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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais
frequente, afetando cerca de 3% da populagdo com mais de 65 anos de idade. E
caracterizada pela perda progressiva de neurbnios dopaminérgicos na substancia
negra pars compacta (SNpc) e pela presenca de inclusfes citoplasmaticas (corpos
de Lewy) nos neurdnios dopaminérgicos. A degeneracdo neuronal parece envolver
varios eventos celulares e moleculares, incluindo a neuroinflamacgéo, estresse
oxidativo e disfuncdo mitocondrial. A DP se manifesta clinicamente por disfuncéo
motora, incluindo tremor em repouso, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural.
Além dos sintomas motores, 0s pacientes podem apresentar sintomas ndo motores
como ansiedade e depressao. A rotenona é um pesticida organico extraido de raizes
de plantas pertencentes ao género Lonchocarpus e Derris, que inibe o complexo | da
cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. Esta toxina tem sido empregada
como um modelo animal de DP, visto que é capaz de reproduzir tanto os sintomas
motores quanto os ndo motores. Assim, 0 objetivo do presente estudo foi o de
investigar os efeitos comportamentais de ratos machos e fémeas submetidos a um
tratamento com rotenona. O estudo foi dividido em duas etapas: no experimento |
foram utilizados ratos Wistar fémeas, os quais foram distribuidos randomicamente
em dois grupos: veiculo (6leo de girassol) (n=15) e rotenona (2,5 mg/kg) (n=25),
sendo administrados via i.p. por 3 dias. 24 horas ap0s o término do tratamento, foi
realizado um teste de campo aberto para avaliar a fungdo motora dos animais. No
20° dia pos-tratamento foi realizado um pré-teste de natacéo forcada e no 21° dia foi
realizado o teste de natacao for¢cada para avaliar o0 comportamento tipo-depressivo.
JA no experimento Il foram utilizados ratos Wistar machos, os quais foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos: veiculo (6leo de girassol) (n=10) e
rotenona (2,5 mg/kg) (n=20), sendo administrados via i.p. por 10 dias consecutivos.
O teste de campo aberto foi realizado nos dias 1 e 21 apés o término do tratamento.
Similarmente ao experimento |, no 20° dia pds-tratamento foi realizado um pré-teste
de natacdo forcada e no 21° dia foi realizado o teste de natagdo forcada. No
experimento |, os resultados do teste de campo aberto mostraram que a rotenona
causou um prejuizo na funcdo motora das ratas fémeas. Além disso, no teste de
natacéo forcada foi verificado que o tratamento com rotenona foi capaz de induzir
um comportamento depressivo. Por outro lado, no experimento Il, ndo foram
encontradas diferencgas significativas tanto no teste de campo aberto quanto no teste
de natacdo forcada, demonstrando que o tratamento com rotenona nao causou
prejuizos na atividade locomotora dos ratos machos e nem foi capaz de induzir um
comportamento depressivo.

Palavras-chave: Rotenona, depressao, Parkinson.
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1 INTRODUCAO

Considerada a segunda doenca neurodegenerativa mais comum relacionado
a idade depois da doenca de Alzheimer, a doenca de Parkinson (DP) foi descrita
primeiramente por James Parkinson em 1817, através de sua monografia “Essay on
the Shaking Palsy” (DAUER & PRZEDBORSKI, 2003). A DP acomete principalmente
o sistema motor, no entanto, sintomas ndo motores (SNM), incluindo disautonomia,
constipacdo intestinal, distirbios no sono e depressdo, ocorrem frequentemente
durante o progresso da doenca. Estes sintomas nao motores podem surgir
concomitantemente com os sintomas motores (rigidez muscular, tremor em repouso,
entre outros) ou até mesmo precedé-los por varios anos (CHEN et al., 2012).

A DP atinge cerca de 3% da populagdo com mais de 65 anos de idade (LANG
& LOZANO, 1998, apud MORAIS et al., 2012). O numero estimado de pessoas com
DP em 2005 era de 4.1 milhdes e, para o ano de 2030, a prevaléncia mundial de DP
esta projetado para atingir 8.7 milhdes de pessoas (DORSEY et al., 2007).

O desenvolvimento de agregados intracelulares, denominados corpos de
Lewy, e a perda progressiva de neurbnios dopaminérgicos nigroestriatais estdo
associados a DP. A etiologia desta doenca ainda € desconhecida, no entanto,
considera-se que a DP seja resultado de interacBes complexas de varios fatores,
incluindo exposicdo a pesticidas e outras toxinas ambientais, estresse oxidativo,
inflamacéo crénica, disfuncdo mitocondrial, localizacdo geografica, trauma craniano,
idade, raca, género e predisposicao genética (MORAIS et al., 2012; MULCAHY et
al., 2013).

1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito neurodegenerativo no modelo animal da DP induzido pela

rotenona em ratos Wistar machos e fémeas.



1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se a administracdo de rotenona 2,5 mg/kg € capaz de alterar a

funcdo motora dos animais através do teste de campo aberto.

e Avaliar o comportamento depressivo de animais previamente expostos a

rotenona através do teste de natacdo forcada.

