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RESUMO

A doença de Parkinson (DP) é uma doença degenerativa e progressiva, como 
principal característica a degeneração de neurônios dopaminérgicos, associados ao 
controle motor. Além dos sintomas motores característicos, como a bradicinesia e o 
tremor em repouso, os pacientes apresentam sintomas não motores, que podem 
surgir décadas antes dos sintomas motores se manifestarem. Entre esses sintomas, 
destaca-se o distúrbio olfatório, que afeta até 90% dos pacientes. Curiosamente, a 
doença apresenta diferenças na incidência entre homens e mulheres, com uma 
prevalência 1,5 a 2 vezes maior em homens. Neurotoxinas de exposição ambiental, 
como a rotenona, são classicamente utilizadas para mimetizar a DP em modelo 
animal, porém, poucos estudos investigam alterações associadas à DP com uma 
comparação entre os sexos. Além disso, é importante analisar se a exposição a esses 
agentes poderia causar alterações no período fetal com consequência no período pós-
natal.  Para verificar as possíveis alterações, realizamos nosso experimento em 
ambiente pré-natal, expondo as ratas progenitoras via subcutânea a neurotoxina 
rontenona durante a janela embriológica da formação do sistema olfatório e assim, 
comparando grupos que foram expostos a neurotoxina em ambiente pré-natal, pós-
natal e em ambos os casos nos parâmetros motores e olfatório. Nesse sentido, nossos 
resultados apontam que a exposição em período fetal a neurotoxina rotenona causa 
diferentes efeitos no sistema motor e olfatório entre animais machos e fêmeas, sendo 
que fêmeas apresentam maior déficit motor, percorrendo uma menor distância no 
Campo Aberto. Diferentemente, onde machos apresentaram déficit olfatório, enquanto 
fêmeas continuam discriminando os odores familiar e não familiar. Em contrapartida, 
não foram observadas diferenças entre os sexos no teste de discriminação olfatória 
não social. Estes resultados apontam para um possível efeito neuroprotetor do 
estrogênio e apresenta importante caminho para novos estudos comparando machos 
e fêmeas e as vias olfatórias no modelo de DP. Com o nosso trabalho, podemos 
concluir que a exposição à neurotoxina rotenona em ambiente fetal demonstrou 
capacidade de gerar prejuízos sexo-dependentes em âmbito de discriminação 
olfatória na prole de ratas expostas em período pré-natal.

Palavras-chave: Doença de Parkinson; Rotenona; Distúrbio Olfatório; Diferenças 
sexuais. 



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is a degenerative and progressive disease, primarily 
characterized by the degeneration of dopaminergic neurons associated with motor 
control. In addition to the characteristic motor symptoms, such as bradykinesia and 
resting tremor, patients present non-motor symptoms that can arise decades before 
the motor symptoms manifest. Among these symptoms, olfactory disturbance stands 
out, affecting up to 90% of patients. Interestingly, the disease shows differences in 
incidence between men and women, with a prevalence 1.5 to 2 times higher in men. 
Environmental neurotoxins, such as rotenone, are classically used to mimic PD in 
animal models; however, few studies investigate PD-associated alterations with a 
comparison between sexes. Furthermore, it is important to analyze whether exposure
to these agents could cause changes during the fetal period with consequences in the 
postnatal period. To verify the possible alterations, we conducted our experiment in a 
prenatal environment, exposing the pregnant rats subcutaneously to the neurotoxin 
rotenone during the embryological window of olfactory system formation. We then 
compared groups exposed to the neurotoxin in prenatal, postnatal environments, and 
both cases in motor and olfactory parameters. In this regard, our results indicate that 
fetal exposure to the neurotoxin rotenone causes different effects on the motor and 
olfactory systems between male and female animals, with females showing greater 
motor deficits, traveling a shorter distance in the Open Field test. Conversely, males 
exhibited olfactory deficits, while females continued to discriminate between familiar 
and unfamiliar odors. On the other hand, no differences were observed between sexes 
in the non-social olfactory discrimination test. These results suggest a possible 
neuroprotective effect of estrogen and present an important pathway for new studies 
comparing males and females and the olfactory pathways in the PD model. With our 
work, we can conclude that fetal exposure to the neurotoxin rotenone demonstrated 
the capacity to generate sex-dependent impairments in olfactory discrimination in the 
offspring of rats exposed during the prenatal period.

Keywords: Parkinson's Disease; Rotenone; Olfactory Disturbance; Sexual 

Differences. 
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1 INTRODUÇÃO
1.1 DOENÇA DE PARKINSON

A doença de Parkinson (DP) é uma doença degenerativa e progressiva, 

caracterizada pela morte de células nervosas dopaminérgicas e está intimamente 

ligada a idade avançada. A DP é a segunda doença neurodegenerativa com maior 

incidência na população idosa, ficando atrás somente da Doença de Alzheimer 

(SHARMA et al., 2021; KASDAGLI et al., 2019).

Segundo o levantamento da Organização Mundial de Saúde (OMS, 2022) em 

2019, cerca de 8,5 milhões de pessoas apresentavam diagnóstico da doença em todo 

o mundo, porém, a incidência tem aumentado substancialmente nas últimas décadas 

e, a previsão epidemiológica é que a doença possa chegar a 12 milhões de casos até 

2040. Isso implica em uma carga econômica que pode ultrapassar 79 bilhões de 

dólares à saúde pública (BLOEM et al., 2021; MARTINEZ-MARTIN et al., 2023). Tais 

fatos demonstram que a DP se apresenta como um problema de saúde, econômico e 

social cada vez maior.

Originalmente, a DP foi descrita por James Parkinson em 1817 em sua 

monografia com título An essay on the shaking palsy (Um ensaio sobre a paralisia 

agitante) onde a descreve como um distúrbio neurológico e faz as primeiras 

observações sobre a doença (PARKINSON, 2002) (versão digital). A partir disso, 

muitos estudos foram desenvolvidos e compreendeu-se que a principal característica 

da fisiopatologia da DP é a degeneração de neurônios dopaminérgicos na via 

nigroestriatal do mesencéfalo, mais especificamente, na região ventrolateral da 

substância negra pars compacta (SNpc), que se projeta para o putâmen posterior, 

ligado a controle motor (BLESA et al., 2022). Esta via é relacionada ao controle de 

tônus muscular e movimentos coordenados, nesse sentido, a degeneração das 

células dopaminérgicas causa um desequilíbrio entre a concentração de dopamina 

(DA) e de acetilcolina o que impacta na transmissão sináptica da via motora (SHARMA 

et al., 2021). Ao passo que ocorre a degeneração de células dopaminérgicas, também

- -syn), gerando os 

Corpos de Lewy (CL) nas células restantes. Estima-se que os CL estejam ligados aos 

sintomas não motores e prodrômicos da doença (sintomas anteriores aos distúrbios 

motores, como a hiposmia) (BABATUNDE et al., 2023). Tal informação foi confirmada 

por observações histológicas post-mortem do encéfalo de pacientes diagnosticados 



11

com a DP, onde foi encontrada a presença de CL (MAGALHÃES E CARDOSO, 2023). 

O tremor em repouso está presente em aproximadamente 70 a 80% dos pacientes, 

chegando a 100% com o avanço da fisiopatologia, sendo que se inicia unilateralmente 

e, depois, se espalha contra lateralmente, podendo envolver as pernas, lábios, 

mandíbula e língua, mas raramente envolve a cabeça (SILVA, 2021).

Clinicamente, a DP é caracterizada por manifestações de sintomas motores e 

não motores, e em geral, manifestações prodrômicas são frequentemente de cunho 

não-motor, como a hiposmia, distúrbios de sono e constipação (Blesa, et al, 2022). 

Segundo Braak e colaboradores, (2003) os sintomas não motores podem ter origem 

-syn que se espalham e interrompem circuitos 

dopaminérgicos em áreas cerebrais como tronco e bulbo olfatório, décadas antes de 

aparecerem os sintomas motores. As características cardinais incluem tremor de 

repouso, bradicinesia, marcha alterada, instabilidade postural e rigidez. Tais 

condições além de aumentar o risco de quedas do paciente, impacta na qualidade de 

vida e pode levar ao isolamento social com sua progressão inibindo interações sociais 

(RADDER et al., 2020). Sabe-se que os sintomas motores iniciam quando as células 

dopaminérgicas reduzem cerca de 70-80% na via nigroestriatal, mas os sintomas pré-

motores como a hiposmia, podem estar evidentes anteriormente a este momento 

(CHUPROSKI et al., 2023).

No Brasil, estima-se que haja em torno de 200 mil pessoas com a DP (SILVA et 

al., 2021), porém, como a notificação sobre a doença não é obrigatória no Sistema 

Único de Saúde (SUS), não há como determinar oficialmente o tamanho da população 

atingida.  De certo modo, faltam estudos epidemiológicos robustos no Brasil, visto que, 

por se tratar de um país etnicamente misto, pode existir diferentes padrões da doença 

na população, diferindo pela região, o padrão genético e o expossoma (padrão de 

exposição ambiental a neurotoxinas) (SANTOS-LOBATO et al., 2021).

1.2 FATORES GENÉTICOS DA DOENÇA DE PARKINSON

As mutações do gene LRKK2 são as causas mais comuns da DP genética. Essa 

mutação apresenta padrão de herança autossômica de penetrância incompleta, e 
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demonstra maior prevalência em mulheres (MEONI et al., 2020). Estudos de genoma 

identificaram mais de 90 variantes de risco associados a DP, e dentre elas, 20 

identificadas como mutações que causam formas monogênicas da DP, das quais 

podemos identificar os genes dominantes SNCA, LRRK2, GBA e VPS35, bem como, 

os genes recessivos Parkin, PINK1, DJ1. Em DP de início precoce (3-5% dos casos) 

os sintomas se iniciam antes dos 40 anos e está associado principalmente com o gene 

PARK mutante (POST et al., 2020). 

