérgica e inflamação (SAMPATH, 2016; 

COLUCCI et al., 2012), uma vez que a 6-OHDA é incapaz de atravessar a barreira 

hematoencefálica, e demostra também a ampla conexão entre o cérebro e o TGI. 

O presente estudo mostrou que a administração de rotenona diminui 

significativamente os níveis de DA e DOPAC no corpo estriado, e embora não tenha se 

observado significância estatística também foi observado uma depleção quase pela metade do 

conteúdo de DA no mesencéfalo e de 5-HT no bulbo olfatório. Nossos dados corroboram com 

os trabalhos prévios realizados por Alam e Schmidt (2002) e Cannon (2009) que sugerem que 

os neurônios 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 níveis de dopamina também pode ser a explicação para a os déficits 

psicossomáticos e cognitivos observados. Como dito anteriormente, a DA desempenha um 

importante papel na modulação da memória de trabalho e aversiva. Lee e colaboradores (2015) 

avaliaram em seu estudo o efeito da diminuição de dopamina e a interconexão entre 

comportamento motor e depressão em ratos. 

No presente estudo também foi observado que a exposição à rotenona por 21 dias causou 

neurodegeneração dopaminérgica observável através da diminuição da imunorreatividade para o 

marcador dopaminérgico tirosina hidroxilase (TH) no estriado e substância negra. Esse achado 

está de acordo com os estudos de Alam e Schmidt (2002) e Cannon (2009) que demostraram a 

neurodegeneração no modelo de parkinsonismo induzido por rotenona (i.p) por 21 dias. A 

diminuição da imunorreatividade para TH explica a diminuição da concentração de dopamina 

e seus metabolitos observados. Essa neurodegenração pode estar relacionada com a 

neuroinflamação observada no presente trabalho, demonstrada pela microgliose e astrogliose 

observada no estriado. Assim como pelo estresse oxidativo observado no bulbo olfatório e 

mesencéfalo. Esses achados estão de acordo com os trabalhos Ojiha e colaboradores (2015) 

que demonstraram que a administração de rotenona 2,5mg/kg por 4 semanas levou a perda de 

neurônios dopaminérgicos associado ao aumento dos níveis neurônios positivos para GFAP e 

iba-1 no estriado e mesencéfalo e de peroxidação lipídica do mesencéfalo em roedores. O 

trabalho de Javed e colaboradores (2016) demostrou que a rotenona levou a perda de 

neurônios dopaminérgicos no estriado e substância negra associado à microgliose e 

astrogliose no estriado e aumento da peroxidação lipídica e níveis de nitrito no mesencéfalo e 

estriado. 

A rotenona se aloja nas células levando à inibição do complexo I da cadeia 
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transportadora de elétrons mitocondrial, induzindo uma cascata de eventos relacionada a 

estresse oxidativo e inflamação, acarretando morte celular por crise bioenergética, diminuindo 

o armazenamento de dopamina, levando à estresse oxidativo e inflamação (DARBINYAN et 

al.,  2017; SONIA et  al.,  2012;  THAKUR;  NEHRU,  2013;  YUAN  et al.,  2015).  A  crise 

bioenergética ocasionada pelo dano mitocondrial acarreta reação microglial e ativação de 

astrócitos (BERNDT; HOLZHÜTTER; BULIK, 2013; JOHNSON; BOBROVSKAYA, 2015). 

No presente estudo observou-se que o surgimento de todos os sintomas motores 

avaliados só foi observado a partir de um período de 14 dias de administração, estabelecendo 

um marco temporal bem definido para essa sintomatologia motora. Foi observado que o 

déficit de detecção olfatória após apenas 7 dias de administração, e retardo no esvaziamento 

gástrico de líquidos após 3 e 7 dias de exposição à rotenona, se constituindo assim como os 

primeiros achados de parkinsonismo observado no presente modelo, e este período pode ser 

usado como marco para início de tratamento com drogas elegíveis para neuroproteção. O 

presente trabalho demostra ainda englobar diversos sintomas não motores, como déficits de 

memória e comportamento do tipo depressivo e achados histopatológicos como 

neurodegeneração dopaminérgica, neuroinflamação e estresse oxidativo, que são similares à 

fisiopatologia da DP. Vale ressaltar que os déficits motores e não não-motores observados 

pioram com o tempo de administração. Assim nosso trabalho demostrou que a rotenona é 

capaz de induzir um modelo de parkinsonismo robusto, com achados motores e não motores 

numa linha temporal bem definida associada a uma fisiopatologia similar à da DP, assim 

representa uma excelente ferramenta na busca de novas terapias para a DP, bem  como 

propicia meios para a investigação dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos nos sintomas 

não motores da DP, com segurança aos pesquisadores. 
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6. CONCLUSÃO 
 

A administração 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 à diminuição estriatal de dopamina, neurodegenereção, 

neuroinflamação e estresse oxidativo. Assim concluímos que a rotenona causa 

neurodegeneração e alterações motoras e não motoras por mecanismos que envolvem 

inflamação e estresse oxidativo numa linha temporal que pode ser similar a clínica da doença, 

sendo assim um bom modelo de parkinsonismo que pode ser utilizado na busca novas de 

novas substâncias neuroprotetoras bem como na compreensão da patogênese dessa doença. 
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