1.3 JUSTIFICATIVA

Apesar do modelo da DP induzido pela rotenona ja estar bastante elucidado na
literatura, sua utilizacdo esta relacionada predominantemente com roedores machos.
A administracdo de rotenona com posterior avaliagdo comportamental e
neuroquimica em fémeas ainda € bastante discreta. Dessa forma, ainda que estudos
epidemioldgicos apontem uma maior prevaléncia de Doenca de Parkinson em
homens do que em mulheres, € necessario que haja estudos com ambos 0s sexos,
a fim de compreender o papel que o género sexual desempenha no processo de

neurodegeneracao.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DA DOENCA DE PARKINSON

Doenca de Parkinson é uma doenca progressiva tendo inicio em média aos
55 anos, com um aumento de incidéncia com a idade (DAUER & PRZEDBORSKI,
2003). Apenas uma pequena porcentagem dos casos de DP sdo causados por
mutacdes genéticas e, dessa forma, 90% dos casos sdo considerados esporadicos
(DE LAU & BRETELER, 2006, apud RADAD et al., 2008).

As trés caracteristicas principais da doenca sao tremor em repouso, rigidez e
bradicinesia. Instabilidade postural ndo € especifica e geralmente encontra-se
ausente no inicio da doenca. O tremor em repouso é o principal sintoma em 70%
dos pacientes, comecando usualmente nas maos, que tende a diminuir durante a
atividade voluntaria. A rigidez € detectavel como o aumento na resisténcia ao
movimento do membro. A bradicinesia € caracterizada por um atraso em iniciar os
movimentos voluntarios. Além disso, sdo observados sinais de hipocinesia (redugéo
na amplitude de movimentos), acinesia (auséncia de movimentos inconscientes),
hipomimia (diminuicdo da expressao facial normal), hipofonia (diminuicdo do volume
da voz) e diminuicdo do tamanho (micrografia) e velocidade da escrita. Sintomas
autondmicos sdo manifestados por constipacdo intestinal, distlrbios urinarios e
hipotensado ortostatica. Depressdo é comum, e deméncia é frequente em pacientes
mais velhos (DAUER & PRZEDBORSKI, 2003; SAMII et al., 2004).

2.2 FISIOPATOLOGIA

O achado patologico caracteristico da DP é a perda progressiva dos
neurbnios dopaminérgicos na substancia negra pars compacta (SNpc), resultando
em uma diminuicdo nos niveis de dopamina (DA) no estriado. A presenca de
inclusdes no citoplasma de neurbnios dopaminérgicos, conhecidas como corpos de

Lewy, sdo as marcas citopatologicas da doenca. Os corpos de Lewy ndo estdo



limitados a substancia negra e podem ser vistos em outras regides, como cértex,
amigdala, locus coeruleus, nucleo vagal e no sistema nervoso periférico (SAMII et
al., 2004). Quando ocorre a manifestacao das disfun¢cdes motoras, cerca de 58-64%
dos neurdnios dopaminérgicos da SNpc ja foram comprometidos e o contetudo de
DA no estriado reduzido em torno de 60-80% (TADAIESKY et al., 2008).

Os corpos de Lewy consistem, na sua maior parte, em a-sinucleina, uma
proteina sinaptica presente em grandes quantidades nos cérebros normais, em
conjunto com outras proteinas, como ubiquitina e proteinas de neurofilamentos.
Raros tipos de DP hereditaria estdo ligados a mutagbes no gene da a-sinucleina,
onde os corpos de Lewy também estdo presentes. Evidéncias sugerem que a
proteina parquina tem um papel importante no desenvolvimento dos corpos de Lewy
visto que mutacdes nesta proteina resultaram em sindrome parkinsoniana sem a
presenca de corpos de Lewy (DAVIE, 2008). A fungao fisiolégica da a-sinucleina
parece estar relacionada com a reciclagem de vesiculas sinapticas e, mutacdes
nesta proteina acabam prejudicando o armazenamento vesicular da DA, o que leva
a um acumulo deste neurotransmissor no citosol. O metabolismo da DA produz
espécies reativas de oxigénio, resultando em danos celulares (LOTHARIUS &
BRUNDIN, 2002).

Uma série de fatores desempenham papéis importantes na DP, tais como
envelhecimento, estresse oxidativo, inflamacédo croénica, disfungcdo mitocondrial e
toxinas ambientais (MORAIS et al., 2012).

2.2.1 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é caracterizado por uma producdo excessiva intracelular
ou acumulo de ROS em conjunto com uma reducdo da atividade do sistema de
defesa antioxidante (BARNHAM et al., 2004; PERFEITO et al., 2013). As espécies
mais comuns de ROS incluem os radicais superéxido O;", hidroxila OH" e peréxido
de hidrogénio H,0O,. Além disso, o H,0O, esta associado com a produgéo de espécies
reativas de nitrogénio (RNS), que pode também reagir com O," para formar
peroxinitrito ONOO", o qual apresenta um grande potencial reativo (CHINTA &
ANDERSEN, 2011 apud TAYLOR et al., 2013).