O  genoma sozinho não é capaz de explicar a prevalência da DP, visto que,  

achados genéticos estão relacionados apenas com  3 – 10% dos casos esporádicos 

e 30% dos casos familiares (com a hereditariedade variando entre 0,23 e 0,79) 

(PRUNELL E OLIVERA-BRAVO, 2022; TANSEY et al., 2022; BOYD et al., 2022), 

dessa forma outras variáveis podem contribuir para o desenvolvimento da DP, a 

exemplo os fatores ambientais, como exposição a pesticidas, solvente, metais e 

subprodutos industriais  (PRUNELL E OLIVERA-BRAVO, 2022; FRANCO et al., 2022; 

PATEL E SANGEETA, 2019). De certa forma, pouco se sabe sobre a etiologia da DP, 

no entanto, evidências indicam que o aparecimento da DP esporádica tem relação 

com um conjunto complexo de interações, dentre os quais estão a predisposição 

genética e, ao longo de décadas, interações com influências ambientais (GAO et al., 

2003).

1.3 RELAÇÃO ENTRE DP E DANO MITOCONDRIAL

As mitocôndrias são organelas de membrana dupla, que contém seu próprio 

material genético e que se replicam independentemente do DNA nuclear da célula 

hospedeira (JAIN et al., 2023b), essa organela citoplasmática é crítica para função e 

disfunção neuronal uma vez que desempenha papel chave na geração de energia 

celular em forma de ATP (adenosina trifosfato). A energia em forma de ATP gerada 

na organela é utilizada para realizar a sinapse, e assim, células nervosas necessitam 

de um grande aporte mitocondrial para preservar e restaurar os gradientes iônicos, 

bem como para a captação e ciclagem de neurotransmissores (MAGALHÃES E 

CARDOSO, 2023; TASSONE et al., 2023). Como alterações oxidativas estão ligadas 



13

a DP, é sugestivo que as mitocôndrias possam estar ligadas tanto à gênese quanto à 

modulação e desenvolvimento dessa doença (LIU et al., 2023).

A mitocôndria tem sido estudada e associada com a DP em modelos animais 

expostos cronicamente a químicos que resultam em sintomas que mimetizam a 

“síndrome do complexo I”, dita como envolvida na sintomática da doença, esse 

modelo se baseia em alteração mitocondrial no primeiro complexo, ocasionando 

estresse oxidativo celular e falha na função energética (VALDEZ et al., 2019). 

A disfunção mitocondrial e a consequente alteração energética podem 

-syn também contribui para a disfunção 

mitocondrial, pois se liga ao complexo 1 e seus oligômeros podem afetar o tamanho 

da mitocôndria, além da dinâmica de sinalização (JAIN et al., 2023b). O complexo 

mitocondrial I (NADH-ubiquinona redutase) é um grande complexo proteico que 

transfere elétrons do NADH para a ubiquinona com o bombeamento simultâneo de H+ 

da matriz mitocondrial para o espaço intermembranar (VALDEZ et al., 2019). Células 

nervosas que exibem deficiências no complexo 1 da cadeia mitocondrial são mais 

-syn e a formação de CL, sendo crucial para a evolução 

da patologia no paciente (MAGALHAES E CARDOSO, 2023).

-syn é uma proteína que está associada na regulação 

da exocitose e na liberação de neurotransmissor mediado por vesículas, e pode estar 

presente no lúmen mitocondrial (MAGALHÃES E CARDOSO, 2023; KOPRICH et al., 

-syn também é expressa fora do Sistema Nervoso Central (SNC), onde 

pode estar associada com o sistema hematopoiético, contudo, as protofibrilas, 

-syn na DP 

e outras patologias, e os CL estariam -syn 

mal dobradas (KOPRICH et al -syn 

promove disfunção mitocondrial, que, por sua vez, pode levar a apoptose (processo 

demonstrado na figura 1) (MAGALHÃES E CARDOSO, 2023). Ainda, mitocôndrias 

-syn de estados monoméricos para 

oligoméricos em neurônios, dessa forma, permite que a ação mitocondrial 

-syn mutada. Em contrapartida, alterações 

mitocondriais não necessariamente formam os CL, havendo exceções (MÜLLER-

NEDEBOCK et al., 2023).
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A geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e a redução do sistema 

antioxidante contribuem ativamente para a apoptose celular (KRISHNA et al., 2018). 

A mitocôndria é a fonte celular primária de ROS, que pode se formar pela transferência 

incompleta de elétrons para o oxigênio na cadeia respiratória, isso coloca a 

mitocôndria no centro de desregulações oxidativas (HEINZ et al., 2017). ROS na 

forma de superóxidos são subprodutos naturais derivados do metabolismo 

mitocondrial que formam H2O2 e posteriormente são catalisados formando água 

(TASSONE et al., 2023). A formação de radicais livres é um dos indutores mais 

potentes da peroxidação lipídica, e pode introduzir grupos carbonila nas proteínas, 

seja através do malondialdeído ou indiretamente através da oxidação de aminoácidos 

para promover a formação da carbonila proteica. Essas ações têm implicações 

importantes para a perda de função de componentes enzimáticos metabólicos e 

redutases celulares necessários para redox homeostática e estabelecer vias de 

sinalizações (KRISHNA et al., 2018). Em condições normais, a mitocôndria consegue 

manter as ROS em níveis homeostáticos, podendo utilizar ROS em baixos níveis para 

sinalização de proteínas quinases e respostas imunes (TASSONE et al., 2023). 

Contudo, em patologias como a DP, os processos de estresse oxidativo, 

-syn podem causar a disfunção mitocondrial, 

resultando em neurodegeneração, ou seja, apoptose da célula nervosa. Várias 

doenças neurodeganerativas, como a DP, demência com CL e atrofia de múltiplos 

-syn, sendo assim 

-sinucleinopatias (KOPRICH et al., 2017). A progressão da DP é 

acelerada pela disfunção mitocondrial, aumento de estresse oxidativo e baixa 

sobrevida de neurônios dopaminérgicos (JAIN et al., 2023b).
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Figura 1. Representação esquemática das funções mitocondriais. A partir da esquerda: Em condições 
fisiológicas, as mitocôndrias fornecem ATP através de fosforilação oxidativa mitocondrial (OXPHOS). 
As enzimas do ciclo de Krebs usam acetil-coenzima A para reduzir NADH e FADH2, que são usados 
para transferência de energia para a cadeia de transporte de elétrons (ETC) embutida na membrana 
mitocondrial interna. OXPHOS também é uma importante fonte de ROS, cujos níveis basais são 
mantidos pela rede de eliminação de radicais. As mitocôndrias também desempenham um papel crucial 
na homeostase do cálcio. O canal aniônico dependente de voltagem (VDAC) e o complexo uniportador 
de Ca 2+ mitocondrial (MCU) controlam finamente a passagem de Ca 2+ através das membranas 
mitocondriais, enquanto o Na + /Ca 2+ trocador mitocondrial (NCLX) é uma das unidades centrais 
envolvidas na extrusão de Ca 2+. Em condições normais, por meio da geração de ROS e sinalização 
redox, as mitocôndrias podem controlar o metabolismo celular, a fisiologia, a resposta inflamatória e a 
função imunológica e atuar como importantes moléculas de sinalização na célula, ativando várias 
proteínas quinases. Em contraste, a superprodução de ROS e a desregulação do sistema de 
sinalização redox resultam em estresse oxidativo que pode levar a danos mitocondriais. As 
mitocôndrias com mau funcionamento podem ser seletivamente removidas por meio da mitofagia ou, 
quando todos os outros mecanismos de defesa falham, o neurônio pode orquestrar sua própria 
destruição ativando o programa intrínseco de apoptose (TASSONE et al., 2023).

Para construir uma rede contínua, as mitocôndrias sofrem constantes mudanças 

morfológicas por meio de fusão e fissão. Ciclos de fissão e fusão promovem a mistura 

contínua e homogeneização de proteínas mitocondriais, lipídios e DNA entre diversas 

mitocôndrias dentro de uma única célula (JAIN et al., 2023b). As mitocôndrias são 

transportadas anterogradamente do corpo celular para os terminais axonais para 

atender aos requisitos de energia na sinapse e retrogradamente de volta ao corpo 

celular nos neurônios, isso permite a remoção de mitocôndrias com excesso de 

acúmulo -syn e reposição de mitocôndrias saudáveis, bem como a dinâmica 

sináptica celular (SHANMUGHAPRIYA et al., 2020). Diante disso, como a 
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fragmentação mitocondrial é uma das características do encéfalo de pacientes com 

DP, é concebível que os neurônios dopaminérgicos entrem em um ciclo no qual as 

mitocôndrias danificadas se acumulam e não podem ser adequadamente degradadas 

(MAGALHÃES E CARDOSO, 2023). Há fortes indícios que existem trocas de 

mitocôndrias intercelulares, o que permite de um lado uma terapia mitocondrial ao 

transportar mitocôndrias novas a células com mitocôndrias disfuncionais, como 

possivelmente também possam trafegar mitocôndrias disfuncionais, espalhando 

patologias, como descrito por BRAAK e colaboradores (JAIN et al., 2023b; BRAAK et 

al., 2003).