Altos niveis de ROS e RNS acarretam em danos a biomoléculas, como
proteinas, DNA e lipideos. Tais danos, como carbonilacdo de proteina, quebra de
DNA e peroxidacdo lipidica contribuem para o surgimento de manifestacdes
patologicas, incluindo doengas neurodegenerativas como a DP (DIAS et al., 2013).
As ROS podem ser produzidas no cérebro por diferentes vias, sendo a cadeia
transportadora de elétrons na mitocondria a principal fonte geradora de EROs
(STARKOV et al., 2008). Outras fontes de EROs incluem a monoamina oxidase
(MAO), NADPH oxidase e flavoenzimas, juntamente com O6xido nitrico, que é
abundante no cérebro (JOHNSON et al., 2012 apud DIAS et al., 2013).

Ha um grande numero de evidéncias correlacionando estresse oxidativo e
DP. Em amostras de tecidos post-mortem de pacientes com DP, foram encontrados
um aumento dos niveis de peroxidacéo lipidica e altos niveis de malondialdeido
(DEXTER et al., 1989 apud PERFEITO et al.,, 2013). De acordo com estudos de
YORITAKA et al.,, (1996), os neurdnios dopaminérgicos da substancia negra
apresentam uma reatividade aumentada para 4-hidroxinonenal (HNE). Tal evidéncia
merece destague, uma vez que HNE é um produto altamente reativo da peroxidacéo
lipidica que é capaz de reagir com varias moléculas de proteina. Adutos de HNE
estdo presentes em corpos de Lewy na DP (CASTELLANI et al., 2002 apud
JENNER, 2007). Foram detectados niveis aumentados de 3-nitrotirosina, um
marcador de estresse oxidativo, apds a administracado sistémica da toxina MPTP em
camundongos (PENNATHUR et al.,, 1999). Além disso, foram detectados em
amostras post mortem de cérebros de pacientes parkinsonianos baixos niveis da
molécula antioxidante glutationa (GSH), uma diminuicéo da atividade do complexo |
mitocondrial, um aumento da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD) e
niveis elevados de ferro (FAHN & COHEN, 1992 apud TAYLOR et al., 2013). A
interacdo do fon Fe?* com H,O, gera radicais hidroxila (OH’), altamente reativos,
prejudiciais para a sobrevivéncia de neurbnios dopaminérgicos (WEINREB et al.,
2010 apud HAUSER & HASTINGS, 2013).



2.2.2 Disfung&o mitocondrial

As mitocondrias sdo organelas intracelulares que apresentam funcdes
diversas, em especial, a producdo de energia primaria para a célula. No entanto,
disfuncdes nesta organela podem resultar além de uma diminuicdo na producao de
energia, a geracdo de espécies reativas de oxigénio, inducdo de morte celular por
apoptose e alteracdes na homeostase do calcio intracelular (SAUERBECK et al.,
2011; SUBRAMANIAM & CHESSELET, 2013).

Desde que SCHAPIRA et al., (1989) identificaram em amostras post mortem
da substancia negra de pacientes com DP uma deficiéncia no complexo |
mitocondrial, varios trabalhos tem sido realizados relacionando a disfuncéo
mitocondrial com a patogénese da DP (SHULTS, 2004; FUKAE et al.,, 2007;
WINKLHOFER & HAASS, 2010; GAUTIER et al., 2014).

Além da substancia negra, tem sido evidenciado uma reducao da atividade do
complexo | da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial no cértex frontal de
paciente com DP (PARKER et al., 2008), no estriado (MIZUNO et al., 1989), em
fibroblastos (MYTILINEOU et al.,, 1994) e em linfécitos (HAAS et al., 1995) de
pacientes com DP.

Evidéncias sugerem que a substancia negra € mais vulneravel a disfuncdes
no complexo | comparado com outras regides cerebrais devido a geracao de ROS
pelo neurbnios dopaminérgicos durante o metabolismo de dopamina (DAUER &
PRZEDBORSKI, 2003; CHINTA & ANDERSEN, 2008), uma vez que os metabdlitos
da dopamina podem inibir os complexos da cadeia respiratoria mitocondrial,
contribuindo para a susceptibilidade dos neurdnios dopaminérgicos na DP
(GAUTAM & ZEEVALK, 2011).

2.2.3 Neuroinflamacéo

Varios estudos na literatura tém documentado a relagdo da inflamacgéo
cronica com diferentes doencas neurodegenerativas, como doenca de Alzheimer e
doenca de Parkinson (MCGEER et al.,, 2005; TANSEY & GOLDBERG, 2010;



TAYLOR et al., 2013). Um dos principais mecanismos neuroinflamatorios associado
a morte neuronal é a ativacdo de células gliais (HIRSCH et al., 2005; HIRSCH &
HUNOT, 2009; ROCHA et al., 2014). As células da glia, também conhecidas como
neurdglia, fornecem protecédo, nutricdo e isolamento para os neurdnios do SNC. As
células gliais podem ser subdivididas em duas categorias principais: a microglia, que
compreende de 5 a 10% da populacdo glial; e a macréglia que consiste nos
astrdcitos e oligodendrécitos (VALLEJO et al., 2010).

As células da micréglia sdo as células do sistema imune residentes no
cérebro, promovendo imunidade inata (TANSEY et al., 2007). A homeostase do SNC
€ mantida pela micréglia através da producdo de neurotrofinas como o fator
neurotroéfico derivado do cérebro (BNDF), fator de crescimento semelhante a insulina
tipo 1 (IGF-1) e citocinas anti-inflamatorias (IL-10). No cérebro saudavel, a microglia
se encontra tipicamente em um estado de repouso. Em condigcbes de estresse,
como lesao, invasao de patégenos, acumulo de proteinas toxicas ou morte neuronal,
a micréglia acaba sendo ativada, iniciando uma resposta imune a fim de destruir os
patégenos, remover fragmentos teciduais e reparar os tecidos (ALOISI, 1999 apud
TAYLOR et al., 2013). No entanto, uma ativacdo crénica da microglia pode causar
morte neuronal devido a secrecao de fatores pro-inflamatoérios e neurotdxicos, dentre
eles, ROS, espécies reativas de nitrogénio, enzimas ciclooxigenases (COXs) e
citocinas pro-inflamatdrias, tais como, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interferon gama (IFN-y), interleucina 1-p (IL-1B) (MOSLEY et al., 2006; ROCHA et
al., 2014).

O papel da neuroinflamacdo no surgimento e progressdo da DP tem sido
reconhecido em diversos trabalhos. MCGEER et al., (1988) observaram, atraves de
estudos post-mortem, a presenca de células da micréglia ativadas na SNpc de
pacientes com DP. Além disso, foi verificado um aumento da microglia reativa
fagocitando neurbnios dopaminérgicos, correlacionando-se com o acumulo de a-
sinucleina (CROISIER et al., 2005). Ainda neste trabalho, os autores sugerem que a
micréglia reativa pode ser utilizada como um biomarcador da DP, visto que se
encontra fortemente associada com a morte de neurénios dopaminérgicos. CHEN et
al., (2003) realizaram um estudo epidemiolégico que demonstra que a utilizacdo de
agentes anti-inflamatérios ndo-esteroidais pode retardar ou prevenir o surgimento de
DP. Além disso, foram encontrados niveis elevados de IFN-y na substancia negra de

pacientes com DP na presenca de linfécitos. Tal fato sugere que a infiltracdo de



células do sistema imune através da barreira hematoencefalica pode atuar nos
eventos neuroinflamatoérios (HIRSCH et al., 2005 apud TAYLOR et al., 2013).
Estudos com modelos animais de DP como 6-OHDA, MPTP e rotenona
demonstraram uma forte ativacdo da micrdglia juntamente com liberacdo de
citocinas inflamatérias (AKIYAMA & MCGEER, 1989; SUGAMA et al.,, 2003;
SHERER et al., 2003).

Além disso, numerosos estudos tem destacado o papel do fator nuclear kappa
B (NF-kB) na progressao da DP, uma vez que, a ativacao deste fator de transcricéo
€ necessdaria para que as células da microglia consigam produzir os diversos
mediadores pro-inflamatorios (FLOOD et al., 2011). A ativacdo de NF-kB é o ponto-
chave em muitas doencas inflamatérias crénicas, como a asma, doencas
cardiovasculares (VAN DER HEIDEN et al., 2010) e artrite reumatoide (CRISWELL,
2010).

Existem duas vias descritas para a ativacado do NF-kB: classica (via canonica)
e alternativa (via ndo-canonica). A via classica esta associada a expressao de genes
relacionados a inflamacédo (LAWRENCE, 2009). Ja a via alternativa desempenha um
papel na ativacdo e diferenciacdo celular (POMERANTZ & BALTIMORE, 2002).
Através de estudos post-mortem do cérebro de pacientes com DP e de animais
submetidos a neurodegeneracdo dopaminérgica, verificou-se que a via classica esta
altamente expressa dentro da SNpc (MOGI et al., 2007). Por outro lado, GHOSH et
al., (2007) observaram que a inibicédo seletiva do NF-kB pode atenuar a resposta das

células gliais e prevenir a morte de neurdnios dopaminérgicos no modelo do MPTP.

2.3 DEPRESSAO E DOENCA DE PARKINSON

A depressao é o principal sintoma ndo motor associado a DP, afetando em
torno de 35% dos pacientes (NILSSON et al., 2002 apud AARSLAND et al., 2012).

Os sintomas-chave da depressdo sdo o humor deprimido, anedonia e
sentimentos de culpa e inutilidade. J& os sintomas somaticos séo a perda de apetite,
retardo psicomotor, alteracdo da expressdo facial e disturbios do sono, todavia
esses sintomas sao evidentes em pacientes com DP n&o deprimidos (AARSLAND et
al., 2012).