1.4 DIFERENÇAS SEXUAIS NA DOENÇA DE PARKINSON

É importante salientar que diferenças em domínios cognitivos em homens e 

mulheres foram descritas em envelhecimento saudável, sendo que homens superam 

mulheres em tarefas de funcionamento viso espacial, enquanto mulheres superam 

homens em tarefas cognitivas (REEKES et al., 2020), desta forma, é presumível 

aceitar que, em patologias como a DP, pacientes homens e mulheres apresentem 

sinais e sintomas diferentes. Alterações em sentidos químicos, gustação e olfação são 

documentadas tanto em pacientes homens, quanto em mulheres com DP, embora em 

homens apresente maior prevalência (MEONI et al., 2020). Estimativas indicam que a

incidência é 1.5 a 2 vezes mais comum em homens do que em mulheres (variação 

decorrente de etnias e hábitos populacionais) na DP, tendo um avanço de menor 

intensidade em mulheres em fases prodrômicas (REEKS et al., 2020; YUAN et al., 

2023). Diferentemente, na Ásia, a proporção entre pacientes com DP é maior entre 

mulheres do que entre homens (0,95 – 1,20) o que pode apontar uma diferença 

metodológica, genética, étnica ou comportamental entre os sexos, sendo uma 

exceção aos demais países (MEONI et al., 2020). No entanto, ainda são escassos 

estudos que investigam diferenças entre os sexos no avanço da doença, bem como a 

discriminação de possível neuroproteção que estejam atuando em algum dos casos.

Em se tratando de neuroproteção, um possível importante agente neuroprotetor 

é o estrogênio, este hormônio pode estar ligado com a incidência menor de DP em 

mulheres, pela ação antioxidantes, anti-inflamatória e antiapoptóticas (OLIVOLA et al., 
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2020). Embora a literatura demonstre que ocorra aumento do risco de 

desenvolvimento da DP após a menopausa, e determine uma relação inversamente 

proporcional entre estrogênio e risco de DP, a terapia de reposição hormonal não 

demonstra alteração no desenvolvimento da doença, mesmo podendo estar 

associado no início (MEONI et al., 2020). Os sintomas da DP nas mulheres costumam 

apresentar uma progressão mais lenta quando comparada aos homens, e em fases 

clínicas, as mulheres apresentam maior tendencia a tremores, enquanto homens 

apresentam pior desempenho motor facial, no pescoço e braços (YUAN et al., 2023). 

Essas diferenças podem estar ligadas a um nível dopaminérgico basal conservado 

em mulheres e um possível efeito protagonista do estrogênio, assim, gerando uma 

progressão da doença mais rápida em homens, o que deixa homens com um 

desempenho menor em vários domínios cognitivos (MEONI et al., 2020; REEKS et al.,

2020). Em sintomas pré-clinicos, homens apresentam maior tendencia a ter a 

cognição prejudicada, em contraste, sintomas como distúrbios de sono, depressão e 

ansiedade são mais frequentes em mulheres. Em estudos clínicos, os pacientes 

homens com DP apresentam com frequência maior comprometimento na 

discriminação de odores, refletido em baixas pontuações em teste olfatório

(relacionado ao sistema olfatório primário). Esse resultado indica que diferenças 

dependentes do sexo no desenvolvimento da doença também podem afetar órgãos 

olfatórios (SOLLA et al., 2020; HONG et al., 2015). Apesar disso, ainda são 

necessários mais estudos para demonstrar as diferenças no desenvolvimento da DP 

entre os sexos e ainda não está clara as causas das diferenças entre os pacientes. 

1.5 DISTÚRBIO OLFATÓRIO NA DOENÇA DE PARKINSON

A DP apresenta uma série de sintomas prodrômicos, ou seja, sintomas que 

aparecem antes dos sintomas motores característicos da doença e, por sua vez, 

anteriores ao diagnóstico clínico. Dentre os esses sintomas, o distúrbio olfatório, 

juntamente com comprometimento cognitivo (ou demência), dor, seborreia, 

constipação, ainda necessitam de estudos para esclarecer sua relação com a doença 

(BLESSA et al., 2022). Dentre estes, a disfunção olfativa na DP é um dos sintomas 

mais prevalentes e se apresenta como sintoma anterior aos motores em vários anos, 
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além disso, chega a afetar 90% dos pacientes com a DP estabelecida (TREMBLAY et 

al., 2020).

Os mecanismos etiológicos contidos à apresentação variável dos sintomas 

motores da DP e da disfunção olfatória ainda não estão totalmente claros. Mesmo 

quando o epitélio olfatório se apresenta normal, não se sabe se a DP afeta seu nicho 

neurogênico, a integração funcional dos axônios dos neurônios receptores olfativos 

diferenciados no bulbo olfatório (BO), e como qualquer processo afeta a capacidade 

olfativa (CHASE E MARKOPOULOU, 2020).

Apesar de haver indícios apontando que o distúrbio olfatório na DP é robusto, ou 

seja, atua em percepção, limiar, discriminação e identificação; não há aparente 

relação entre a gravidade e duração dos sintomas motores com a intensidade do 

distúrbio olfatório (TREMBLAY E FRASNELLI, 2021). Entretanto, pesquisas 

realizadas por Doty (2012) indicam que pacientes com baixas pontuações em testes 

olfatórios detém maior possibilidade de relatar outros sintomas associado a formas de 

parkinsonismo, quando comparado aos pacientes com altas pontuações nos testes, 

em pessoas que tem parentesco com pacientes com parkinsonismo. Junto a isso, 

achados neuropatológicos demonstram presença de CL no BO, trato olfatório e núcleo 

olfatório anterior em estágios pré-clinicos anteriores a degeneração nigroestriatal 

(AURICH et al., 2017).

Curiosamente, relata-se à associação entre a hiposmia e comportamento tipo 

depressivo em modelos animais, ou seja, animais com lesão bulbar apresentam 

comportamento anedônico (ILKIW et al., 2098). Inicialmente a hiposmia em modelo 

animal de DP está relacionada a sobrecarga de células dopaminérgicas 

periglomerulares na camada glomerular olfativa (RODRIGUES et al., 2014). Na 

camada glomerular do BO existem interneurônios dopaminérgicos (neurônios tirosina 

hidroxilase imunorreativos – TH-ir, conhecidos como interneurônios periglomerulares) 

que desempenham ação inibitória sobre neurônios receptores olfatórios e células 

mitrais/tufosas (HUISMAN et al., 2004; MUNDIÑANO et al., 2011), modulando a 

transmissão do estímulo olfatório (LAZARINI et al., 2014). Sabe-se que na DP há um 

aumento significativo do número destes interneurônios (HUISMAN et al., 2004; 

MUNDIÑANO et al., 2011). O que leva à hipótese deste aumento ser uma resposta 

compensatória à perda de neurônios dopaminérgicos da SNpc e isso pode ser 
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relacionado ao prejuízo olfatório observado em tal condição (DOTY, 2012). Tendo isso 

em vista, a hiposmia pode estar indicando uma atividade dopaminérgica aumentada, 

e resulta em inibição da transmissão de informação olfatória às regiões corticais 

(HUISMAN, et al., 2004). Desta forma, a sobrecarga de células dopaminérgicas 

estaria diretamente ligada aos sintomas de hiposmia relacionados a DP, o que explica 

também o motivo da reposição dopaminérgica não amenizar os sintomas olfatórios 

em pacientes clínicos (DOTY 2012). Vários sinais intrínsecos, extrínsecos e 

parácrinos afetam a atividade das células do epitélio olfatório (EO), como 

neuromoduladores, e hormônios. Mas pouco se sabe sobre a capacidade de 

hormônios esteróidais sexuais de atuar nos neurônios sensoriais olfatórios. Estudos 

apontam que hormônios sexuais circulantes têm efeitos positivos no desenvolvimento, 

maturação e morfologia geral dos neurônios sensoriais olfatórios (ABAFFY et al., 

2023). Entender como ocorrem as alterações olfatórias e como isso afeta pacientes 

homens e mulheres, bem como, entender como ocorre a hiposmia nos pacientes com 

DP, possibilita que a presença do sintoma possa ser utilizada para um possível 

diagnóstico precoce e melhor acompanhamento de pacientes.

1.6 EXPOSIÇÃO AMBIENTAL EM PERÍODO GESTACIONAL

Uma grande preocupação para a neurotoxicidade do desenvolvimento é a 

exposição de mulheres grávidas e fetos em desenvolvimento às toxinas ambientais 

(KRISHNA et al., 2018). Diariamente, mulheres grávidas são expostas a muitos 

produtos químicos ambientais, por ingestão, inalação ou absorção dérmica (RANGER 

et al., 2020). O estresse a partir de um estímulo ambiental pode alterar múltiplos 

aspectos fisiológicos, e, quando ocorre em um período gestacional, pode causar 

alterações moleculares no desenvolvimento neural do feto, gerando riscos de 

aparecimento de patologias psiquiátricas na adolescência, o que pode aumentar as 

chances de desenvolver patologias em vida adulta (MARKHAM E KOENIG, 2012; 

BITTLE et al., 2019; KRISHNA et al., 2018). A exposição a agentes tóxicos durante a 

gestação se apresenta de maneira complexa e muitos produtos da circulação 

sanguínea materna podem chegar ao feto, e alguns podem atravessar a barreira 

placentária. Como exemplo, podemos citar os retardantes de chama (produtos que 
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inibem ou retardam a combustão), metais, pesticidas e herbicidas, substâncias per-e-

polifluoroalquil (como exemplos podemos citar 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine [MPTP], rotenona, paraquat) (RANGER et al., 2020). O 

desenvolvimento anormal do SNC, durante a embriogênese, desenvolvimento fetal ou 

primeiros dias pós-natal pode gerar disfunção cognitiva, distúrbios comportamentais, 

neurológicos e emocionais (PAMIES, 2018).