RIEDEL et al., (2010) realizaram um estudo com mais de 1400 pacientes com
DP e verificaram que a depresséo é mais comum em mulheres do que em homens,
além de estar associado a estagios avancados da DP e deméncia. Foi identificado
em oito de nove estudos revisados uma relacéo entre o histérico de depresséo e o
aumento do risco de desenvolver DP posteriormente (ISHIHARA & BRAYNE, 2006).
Foi realizado um estudo com 371 pacientes para averiguar se a depressdo é uma
condicdo associada a DP ou um fator de risco para a doenca. Os resultados
mostraram que a depressao é um sintoma prodromico da DP (JACOB et al., 2010).

A etiologia da depressdo em DP é complexa e envolve fatores bioldgicos,
psicossociais e terapéuticos. O mecanismo biolégico parece estar envolvido com
alteracdes no sistema monoaminérgico, principalmente o sistema serotonérgico, no
gual uma diminuicdo de serotonina (5-HT) na fenda sinaptica é considerado a causa
da depressdo (SHARMA et al., 2013). TAN et al., (2011) relataram que 0s neurbnios
dopaminérgicos mesencefélicos e neurdnios serotoninérgicos estdo envolvidos com
a depressao. Apesar de ainda ndo estar estabelecido os eventos fisioldgicos por tras
da especificidade e diferenciacdo dessas subpopulacdes neuronais, sabe-se que
ocorre uma diminui¢cdo da atividade e do niUmero de neurbnios serotoninérgicos no
nacleo dorsal da rafe. Diversos estudos tém demonstrado uma associacdo dos
sintomas depressivos em humanos com uma diminuicdo da ligagéo do transportador
de dopamina (DA) na porcédo ventral do estriado. Além disso, tem sido relacionado
uma diminuicdo nos niveis dos transportadores de DA e noradrenalina (NA) com um
aumento da incidéncia de depressao (REMY et al., 2005). Existe outra hiptese que
destaca a interacdo entre os ganglios basais e o sistema serotonérgico, tanto nas
fungcbes motoras quanto nas func¢des limbicas. Os resultados mostram que a
depressdo € um efeito colateral da estimulagdo cerebral profunda (Deep Brain
Stimulation - DBS) do nudcleo subtalamico. Também foi verificado que DBS em
modelos animais inibe a neurotransmissdo serotonérgica, resultando em efeitos tipo-
depressivo (SHABBIR et al., 2013 apud SHARMA et al., 2013).

A neuroinflamacdo presente na DP parece ser um fator desencadeante no
surgimento da depressdo. Varios estudos sugerem que um aumento na sintese de
citocinas pro-inflamatorias estd associado com um comportamento depressivo
(MILLER et al., 2009). De acordo com DE LA GARZA, (2005) a administracao
sistémica de LPS ou de citocinas induziram um comportamento tipo-depressivo nos

modelos animais de depressdo. Além disso, foi verificado que antidepressivos
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atenuam a inflamacao induzida pelas citocinas pro-inflamatérias, reduzindo sintomas
tipo-depressivo (YIRMINA et al., 2001).

2.4 MODELOS ANIMAIS

O uso de modelos animais no estudo da DP tem proporcionado uma melhor
compreensao de sua patogénese e permitiu o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. Drogas como rotenona, 6-OHDA, MPTP, Paraquat e LPS tém sido
utilizados para reproduzir caracteristicas especificas da DP em roedores
(BETARBET et al., 2002).

2.4.1 Rotenona

A rotenona é um pesticida organico e piscicida que € extraido de raizes de
plantas tropicais pertencentes ao género Lonchocarpus e Derris (SOLOWAY, 1976,
apud MULCAHY et al., 2011).

E um composto altamente lipossollivel que atravessa facilmente a barreira
hematoencefalica e ndo depende de transportadores especificos para acessar as
membranas celulares de neurénios dopaminérgicos (SANDERS & GREENAMYRE,
2013).

Uma vez dentro da célula, a rotenona inibe o complexo | da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial (THIFFAULT et al., 2000 apud RADAD et al.,
2008). O complexo I mitocondrial oxida NADH transferindo elétrons para a coenzima
Q10 (Ubiquinona) e transloca prétons da matriz mitocondrial para o espacgo
intermembranas, promovendo um gradiente eletroquimico para a formacéao de ATP.
A rotenona se liga ao término do complexo | favorecendo o estado de reducédo
eletroquimica, o que resulta em perda de elétrons, que se combinam com O2 para
gerar superéxido. A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) resulta em
estresse oxidativo, causando danos a diferentes biomoléculas, como proteinas, DNA

e lipidios. Além disso, a inibichio do complexo | pode sensibilizar neurdnios
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dopaminérgicos a uma crise energética mediada pelos receptores NMDA. Também
pode ocorrer um aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial devido a
formacéo de poros transitorios, promovendo uma despolarizacdo e morte celular por
apoptose. A inibicdo do complexo | pela rotenona pode também aumentar a
concentracdo de Ca?* e glutamato no citoplasma de neurénios dopaminérgicos,
culminando em morte celular (MARTINEZ & GREENAMYRE, 2012). Além do
complexo | mitocondrial, a rotenona tem acéo sobre os microtubulos causando sua
despolimerizacédo e contribuindo para sua toxicidade em neurdnios dopaminérgicos
(FENG, 2006 apud SANDERS & GREENAMYRE, 2013).

BETARBET et al., (2000) demonstraram que a rotenona induz
neurodegeneracdo seletiva de neurdnios nigroestriatais progressiva em ratos
guando administradas de forma crénica e em baixas doses. Além disso,houve a
formacao de inclusbes citoplasmaticas de a-sinucleina e os animais apresentaram
hipocinesia e alteracfes posturais e motoras caracteristicos da DP.

O modelo animal da rotenona tem sido utilizado pois, além de reproduzir os
sintomas motores da DP, observou-se diversas alteracdes neuropatolégicas e
comportamentais ap0s a administracdo sistémica desta droga em ratos, tais como:
acumulacdo de ferro (MASTROBERARDINO et al., 2009), alteracdes
gastrointestinais (DROLET et al., 2009) e disttrbios do sono (GARCIA-GARCIA et
al., 2005). No nosso grupo de pesquisa, foi verificado que a administracdo de
rotenona é capaz de induzir um déficit motor (hipolocomocé&o), comportamento tipo-
depressivo (SANTIAGO et al., 2010), deplecdo dos niveis de GSH na regido do
hipocampo e uma diminuicdo da atividade da catalase no hipocampo e estriado
(ZAMINELLI et al., 2014). Também observou-se que o tratamento com rotenona,
além do prejuizo motor e comportamental, resultou em alteragdes neuroquimicas,
com uma diminui¢do dos niveis de DA no estriado (MORAIS et al., 2012; BASSANI
et al., 2014).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas (280-320g),
provenientes do Biotério Central do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Parand (UFPR). Todos mantidos em sala com temperatura controlada
(aproximadamente 22° C), com ciclo claro-escuro de 12 horas (7:00-19:00 hrs).
Agua e comida foram fornecidas & vontade aos animais. Todos 0s experimentos e
procedimentos passaram previamente pela aprovacéo do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA).

3.2 DROGAS

¢ Rotenona 2,5 mg/kg (Sigma-Aldrich, Germany) (BETARBET et al., 2000)

e Oleo de girassol

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1 Experimento |

As ratas Wistar fémeas foram distribuidas em dois grupos: veiculo (n=15) e
rotenona (n=25). Os animais receberam rotenona (2,5 mg/kg) ou 6leo de girassol
(veiculo da rotenona), administrados via i.p., por 3 dias consecutivos.

24 horas apo6s o término do tratamento foi realizado uma sesséao do teste do
campo aberto (dia 1) para averiguar os efeitos neurotéxicos da rotenona.

A sesséo treino do teste de natacdo forcada foi realizada no dia 21 e 24 horas

depois foi realizada uma segunda sessao (dia 22) (Figura 1).
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Rotenona 2,5 mg/kg

Figura 1 — Representacdo do delineamento experimental |. Fonte: Producdo do proprio
autor.

3.3.2 Experimento Il

Os ratos Wistar machos foram distribuidos em dois grupos: veiculo (n=10) e
rotenona (n=20). Os animais receberam rotenona (2,5 mg/kg) ou Oleo de girassol
(veiculo da rotenona), administrados via i.p., por 10 dias consecutivos.

Os animais foram submetidos ao teste de campo aberto nos dias 1 e 21 ap0és
a Ultima administracdo de rotenona. O teste de natacdo forcada foi realizado nos

dias 21 (sesséo treino) e 22 (Figura 2).

CA NF  NF

GIES

Rotenona 2,5 mg/kg

Figura 2 — Representacdo do delineamento experimental 1l. Fonte: Produc¢do do proéprio
autor.

3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS
3.4.1 Teste do campo aberto

O teste do campo aberto (open field test) foi utilizado para avaliar a funcao
motora dos animais. Trata-se de uma arena circular com a base dividida em
guadrantes. Os animais séo colocados, individualmente, no centro do campo aberto
e observados por 5 minutos. Os seguintes parametros sao avaliados: frequéncia de
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locomoc¢éo (numero de quadrantes cruzados pelo animal), frequéncia de levantar e
tempo de imobilidade. A limpeza do aparelho foi efetuada entre um animal e outro

com alcool 5%.

3.4.2 Teste de natacéo forcada

O teste de natacéo for¢ada foi utilizado como um modelo experimental para o
estudo da depresséo. O procedimento empregado foi uma modificacdo do método
proposto por PORSOLT e colaboradores em 1978.