Está descrito que peixes expostos a rotenona em período embrionário detêm 

alterações morfológicas e fisiológicas danosas ao seu desenvolvimento (MELO et al.,

2015), assim como em camundongos, que podem apresentar atrasos no 

desenvolvimento neural (JAIN et al., 2023a). A literatura relata alterações gestacionais 

derivadas de neurotoxinas como a rotenona, em ratos, peixes e aves, dando pistas de 

uma possível atuação não só em células neurais formadas, mas também em células 

neuronais do feto em formação (PAMIES et al., 2018; ISHIDO E SUZUKI, 2010). 

Entretanto, pouco se sabe se há efeito interativo da exposição pré-natal e uma 

reexposição à neurotoxina em período pós-natal, tampouco se existem diferenças 

entre os sexos expostos à mesma toxina. 

1.7 EMBRIOLOGIA - FORMAÇÃO DE EPITÉLIO OLFATÓRIO

A circuitaria básica dos sistemas sensoriais em mamíferos é formada em 

ambiente pré-natal, inicialmente baseada em expressão gênica, em um segundo 

momento após o nascimento, pistas ambientais podem modular as expressões do 

epitélio olfatório, como exemplo destas pistas podemos citar os odores de alimentos 

e odores maternos. Essa plasticidade é importante para a formação da circuitaria 

madura e torna-se irreversível com o tempo (SAKANO et al., 2020).

Durante o desenvolvimento embrionário, na parte anterior do embrião de 

vertebrados, dois espessamentos epiteliais se desenvolvem enquanto ocorre o 

fechamento do tubo neural, formando os placódios olfativos (VALVERDE et al., 1993). 

O estabelecimento do circuito básico no sistema olfativo começa com os neurônios 

olfativos derivados dos placódios olfativos. Os placódios neurogênicos são regiões de 

ectoderma condensada que dão origem a estruturas neurais, principalmente de 
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função olfatória (SCHLOSSER, 2010). Tanto os placódios olfatórios quanto os 

auditivos originam as estruturas neurais e não-neurais, tanto no EO quanto na orelha 

interna, respectivamente. Este tipo de desenvolvimento é fundamental para garantir 

uma série de arranjos celulares que permitem as corretas projeções espaciais, 

portanto anatômicas, a partir dos diversos tipos celulares gerados (Figura 2). Os 

axônios dos neurônios olfatórios se projetam para o bulbo olfatório onde formam as 

sinapses nos dendritos e células mitrais/tufosas e formam os glomérulos (LOPEZ-

MASCARAQUE E DE CASTRO, 2002).

Segundo Kim e colaboradores (2023), a diferenciação de neurônios em período 

embrionário em roedores se inicia no dia E10-E10,5 de gestação. A axogênese 

acontece a partir do dia E11, sendo que no próprio dia E11,5 ocorre a formação de 

células da glia e proteínas de junção. Esse período aparenta ser crítico para a 

formação correta da circuitaria olfativa. Entre os dias E13-15 há proliferação e 

amadurecimento de neurônios, enquanto as células mitrais se estabelecem entre os 

dias E10-12, as tufosas entre os dias E13-18, e as granulares entre os dias E12-E18. 

Em resumo, os dias de formação desses conjuntos celulares se sobrepõe, como 

demonstrado na figura 2. De forma inicial, podemos dizer que o desenvolvimento de 

células do BO e do EO sobrevivem de maneira independente e amadurecem 

posteriormente de com influências mútuas (LOPEZ-MASCARAQUE E DE CASTRO, 

2002).
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Figura 2: Representação esquemática da neurogênese e axogênese no sistema olfatório, 

durante o período embrionário. A formação dos neurônios olfatórios sensoriais (ovais) inicia-se entre 

E9-9,5, a partir do epitélio olfatório (EO). Já a formação das células mitrais (triângulos) acontece em 

E11,5, portanto, ocorrendo antes da chegada dos axônios do nervo olfatório (NO) à superfície do 

telencéfalo (E12). As células mitrais apresentam seus dendritos (E13,5) quando os primeiros axônios 

do nervo olfatório (NO) adentram o bulbo olfatório (BO). Os axônios do trato olfatório lateral (LOT)

colateralizam para invadir seus alvos corticais (córtex olfatório - CO) entre E14,5-15. A neurogênese 

das células das três camadas do bulbo olfatório (BO) acontece de maneira independente, 

presumivelmente devido a mecanismos de controle intrínseco. A data de detecção do plug vaginal, nas 

fêmeas, foi considerada o dia E0. (Retirado e adaptado de: LOPEZ-MASCARAQUE E DE CASTRO, 

2002).

1.8 MODELO DE ROTENONA PARA ESTUDOS DA DP

Para realizar a pesquisa básica sobre a DP, são utilizados modelos animais que 

mimetizam os sintomas encontrados nos pacientes com a patologia e permitem 

melhor entendimento dos mecanismos moleculares da doença. Dentre os modelos 

utilizados em nosso laboratório podemos citar os modelos a partir de neurotoxinas 

como a 6-hidroxidopamina (NOSEDA et al., 2021) e a neurotoxina rotenona (FAGOTTI 

et al., 2019; AURICH et al., 2017; ILKIW E LIMA, 2019; RODRIGUES et al., 2019).
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A rotenona, conhecida também como Nicolina, Dactinol ou Tubatoxina é um 

composto lipofílico de ocorrência natural, derivado principalmente das raízes e caules 

dos gêneros Lonchocarpus e Derris, a substância foi amplamente usada como 

pesticida e piscicida, mas tem sido retirado do mercado em vários países pela sua 

toxicidade (PHAIROH et al., 2021; HEINZ et al., 2017). Atua como forte inibidor do 

complexo I da cadeia respiratória mitocondrial, mais especificamente inibindo a 

transferência de elétrons dos centros ferro-enxofre do complexo I para a ubiquinona, 

bloqueando a fosforilação oxidativa e limitando a síntese de ATP (HEINZ et al., 2017). 

Esta transferência incompleta gera ROS que causa danos celulares e eventualmente 

apoptose.

Estudos de Melo e colaboradores (2015) demonstram a capacidade citotóxica 

da rotenona em concentrações sub-letais em peixes, o que resultou em alterações 

comportamentais, morfológicas e chegando a causar alterações embriológicas, como 

más formações em peixes. Apesar da alta sensibilidade de fotólise na camada 

superficial da coluna d'água, (meia vida de 21 h no primeiro 1cm de profundidade), a 

2 metros de profundidade a toxina pode persistir por 191 dias, o que pode contribuir 

para a intoxicação de peixes em exposição crônica (MELO et al., 2015).

Junto com a ação neurotóxica, há outros estudos demonstrando a ação 

hepatotóxica, além da atuação no comprometimento da formação de fusos mitóticos 

celulares, inibindo uma importante fase do ciclo celular e manutenção de ciclagem 

celular dos tecidos (INTARARUCHIKUL et al., 2019; MELO et al., 2015). Dessa forma, 

a rotenona atua tanto via SNC como em outros tipos celulares periféricos. Pamies e 

colaboradores (2018) qualificam a rotenona como um dos principais fatores 

ambientais que determinam risco para o desenvolvimento da DP, e sugere, a partir de 

seu experimento, os neurônios dopaminérgicos como principal célula alvo de atuação 

citotóxica. Já Ishido e colaboradores (2017) demonstraram que a exposição a 

rotenona em período neonatal (em torno de 5 dias de vida) causa sintomas associados 

a transtorno de ansiedade e hiperatividade tardia, quando o animal chega em idade 

juvenil e idade adulta. Dessa forma, a exposição à neurotoxina durante o período 

perinatal pode ocasionar alterações permanentes nas células nervosas, resultando 

em impactos no sistema nervoso ao longo da vida adulta.
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Além disso, este modelo possui uma notável validade preditiva, uma vez que 

estudos epidemiológicos têm demonstrado que a incidência da DP em indivíduos 

cronicamente expostos à rotenona é maior do que na população geral (DE LAZZARI 

et al., 2018). Outros estudos já demonstraram a capacidade da rotenona aplicada em 

via subcutânea (doses de 2; 2,5 e 3,5 mg/kg/dia) de causar a apoptose de células TH-

IR reativas, além de causar alteração de peso nos ratos estudados (FLEMING et al., 

2004). Devido a esse mecanismo de ação e por atravessar membranas biológicas, a 

rotenona se apresenta como uma ótima neurotoxina para estudar sintomas de 

Parkinsonismo. A relativa facilidade de acesso ao sistema nervoso central onde, ao 

atingir seletivamente os neurônios dopaminérgicos (BISBAL E SANCHES, 2019), 

desencadeia um mecanismo específico de inibição do complexo I da cadeia 

respiratória mitocondrial (BETARBET et al., 2000).

1.9 USOS CULTURAIS DA ROTENONA

Populações indígenas da região amazônica usam a séculos as raízes de timbó 

(Derris spp) para prática de pesca. Em momentos de escassez de alimentos, onde se 

faz necessário o aumento do volume do pescado, populações indígenas utilizam a 

raiz induzindo os peixes a narcose, deixando o animal imóvel e assim facilita a captura 

(COSTA et al., 1999; MELO et al., 2015; TENCATT et al., 2023). Está documentado 

que este gênero de plantas utilizado por povos indígenas contém rotenona em sua 

raiz, representando cerca de 5% da sua massa seca, conferindo-lhes a propriedade 

de agente imobilizante (OTHMAN et al., 2015). A utilização da raiz do gênero Derris 

spp foi disseminado entre a comunidade pesqueira, sendo citada na música 

“Canoeiro” composta por Zé Carreiro e interpretada pelos renomados cantores Tonico 

e Tinoco. Na canção, o autor descreve o uso da neurotoxina como ferramenta 

tradicional de pesca, isso fica claro nos seguintes versos:

“Pra pegar peixe dos bons dá trabalho e a gente soa

Eu jogo timbó na água com isso o peixe atordoa

Jogo a rede e dou um grito

ai, ai, os dourados amontoa”

Tonico e Tinoco – 1950 – álbum: Canoeiro, Gravadora Continental
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O autor descreve o uso do Timbó, nome popular de Derris spp, e pontua como 

a planta é utilizada, evidenciando uma certa negligência em relação aos potenciais 

efeitos prejudiciais à saúde humana. Porém, existem poucos estudos sobre a 

toxicidade da rotenona na biota aquática, principalmente em níveis subletais (MELO

et al., 2015). Também, não é discutido se o consumo de peixes expostos a toxina é 

potencial carreador da neurotoxina a animais consumidores da sua carne, incluindo 

humanos. 

1.10 RELAÇÃO DOENÇA DE PARKINSON E EXPOSSOMA ESPECÍFICO

Com o contínuo crescimento da população mundial e a alta demanda de 

alimentos, o uso de adubos e agroquímicos tem sido a alternativa para aumentar a 

produtividade de alimentos derivadas de produção agrícola e evitar perdas de cultivo 

por pragas. Neste cenário, diversos agroquímicos são utilizados, a depender da praga 

a ser combatida e ao tipo de plantio realizado (VASCONCELLOS et al., 2020a). O uso 

de agroquímicos é difundida por todos os tipos de agricultores, desde o grande 

exportador de produtos agrícolas, até o fazendeiro com produção para consumo 

próprio, até mesmo em fazendas de populações de aldeias remotas (PATEL E 

SANGEETA, 2019). A partir disso, há um padrão de expossoma (qualquer fator não 

genético que aumente as chances de desenvolvimento de uma doença) específico de 

agroquímicos que pode chegar à toda a população, estes produtos podem contribuir 

com a carga global de doenças como a DP (RAGER et al., 2020).

A poluição atmosférica e a exposição aos defensivos agrícolas têm se 

apresentado como um possível agravante potencializador de doenças neurológicas 

(FRANCO et al., 2022; DHIMAN et al., 2022; PATEL E SANGEETA, 2019). Os efeitos 

da exposição aos agrotóxicos dependem das características químicas, da quantidade 

absorvida ou ingerida, tempo de exposição, e das debilitações relativas à saúde da 

pessoa exposta (VASCONCELLOS et al., 2020a). A relação entre a exposição a 

agrotóxicos e DP foi relatada pela primeira vez em 1976, quando a MPTP (que é 

semelhante ao agroquímico paraquat) chamou atenção ao promover efeitos tóxicos 

causando apoptose de neurônios dopaminérgicos de forma permanente 

(VASCONCELLOS et al., 2020b).
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Trabalhadores rurais são especialmente expostos a agroquímicos durante sua 

aplicação, os pesticidas podem entrar no corpo pela inalação, ingestão, ou exposição 

dérmica, podendo estar associada com patologias ligadas ao sistema nervoso nessas 

populações agricultoras e afastadas dos grandes centros, onde não há fiscalização 

adequada e o uso de equipamento de proteção individual não é comum. Mesmo em 

doses consideradas baixas (pico ou nano molar), de maneira crônica, pode causar 

alterações dramáticas na sinalização imunológica e hormonal (PASTEL E 

SANGEETA, 2019).

A DP envolve a transformação de um processo homeostático “normal” após um 

ponto de inflexão em direção a uma espiral patológica em degeneração celular; uma 

cascata de sequelas secundárias e auto-reforçadas, como neuroinflamação, 

agregação anormal de proteínas e desequilíbrio metabólico. Onde exatamente isso é 

iniciado permanece indefinido e pode diferir de pessoa para pessoa (MÜLLER-

NEDEBOCK et al., 2023). Uma questão crítica à saúde e que permanece pouco 

estudada é o impacto da exposição ambiental pré-natal nos resultados da saúde 

materna e fetal, pois gestantes são particularmente suscetíveis a efeitos de fatores 

ambientais e mudanças metabólicas maternas podem alterar a saúde dos fetos 

(RANGER et al., 2020). Desta forma, o presente estudo pode trazer informações 

importantes sobre como influências ambientais podem alterar a vida pós-natal de 

animais previamente expostos em período fetal em contexto de sintomas 

Parkinsonianos.

2 JUSTIFICATIVA

O ambiente gestacional é, em grande parte, sensível a alterações metabólicas 

e, associado à exposição neurotóxica por rotenona (capaz de atravessar a barreira 

placentária) pode ocasionar alterações no desenvolvimento do feto, em vias 

dopaminérgicas e, sintomas relacionados à DP, como hiposmia. Neste sentido, a 

investigação da exposição pré-natal à neurotoxina rotenona é necessária, avaliando 

sua capacidade de causar alterações olfatórias significativas nos animais em vida 

adulta, permitindo verificar as implicações da exposição no período crucial para a 

formação do epitélio olfatório do indivíduo. Considerando o conjunto de evidências 

apresentadas, o presente projeto se propôs a investigação dos efeitos, sobre a prole, 
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na formação do sistema olfatório, a partir do tratamento com rotenona administrada 

por via subcutânea em ratas prenhes. Administramos a rotenona, diariamente, durante 

toda a fase embrionária de formação e maturação da circuitaria do sistema olfatório. 

Além disso, numa segunda etapa do experimento, realizamos a avaliação 

comportamental da prole mediante o seu desempenho em uma tarefa olfatória de 

duas etapas, bem como seu desempenho motor. Por fim, foi realizado um desafio 

neurotóxico com rotenona, ao ser administrada por 10 dias consecutivos, a fim de 

produzir uma reexposição que difundiria uma degeneração parcial dos neurônios da 

via nigroestriatal e possível impacto de aumento da neurogênese, em adultos, no BO. 

Nossa hipótese prevê que a rotenona possa desencadear, na prole, e adicionalmente 

na prole adulta (mediante reexposição à rotenona - desafio neurotóxico) um aumento 

da neurogênese na camada glomerular, onde se encontra a maior densidade de 

neurônios periglomerulares oriundos da SZV verificadas por BDNF. O resultado dessa 

modulação poderia se manifestar num prejuízo olfatório na prole, potencialmente 

amplificado mediante o desafio neurotóxico.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos sobre a prole na formação do sistema olfatório, a partir do 

tratamento com rotenona administrada subcutaneamente em ratas prenhas.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Detecção de possíveis prejuízos na discriminação olfatória da 
prole;

2. Verificar diferenças entre machos e fêmeas quanto a 
discriminação olfatória;

3. Avaliar os efeitos da reexposição da prole à rotenona nos 
parâmetros olfatórios e motores.
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4 METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS 

Todos os experimentos foram realizados após aprovação da Comissão de ética 

em pesquisa do setor de Ciências Biológicas da UFPR (CEUA/BIO) pelo Certificado 

Nº 1453, em conformidade com as diretrizes estabelecidas, visando princípios éticos 

em relação ao uso de animais de experimentação. Foram utilizadas 30 ratas Wistar 

fêmeas e 10 ratos Wistar machos, de 3 meses de idade, oriundas do processo de 

acasalamento padrão do Complexo Biotério da UFPR. Os animais foram mantidos em 

sala com umidade e temperatura (22 ± 2 ºC) controlados, em ciclo claro/escuro de 

12/12h, com água e comida ad libitum. Os animais foram dispostos para acasalamento

durante 24 horas, na proporção 3 fêmeas para um macho e 2 fêmeas para um macho, 

segundo determinado em cronograma de acasalamentos. Uma vez obtidas as 

ninhadas, portanto, estas foram mantidas nas condições padrão de desmame (20 

dias), sendo posteriormente os indivíduos (machos e fêmeas) devidamente separados 

em gaiolas (n = 4-5/caixa), obedecendo ao padrão de sexagem e exposição pré-natal.

Figura 3: Delineamento experimentais tendo os dias Estrais (E) que identifica o período de 
prenhes e os dias Pós-natais (P) que indica os dias seguintes ao nascimento da prole. O teste de 
discriminação olfatória. O dia P0 simboliza o dia do nascimento da prole. Ao dia 20 pós-natal foram 
realizadas as sexagens e separados os animais machos e fêmeas. O teste de discriminação olfatório 
foi realizado nos dias P40 e P51 após o nascimento. A janela P40 e P51 também corresponde ao 
momento do desafio neurotóxico.
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4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL – EXPERIMENTO PARTE 1

  

Para a obtenção das progenitoras, fêmeas em idade reprodutiva, de 90 dias 

foram acondicionadas com ratos adultos na razão 3:1 e/ou 2:1, aproximadamente às 

10h da manhã, e mantidos na mesma caixa por 24 horas. Os acasalamentos foram 

repetidos até a obtenção de um número suficiente de progenitoras para a realização 

dos experimentos (7 ratas prenhas em controle e 9 ratas prenhas em grupo exposto 

a rotenona). Passadas as 24 horas, foram realizadas as detecções do plug vaginal 

e/ou espermatozoides em lavagens vaginais e análise por microscopia. Fêmeas 

consideradas fertilizadas foram separadas em caixas distintas e consideramos como 

dia zero da gestação (E0). Ao passar dos dias, as ratas prenhas foram expostas via 

subcutânea ao veículo (óleo de girassol ml/kg), ou veículo somado à neurotoxina 

rotenona (Sigma-Aldrich®, United States) em doses de 2,5 mg/ml/kg de rotenona

(FLEMING et al., 2004; ZHANG et al., 2017), entre os dias E9 e o dia E15 

correspondente aos dias de formação embrionária do sistema olfativo em roedores. 