O teste foi dividido em duas sessdes: primeiramente foi realizado uma sessao
treino, no qual os animais foram colocados em um tanque cilindrico contendo agua a
uma temperatura de 24 + 1°C, a uma profundidade de 25 cm durante 15 minutos. 24
horas ap0s a sesséo treino, os animais foram submetidos novamente ao teste por 5
minutos avaliando-se 0s seguintes parametros: tempo de natacdo, tempo de
imobilidade e o tempo de escalada. A cada observacdo, a agua dos tanques foi

trocada, a fim de evitar interferéncia de odores dos outros animais e temperatura.

3.4.3 Anélise estatistica

Os dados sao expressos como media = erro padrdo da meédia (EPM). Os
resultados do teste de natacdo for¢cada foram submetidos a analise pelo Teste t de
Student para amostras independentes. Ja os resultados do teste do campo aberto
foram analisados pelo Teste t de Student para amostras relacionadas (pareadas). O
nivel de significancia foi de P < 0,05. Todas as analises foram realizadas no

programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software).
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4 RESULTADOS

4.1 EXPERIMENTO | — EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE ROTENONA POR 3
DIAS EM RATOS WISTAR FEMEAS

4.1.1 Teste do campo aberto

Os resultados ilustrados na Figura 1 mostram o efeito da administracao de
rotenona (2,5 mg/kg) por 3 dias sobre a atividade locomotora de ratos Wistar
fémeas. O numero de quadrantes percorridos pelos animais tratados com rotenona
foi significativamente menor quando comparado com o grupo controle (Fig. 1A).
Além disso, esses mesmos animais apresentaram um aumento significativo no
tempo de imobilidade quando comparados aos animais do grupo controle (Fig. 1B).
Por fim, em relagcdo ao parametro frequéncia de levantar, os animais do grupo

rotenona apresentaram uma diminuicdo significativa (Fig. 1C).
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Figura 1. Efeito da rotenona sobre ratas fémeas no teste de campo aberto. (A)
Frequéncia de locomocdo. (B) Tempo de imobilidade. (C) Frequéncia de levantar. Os
animais foram tratados com rotenona ou 6leo de girassol (veiculo) por 3 dias consecutivos
na dose de 2,5 mg/kg. *P<0.05 comparado ao grupo controle. Valores expressos como
média + SEM (n=15-6). Teste t de Student ndo pareado.
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4.1.2 Teste de natagéo forcada

A figura 2 representa os efeitos da rotenona no teste de natagéo forcada.
Ratos Wistar fémeas do grupo rotenona mostraram uma reducéo significativa do
tempo de natacdo em comparacdo aos animais do grupo controle (Fig. 2A). Por
outro lado, com relacdo aos parametros tempo de imobilidade e de escalada nao
houve diferencas significativas entre o grupo controle e o grupo rotenona (Fig. 2B e
2C).
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Figura 2. Efeito da rotenona no teste de natacdo forcada. (A) Tempo de natacdo. (B)
Tempo de imobilidade. (C) Tempo de escalada. Os animais foram tratados com rotenona ou
Oleo de girassol (veiculo) por 3 dias consecutivos na dose de 2,5 mg/kg. *P<0.05 comparado
ao grupo controle. Valores expressos como média + SEM (n=15-6). Teste t de Student ndo
pareado.
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4.1.3 Curva de sobrevivéncia

Na figura 3 esta representada a curva de sobrevivéncia dos ratos Wistar
fémeas durante o tratamento com rotenona. 24 horas ap0s a primeira administracao
9 animais foram a 0Obito. No 2° e 3° dia de aplicacdo da neurotoxina morreram 6 e 4

animais, respectivamente. Apenas 24% dos animais permaneceram Vivos.
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Figura 3. Avaliagcdo do percentual de sobrevivéncia dos animais dos grupos

controle e rotenona.

4.2 EXPERIMENTO Il — EFEITOS DA ADMINISTRACAO DE ROTENONA POR 10
DIAS CONSECUTIVOS EM RATOS WISTAR MACHOS

4.2.1 Teste do campo aberto

Na Figura 4 estéo representados os efeitos da rotenona (2,5 mg/kg — 10 dias)
sobre a fungdo motora de ratos Wistar machos. Com relacdo aos diferentes
parametros analisados, ndo houve diferencas significativas entre o grupo controle e
0 grupo rotenona tanto 24 horas apos o término do tratamento quanto no dia 21 (Fig.

4A, 4B e 4C).
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Figura 4. Efeitos da rotenona em ratos Wistar machos no teste de campo aberto. (A)
Frequéncia de locomocédo. (B) Tempo de imobilidade. (C) Frequéncia de levantar. Os
animais foram tratados com rotenona ou 6leo de girassol (veiculo) por 10 dias consecutivos
na dose de 2,5 mg/kg. Valores expressos como média £+ SEM (n=10-19). Teste t de Student
pareado.