Os grupos foram: V (grupo que recebeu somente veículo) e o grupo R (grupo que 

recebeu veículo somado a neurotoxina). 

4.3 TESTE DO CAMPO ABERTO

O campo aberto (CA) foi realizado nos dias 40 e 50 pós-natal, e consiste em uma 

arena circular de 1 metro de diâmetro e 50 centímetros de altura, a base do aparato é 

preta, dando contraste com a pelagem branca característica dos animais. O teste teve 

seu início quando os animais foram colocados sobre o centro da arena, neste 

momento, é iniciada a contagem de um período pré-determinado de 5 minutos 

(BROADUST et al., 1960). Todas as análises foram gravadas e realizadas por meio 

de câmera digital e posteriormente analisadas pelo software ToxTrac v2.61 

(RODRIGUEZ et al., 2017) verificando a distância percorrida pelo animal, bem como, 

a exploração que ele fez do ambiente. Neste teste, espera-se que o animal com danos 

em áreas encefálicas motoras percorra menor distância no teste, quando comparado 

a animais que não apresentam tal dano.
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Figura 6: Aparato do Campo Aberto. Arena circular com 1 metro de diâmetro. O animal 

permanece durante 5 minutos e a filmagem é analisada pelo software.

4.4 DESAFIO NEUROTÓXICO - EXPERIMENTO PARTE 2

Os animais encaminhados para o experimento 2 foram separados em caixas de 

acordo com o sexo e seu grupo, dispostos no máximo 4 animais por caixas e foram 

separados em 4 grupos. Os grupos tratados com veículo foram expostos ao veículo 

novamente (grupo VV) ou à rotenona (grupo VR), e os grupos já expostos a rotenona 

em período pré-natal, foram reexpostos a rotenona por administração subcutânea (2,5 

mg/ml/kg) (grupo RR) ou sendo administrado veículo subcutaneamente (grupo RV). 

Tal administração que chamamos de “Desafio neurotóxico” foram realizadas entre os 

dias pós-natal 40 ao dia 50 (P40 à P50), sendo que ao fim deste período os animais 

foram eutanasiados e tiveram estruturas como BO e SN coletadas para posteriores 

análises. 

Assim que as fêmeas foram identificadas prenhas pela presença do plug vaginal 

mediante esfregaço vaginal, (dia E0) estas foram pesadas diariamente e 

acompanhadas em suas prenhez. No dia E9 se iniciou a administração de rotenona, 

por via subcutânea (dose diária única de 2,5 mg/kg) (ZHANG et al., 2017), sendo que 
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a última administração ocorreu no dia E15, totalizando, portanto, 7 doses 

consecutivas. As ratas prenhas foram separadas em caixas únicas em período 

perinatal e após o nascimento metade da prole foi eutanasiada e metade foi 

encaminhada para a segunda parte do experimento.

4.5 TESTE DE DISCRIMINAÇÃO OLFATÓRIA (TDO)

O teste de discriminação olfatória (TDO) foi realizado a partir da versão 

modificada de Prediger e colaboradores (2005) e padronizada por nosso laboratório 

(RODRIGUES et al., 2014). O aparato consiste em uma caixa (60 x 40 x 50 cm) 

dividida igualmente em dois ambientes, conectados por uma porta que dá livre acesso 

ao animal de um ambiente para o outro (figura 4). Antes do teste, é realizado um 

período de habituação de 2 min dentro do aparato, nos dois compartimentos, com 

cepilho limpo. Depois disso, o cepilho limpo é adicionado em um dos lados da caixa 

(odor não familiar). Do outro lado da caixa, é adicionado cepilho no qual os animais 

foram mantidos isolados durante 48hrs antes do teste (odor familiar). O TDO consiste 

em posicionar o rato no meio do aparato de discriminação olfatória, entre a abertura 

da porta, e filmar, por 3 min a exploração de cada compartimento. Espera-se que o 

animal que apresenta prejuízo olfatório tenda a explorar os dois compartimentos em 

tempos semelhantes, indicando ausência de discriminação.
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Figura 4: Aparato da TDO com dois compartimentos e abertura entre eles. Em um dos lados é 
estabelecido o odor familiar por maravalha a qual o animal ficou isolado durante 48 horas e no outro 
compartimento é estabelecido o odor não familiar por maravalha nova.

4.6 TESTE DE RECONHECIMENTO OLFATÓRIO (TRO) – ODOR NÃO SOCIAL.

O Teste de Reconhecimento Olfatório (TRO) não social foi realizado a partir 

protocolo estabelecido em nosso laboratório, onde ratos foram colocados 

individualmente, em uma caixa sem cepilho, composta apenas por 2 tubos Falcon com 

cerca de 20 pequenos furos ao longo da sua superfície, colados um em cada 

extremidade da mesma. O teste foi realizado em duas etapas, a primeira com o 

objetivo de permitir que o animal se habitue a nova caixa e a presença dos tubos 

Falcon, para isto o animal é colocado na caixa contendo dois tubos Falcon contendo 

papel filtro seco e permanece durante 2 minutos. Na segunda etapa, com duração de 

3 minutos, os tubos são trocados por um tubo composto por papel de filtro (5 x 5 cm) 

com o odor neutro (100 μl de água destilada). E no outro tubo é adicionado um pedaço 

de papel filtro (5 x 5 cm) embebido com 200 μL de solução 5% de acetato de amila 

(Aldrich Chemical, St. Louis, EUA), este sendo um odor não social, onde o animal 

pode apresentar aversão ou preferência pelo odor, de tal modo a explorar mais ou 

menos tempo cada Falcon. Os testes foram filmados e por sequência analisados. A 

cada teste (entre treino e teste também) o ambiente foi limpo com álcool 10%, e a 

localização dos Falcons foi trocada a fim de evitar alteração comportamental devido à 

presença do odor residual de outros ratos. Era esperada a maior exploração do animal 

a um dos tubos, indicando a capacidade de diferenciar tais odores apresentados.
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Figura 5: Aparato da TRO com dois falcons dispostos nas extremidades do aparato. Em um dos 

lados é depositado papel filtro com acetato de amila 5%. O outro lado é depositado papel filtro com 

água. O a ambientação dura 2 minutos e o teste dura 3 minutos.

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA

A análise estatística dos resultados com distribuição normal (teste Shapiro-Wilk) 

foi realizada através do software GraphPad Prism (versão 8.0.2), por análise de 

variância (ANOVA) de duas vias, com teste post hoc de Bonferroni, conforme os 

fatores analisados tempo (pré-natal P40 e pós-natal P51) e exposição à neurotoxina.    

Todos os resultados foram expressos como média ± S.E.M. Para os grupos analisados 

foi realizado o dz de Cohen para verificar o tamanho do efeito e o gz de Hedges como 

correção para evitar tendencias a partir do Microsoft Excel 365.

5 RESULTADOS
5.1 CAMPO ABERTO

O Campo aberto foi realizado no dia P40 e dia no dia P51, antes do desafio 

neurotóxico e depois do desafio neurotóxico, como indicado pela figura 7. O 

tratamento não apresentou diferença significativa entre os grupos (P=0,3980). Já o 
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fator tempo se mostrou significativo entre os grupos (P<0,0001), visto a diminuição      

da distância percorrida pelos animais. A interação entre os fatores também se mostrou 

significativa (P=0,0082). Dentre a exposição fetal e a exposição pós-natal, 

considerando todos os grupos, o tamanho do efeito foi considerado grande (dz=0,96 

e gz=0,95), segundo classificação de Sawilowsky (2009).
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Figura 7: Campo aberto da prole (machos e fêmeas) nos tempos de 40 (P40) e 51 (P51) dias 
após o nascimento. Entre P40 e P51 ocorreu o desafio neurotóxico mediante a exposição, pós-natal, à 
uma dose de 2,5 mg/kg/dia de rotenona por via intraperitoneal. Os grupos estão representados de 
acordo com a seguinte legenda: V - veículo; R - rotenona; VV - veículo (fetal e pós-natal); VR - veículo 
(fetal) e rotenona (pós-natal); RV - rotenona (fetal) e veículo (pós-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona 
(pós-natal). O retângulo tracejado indica os grupos veículo (fetal) e o retângulo sólido mostra os grupos 
rotenona (fetal). Os valores de P encontram-se indicados na figura. ANOVA de duas vias seguido pelo 
teste de Bonferroni. O total de 54 animais foram utilizados no experimento.

Ao isolarmos os dados dos machos, como representado na figura 8, verificamos 

que a exposição à neurotoxina não apresentou diferença significativa (P=0,8676). 

Enquanto o fator tempo se apresentou como significativo entre os grupos (P<0,0001). 
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A interação entre os fatores não se mostrou significativa (P=0,2380). O tamanho do 

efeito foi considerado grande (dz=1,21 e gz=1,17), quando consideramos a exposição 

fetal e a exposição pós-natal para os grupos, segundo classificação de Sawilowsky 

(2009).
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Figura 8: Campo aberto da prole (machos) nos tempos de 40 (P40) e 51 (P51) dias após o 
nascimento. Entre P40 e P51 ocorreu o desafio neurotóxico mediante a exposição, pós-natal, à uma 
dose de 2,5 mg/kg/dia de rotenona por via intraperitoneal. Os grupos estão representados de acordo 
com a seguinte legenda: V - veículo; R - rotenona; VV - veículo (fetal e pós-natal); VR - veículo (fetal) 
e rotenona (pós-natal); RV - rotenona (fetal) e veículo (pós-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pós-
natal). O retângulo tracejado indica os grupos veículo (fetal) e o retângulo sólido mostra os grupos 
rotenona (fetal). Os valores de P encontram-se indicados na figura. ANOVA de duas vias seguido pelo 
teste de Bonferroni. O total de 25 animais foram utilizados no experimento.

Isolando os dados das fêmeas como representado na figura 9, verificamos que 

o tratamento não apresentou diferença significativa (P=0,2263). Enquanto o fator 

tempo se apresentou como significativo entre os grupos (P<0,0001). A interação entre 

os fatores se mostrou significativa (P=0,0362). Dentre a exposição fetal e a exposição 
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pós-natal, o tamanho do efeito foi considerado médio (dz=0,78 e gz=0,75), segundo 

classificação de Sawilowsky (2009).
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Figura 9: Campo aberto da prole (fêmeas) nos tempos de 40 (P40) e 51 (P51) dias após o 
nascimento. Entre P40 e P51 ocorreu o desafio neurotóxico mediante a exposição, pós-natal, à uma 
dose de 2,5 mg/kg/dia de rotenona por via intraperitoneal. Os grupos estão representados de acordo 
com a seguinte legenda: V - veículo; R - rotenona; VV - veículo (fetal e pós-natal); VR - veículo (fetal) 
e rotenona (pós-natal); RV - rotenona (fetal) e veículo (pós-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pós-
natal). O retângulo tracejado indica os grupos veículo (fetal) e o retângulo sólido mostra os grupos 
rotenona (fetal). Os valores de P encontram-se indicados na figura. ANOVA de duas vias seguido pelo 
teste de Bonferroni. O total de 29 animais foram utilizados no experimento.

5.2 TESTE DE DISCRIMINAÇÃO OLFATÓRIA - ODOR SOCIAL

O teste de discriminação olfatória foi realizado com o intuito de verificar a 

capacidade de diferenciação entre odores familiares e não familiares, como podemos 

verificar na figura 10. O teste foi realizado nos dias P40 e P51. No dia P40, o fator 
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preferência de lado se mostrou significativo (P<0,0001), já o fator tratamento não se 

demonstrou significativo (P=0,9973), bem como a interação entre os fatores 

(P=0,2772). Entretanto, o grupo que recebeu somente o veículo demonstrou 

capacidade de diferenciar os lados e preferência para com o lado familiar, enquanto o 

grupo que teve exposição a neurotoxina em período fetal não foi capaz de diferenciar 

os lados. A discriminação entre os lados por grupo obteve o tamanho do efeito foi 

considerado pequeno (dz=0,39 e gz=0,39), segundo classificação de Sawilowsky 

(2009). Para o grupo veículo, houve um efeito tamanho de efeito médio (dz=0,6 e 

gz=0,58) entre a exploração de lados familiar e não familiar.
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Figura 10: Teste de discriminação olfatória social (machos e fêmeas) no tempo de 40 (P40) dias 
após o nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; R 
- rotenona. O retângulo tracejado indica a exploração do odor familiar e o retângulo sólido mostra a 
exploração do odor não-familiar. Os valores de P encontram-se indicados na figura. ANOVA de duas 
vias seguido pelo teste de Bonferroni. O total de 67 animais foram utilizados em experimento.

Ao dividirmos os subgrupos entre machos e fêmeas, ainda no P40, o fator 

preferência de compartimento se mostrou significativo (P=0,0089) para machos, 

demonstrado pela figura 11, já o fator tratamento não se demonstrou significativo 

(P=0,9839), bem como a interação entre os fatores (P=0,1967). É possível verificar 

que o grupo que recebeu neurotoxina em período fetal não demonstrou preferência 

entre os compartimentos. A distinção entre os lados por grupo obteve o tamanho do 
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efeito foi considerado pequeno (dz=0,35 e gz=0,34), segundo classificação de 

Sawilowsky (2009). Para o grupo veículo, o tamanho de efeito foi considerado médio 

(dz=0,71 e gz=0,66) entre a exploração de lados familiar e não familiar.
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Figura 11: Teste de discriminação olfatória social (machos) no tempo de 40 (P40) dias após o 
nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; R - 
rotenona. O retângulo tracejado indica a exploração do odor familiar e o retângulo sólido mostra a 
exploração do odor não-familiar. Os valores de P encontram-se indicados na figura. ANOVA de duas 
vias seguido pelo teste de Bonferroni. O total de 30 animais foram utilizados em experimento.

Para as fêmeas, novamente o fator preferência de compartimento com odor 

familiar se mostrou significativo (P<0,0001), já o fator tratamento não se mostrou 

significativo (P=0,9913) e não houve interação significativa (P=0,4544). Diferente dos 

machos, as fêmeas demonstraram preferência pelo compartimento familiar tanto no 

grupo que recebeu a neurotoxina em período fetal, quanto no grupo que recebeu 

apenas o veículo, como demonstrado na figura 12. A distinção entre os lados para 

todos os grupo teve tamanho do efeito médio (dz=0,39 e gz=0,39), para o grupo 

controle o tamanho do efeito foi considerado pequeno (dz=0,52 e gz=0,5), já em 

relação ao grupo exposto a neurotoxina em ambiente fetal, o tamanho da diferença é 

considerado médio (dz=0,76 e gz=0,73) segundo classificação de Sawilowsky (2009).



39

0

50

100

150

Te
m

po
 (s

)

Exposição Fetal

V

P40

R

Familiar Não Familiar

V R

P=0.007
P=0.0002

Figura 12: Teste de discriminação olfatória social (fêmeas) no tempo de 40 (P40) dias após o 
nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; R - 
rotenona. O retângulo tracejado indica a exploração do odor familiar e o retângulo sólido mostra a 
exploração do odor não-familiar. Os valores de P encontram-se indicados na figura. ANOVA de duas 
vias seguido pelo teste de Bonferroni. O total de 36 animais foram utilizados em experimento.

Após o período do desafio neurotóxico, o fator preferência de compartimento 

ainda se demonstrou significativo pelos valores de ANOVA (P<0,0001), embora o fator 

exposição não tenha sido significativo (P=0,9997), a interação dos fatores exposição 

e preferência de compartimento se mostrou significativo (P=0,0346). Assim 

demonstrado pela figura 13. O tamanho do efeito foi considerado médio (dz=0,55 e 

gz=0,54); para o grupo VV, o tamanho do efeito foi (dz=0,61 e gz=0,57); para o grupo 

RV o tamanho do efeito foi considerado grande (dz=0,61 e gz=0,57), segundo a 

classificação de classificação de Sawilowsky (2009).
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Figura 13: Teste de discriminação olfatória social (machos e fêmeas) no tempo de 51 (P51) dias 
após o nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; R 
- rotenona; VV - veículo (fetal e pós-natal); VR - veículo (fetal) e rotenona (pós-natal); RV - rotenona 
(fetal) e veículo (pós-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pós-natal). O retângulo tracejado indica a 
exploração do odor familiar e o retângulo sólido mostra a exploração do odor não-familiar. Os valores 
de P encontram-se indicados na figura. ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. O total 
de 46 animais foram utilizados em experimento.

Ao verificarmos somente os machos, assim como demonstrado pela figura 14, 

houve diferença entre a preferência (P=0,034), porém não houve diferenças 

significativas entre o fator exposição (P= 0,999) e nem a interação (P=0,272) em 

nenhum dos grupos.
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Figura 14: Teste de discriminação olfatória social (machos) no tempo de 51 (P51) dias após o 
nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; R - 
rotenona; VV - veículo (fetal e pós-natal); VR - veículo (fetal) e rotenona (pós-natal); RV - rotenona 
(fetal) e veículo (pós-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pós-natal). O retângulo tracejado indica a 
exploração do odor familiar e o retângulo sólido mostra a exploração do odor não-familiar. Foi realizado 
ANOVA de duas vias. O total de 18 animais foram utilizados em experimento.

Ao verificarmos somente as fêmeas, o fator preferência de compartimento se 

demonstrou significativo (P<0,0001), bem como a interação entre os fatores 

preferência de câmaras e exposição (P=0,0148). O único grupo que demonstrou 

diferença significativa entre a preferência de câmaras foi o grupo que foi exposto a 

neurotoxina em período fetal e recebeu somente veículo no desafio neurotóxico (RV), 

como demonstrado na figura 15. O tamanho do efeito neste teste foi considerado 

médio (dz=0,76 e gz=0,74), para o grupo RV, o tamanho do efeito foi considerado 

grande (dz=1,24 e gz=1,08), segundo a classificação de Sawilowsky (2009).
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Figura 15: Teste de discriminação olfatória social (fêmeas) no tempo de 51 (P51) dias após o 
nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; R - 
rotenona; VV - veículo (fetal e pós-natal); VR - veículo (fetal) e rotenona (pós-natal); RV - rotenona 
(fetal) e veículo (pós-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pós-natal). O retângulo tracejado indica a 
exploração do odor familiar e o retângulo sólido mostra a exploração do odor não-familiar. Os valores 
de P encontram-se indicados na figura. ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. O total 
de 26 animais foram utilizados em experimento.

5.3 TESTE DE DISCRIMINAÇÃO OLFATÓRIA - ODOR NÃO SOCIAL

O teste de odor não social verifica a capacidade exploratória ativa do animal, 

referente a uma pista ambiental de odor com o qual o animal não está familiarizado. 

Nestes testes não houve diferença significativa entre os fatores exposição e tempo de 

exploração, como demonstrado pelas figuras 16.
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Figura 16: Teste de discriminação olfatória não social (machos e fêmeas) no tempo de 40 (P40) 
dias após o nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; 
R - rotenona. O retângulo tracejado indica a exploração do odor não-social acetato de amila e o 
retângulo sólido mostra a exploração do odor neutro, ou seja, do odor de água. Foi realizado o teste 
ANOVA de duas vias. O total de 54 animais foram utilizados em experimento.