4.2.2 Teste de natacéo forcada

A figura 5 ilustra os efeitos da administracdo de rotenona por 10 dias
consecutivos sobre os comportamentos do tipo-depressivo em ratos Wistar machos
avaliados no teste de natagédo forcada. Neste teste 0S grupos ndo apresentaram
diferencas significativas para os trés parametros avaliados: tempo de natacéo,
imobilidade e escalada (Fig. 5A, 5B e 5C).
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Figura 5. Efeitos da rotenona em ratos Wistar machos no teste de natagao forgada. (A)
Tempo de natacdo. (B) Tempo de imobilidade. (C) Tempo de escalada. Os animais foram
tratados com rotenona ou 6leo de girassol (veiculo) por 10 dias consecutivos na dose de 2,5
mg/kg. Valores expressos como média + SEM (n=10-19). Teste t de Student néo pareado.

5 DISCUSSAO

No presente estudo, utilizamos o modelo animal da rotenona a fim de
reproduzir os sintomas motores e ndo motores da DP, verificados por outros autores
(BETARBET et al., 2000; SANTIAGO et al., 2010). No experimento |, os resultados
obtidos no teste de campo aberto mostraram que a administracdo de rotenona por 3
dias em ratos Wistar fémeas causaram um prejuizo motor significativo, visto que o
grupo tratado apresentou hipolocomocdo, mostrada através dos parametros
frequéncia de locomoc¢do e de levantar. Somado a isso, a lesdo pela neurotoxina

provocou um aumento significativo no tempo de imobilidade.
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Além dos sintomas motores, foi observado no experimento | que os animais
tratados com rotenona apresentaram um possivel comportamento tipo-depressivo no
teste de natacdo forcada, visto que o tempo de natacdo do grupo rotenona foi
significativamente menor que o grupo controle. No experimento I, o protocolo inicial
era a administracao de rotenona por 10 dias consecutivos em ratos Wistar fémeas.
No entanto, o tratamento por 3 dias resultou numa mortalidade de 76% (Fig. 3) das
ratas, obrigando-nos a suspender a aplicacdo da droga e realizar os testes
comportamentais.

Diversos autores tém relatado que o0 estrogénio apresenta efeitos
neuroprotetores, podendo atuar como um antioxidante, agente modulador
neurotréfico ou como agente antiapoptotico.(SAUNDERS-PULLMAN, 2003;
MORALE et al,. 2006). Paradoxalmente, no nosso experimento, as fémeas tratadas
com rotenona apresentaram uma grande sensibilidade ao efeito toxico da droga. Na
literatura, a utilizagcdo do modelo animal de DP com rotenona esta relacionada
predominantemente com roedores machos, sendo que néo esta elucidado o porqué
da diferenca de género sexual resultar em diferente sensibilidade a neurotoxicidade
da rotenona.

Ja no experimento Il, os resultados do teste de campo mostraram que a
administracdo de rotenona por 10 dias consecutivos em ratos Wistar machos néo foi
capaz de reduzir a funcdo motora. Ndo houve diferenca significativa entre os dois
grupos nos diferentes parametros analisados. Esperavamos que a funcéo
locomotora destes animais reduzisse progressivamente. Os dados obtidos
contrariam o0s resultados do estudo de BETARBET et al.,, (2000) no qual foi
verificado que a administracdo de rotenona de forma cronica e em baixas doses
induz neurodegeneracdo especifica e progressiva de neurdnios dopaminérgicos,
afetando a capacidade locomotora dos animais. Em relacdo ao teste de natacao
forcada, a administracdo da droga nao foi capaz de induzir um comportamento tipo-
depressivo nos ratos machos, visto que as respostas comportamentais dos dois
grupos nao diferiram de forma significativa. Outros trabalhos do nosso grupo de
pesquisa utilizaram o mesmo protocolo experimental e observaram que a
administracdo de rotenona causou deéficit motor e induziu um comportamento tipo-
depressivo. As divergéncias nos resultados do presente estudo podem estar
relacionado com o fator idade, visto que os ratos Wistar machos provenientes do

Biotério Central do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana
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eram muito novos (5-6 semanas) quando comegaram a receber o tratamento com
rotenona. Acreditamos que a lesdo causada pela neurotoxina em organismos mais
novos seja menos intensa quando comparado com os mais velhos, a ponto de néo
causar prejuizo motor e alteracbes comportamentais.

A complexidade da DP somado as grandes variacbes de resultados do
modelo animal da rotenona exige que trabalhos futuros sejam conduzidos a fim de
elucidar os mecanismos envolvidos no processo de neurodegeneracdo e sua

relacdo com os sintomas motores e ndo motores, como a depressao.

6 CONCLUSAO

¢ Neste estudo a administracao de rotenona via i.p. na dose de 2,5 mg/kg foi
eficaz em provocar uma reducado significativa na funcdo motora de ratos

Wistar fémeas submetidas ao teste de campo aberto.

e O tratamento com rotenona por 3 dias foi capaz de reproduzir um
comportamento tipo-depressivo nas fémeas, como apresentado no teste de

natacao forcada.

e O tratamento prolongado com a neurotoxina por 10 dias ndo provocou
alteracdes sobre a atividade locomotora dos ratos machos e nem induziu um

comportamento tipo depressivo.
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