Ao isolarmos somente os machos no dia P40, ainda não houve diferença 

significativa entre os fatores exposição e tempo de exploração, como demonstrado 

pelas figuras 17.
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Figura 17: Teste de discriminação olfatória não social (machos) no tempo de 40 (P40) dias após 
o nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; R - 
rotenona. O retângulo tracejado indica a exploração do odor não-social acetato de amila e o retângulo 
sólido mostra a exploração do odor neutro, ou seja, do odor de água. Foi realizado o teste ANOVA de 
duas vias. O total de 27 animais foram utilizados em experimento.

Ao isolarmos somente as fêmeas no dia P40, ainda não houve diferença 

significativa entre os fatores exposição e tempo de exploração, como demonstrado 

pelas figuras 18.
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Figura 18: Teste de discriminação olfatória não social (Fêmeas) no tempo de 40 (P40) dias após 
o nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; R - 
rotenona. O retângulo tracejado indica a exploração do odor não-social acetato de amila e o retângulo 
sólido mostra a exploração do odor neutro, ou seja, do odor de água. Foi realizado o teste ANOVA de 
duas vias. O total de 27 animais foram utilizados em experimento.

Ao verificarmos os animais pós reexposição, ainda não houve diferença 

significativa entre os fatores exposição e tempo de exploração, como demonstrado 

pelas figuras 19.
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Figura 19: Teste de discriminação olfatória não-social (machos e fêmeas) no tempo de 51 (P51) 
dias após o nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; 
R - rotenona; VV - veículo (fetal e pós-natal); VR - veículo (fetal) e rotenona (pós-natal); RV - rotenona 
(fetal) e veículo (pós-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pós-natal). O retângulo tracejado indica a 
exploração do odor não-social Acetato de Amila e o retângulo sólido mostra a exploração do odor 
neutro, ou seja, odor de água. Foi realizado o teste ANOVA de duas vias. O total de 32 animais foram 
utilizados em experimento.

Isolando os animais machos pós reexposição, não houve diferença significativa, 

como demonstrado pelas figuras 20.
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Figura 20: Teste de discriminação olfatória não-social (machos) no tempo de 51 (P51) dias após 
o nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; R - 
rotenona; VV - veículo (fetal e pós-natal); VR - veículo (fetal) e rotenona (pós-natal); RV - rotenona 
(fetal) e veículo (pós-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pós-natal). O retângulo tracejado indica a 
exploração do odor não-social Acetato de Amila e o retângulo sólido mostra a exploração do odor 
neutro, ou seja, odor de água. Foi realizado o teste ANOVA de duas vias. O total de 11 animais foram 
utilizados em experimento.

Não diferente, o isolando dos animais fêmeas pós reexposição, não houve 

diferença significativa, como demonstrado pelas figuras 21.
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Figura 21: Teste de discriminação olfatória não-social (fêmeas) no tempo de 51 (P51) dias após 
o nascimento. Os grupos estão representados de acordo com a seguinte legenda: V - veículo; R - 
rotenona; VV - veículo (fetal e pós-natal); VR - veículo (fetal) e rotenona (pós-natal); RV - rotenona 
(fetal) e veículo (pós-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pós-natal). O retângulo tracejado indica a 
exploração do odor não-social Acetato de Amila e o retângulo sólido mostra a exploração do odor 
neutro, ou seja, odor de água. Foi realizado o teste ANOVA de duas vias. O total de 21 animais foram 
utilizados em experimento.

6 DISCUSSÃO

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos resultantes da 

exposição à neurotoxina rotenona durante o período pré-natal, tendo como 

indicadores as modificações motoras e alterações no comportamento olfatório. 

Esperávamos a diminuição na motricidade que é tipicamente caracterizada pelo 
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parâmetro de distância percorrida no teste do campo aberto, refletindo os principais 

distúrbios associados à condição patológica da DP (tais como bradicinesia, rigidez, 

tremor de repouso e irregularidades no equilíbrio, postura e locomoção) (ZAITONE et 

al., 2012).

Dentro do escopo da nossa investigação, verificamos a diminuição geral na 

distância percorrida por todos os grupos testados, ou seja, diminuição da distância 

percorrida no teste CA no dia P40 nos grupos VV, VR, RV e RR, em relação aos testes 

realizados no dia P51 para os mesmos grupos. Esta diminuição inicial era esperada 

pela habituação, no primeiro momento em P40 o animal tem o primeiro contato com o 

teste, no segundo momento P51, o animal é recolocado no aparato e assim, tende a 

diminuir a exploração.

Uma diminuição significativa foi observada apenas no grupo RR (exposto a 

rotenona fetal e posteriormente em período pós-natal) tanto nos grupos de ratos 

machos, quanto no grupo de fêmeas. Essa diminuição pode estar associada com a 

exposição à neurotoxina em ambiente fetal e pós-natal atuando de maneira 

acumulativa. Nesse sentido, a combinação de exposições, via circulação e por 

consequência, via metabolismo materno somado a exposição subdermal pós-natal 

pode estar causando uma lesão em vias motoras demonstradas no grupo RR.

De outro modo, ao analisar exclusivamente o grupo das fêmeas, verificamos uma 

diferença significativa entre os animais expostos somente à neurotoxina durante a 

exposição fetal e aqueles expostos tanto ao período fetal quanto ao período pós-natal. 

Segundo Pinos e colaboradores (2021) a exposição a agentes toxicológicos 

ambientais como pesticidas têm seu efeito dependente de muitos fatores, incluindo 

dosagem e via de administração, espécie, sexo e duração do tratamento (PINUS et 

al., 2021). Isso pode ser justificado com a atividade elevada da enzima NADPH 

oxidase durante o ambiente uterino, possivelmente ajustando o estresse oxidativo 

induzido pela rotenona e, por consequência, diminuindo as chances de efeitos 

deletérios associados à superoxidação sobre a maturação e migração neuronal, como 

demonstrado por estudos in vitro (RAIJMAKERS et al., 2004; ISHIDO E SUZUKI, 

2010).

Curiosamente, a diferença entre os animais que receberam a neurotoxina 

somente em período fetal e que receberam a neurotoxina tanto em período pré-natal
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como em período pós-natal só foi observado em fêmeas no teste CA ao dia P51, de 

certa forma existe a possibilidade de que as fêmeas que receberam neurotoxina em 

ambiente fetal tenham tido um efeito neuroprotetor devido a ação estrogênica, como 

visto em outros estudos, (OLIVOLA et al., 2020; MEONI et al., 2020; REEKS et al., 

2020), em contra partida, em regiões encefálicas relacionadas ao controle 

visuoespacial e motor, as fêmeas podem ter apresentado alterações mais intensas, 

causando menor pontuação em teste motor. Esta diferença da sintomática motora já 

tem sido descrito na literatura, tanto em modelos animais, quanto em casos clínicos 

(REEKES et al., 2020). Os ratos machos, por sua vez, não apresentaram diferenças 

entre os grupos analisados neste teste, o que pode ter relação com a limitação no 

número amostral disponível para estes grupos. 

A princípio, alterações olfatórias em pacientes com DP são associadas a uma 

via diferente da via motora como descrita por Braak e colaboradores (2003). Em nosso 

estudo é possível verificar alterações no TDO de odor social, em que os grupos 

expostos a rotenona exploraram igualmente ambos os compartimentos, o que indica 

ausência de discriminação olfatória, compatível com hiposmia. Este efeito aponta que 

alterações no ambiente de desenvolvimento fetal podem ter consequências na vida 

adulta, semelhante ao que ocorre em relação a mudanças cognitivas frente a 

exposições ambientais a neurotoxinas (FLORES-CUADRADO et al., 2021; KRISHNA 

et al., 2018). 

Dados epidemiológicos e experimentais indicam que a exposição pré-natal a 

produtos químicos ambientais e medicamentos prescritos durante a gravidez pode 

mediar perdas embrionárias precoces, aborto espontâneo, retardo e reabsorções do 

crescimento fetal, diminuição do tamanho da ninhada, malformações fetais e baixo 

peso ao nascer (AL-GUBORY et al., 2010). Em nosso estudo, os animais foram 

expostos a neurotoxina em período de formação do EO, dentre os dias E9 e E15 de 

gestação, esta janela é crucial para o desenvolvimento, maturação e migração de 

neurônios que participam do EO (LOPEZ-MASCARAQUE E DE CASTRO, 2002). Pelo 

TDO social, é possível perceber que alterações olfatórias derivadas da exposição a 

neurotoxina em período fetal e analisadas no dia P40 perduram em machos, mas o 

mesmo não ocorre em fêmeas. Assim, fêmeas continuaram reconhecendo o odor 

familiar, diferentemente dos machos, que não foram capazes de reconhecer o odor 

familiar (Figura 11 e 12). Essa diferença encontrada entre os animais machos e 



49

fêmeas no TDO social pode indicar que o efeito neuroprotetor de hormônios 

estrogênicos pode estar atuando já em período fetal, diminuindo a neurotoxidade por 

estresse oxidativo causada pela rotenona.

O modelo de DP com o uso da neurotoxina rotenona está bem estabelecido ,

e estudos com a associação de exposição pré-natal à neurotoxina promovem 

alterações de peso na prole (KRISHNA et al., 2018). É observado na literatura que 

existem diferenças nos sintomas parkinsonianos entre homens e mulheres, e na 

avaliação olfativa não é diferente, pois mulheres tendem a ter um comprometimento 

olfatório menor que homens (SOLLA et al., 2020).  Nesse sentido, em nosso estudo, 

quando as ratas fêmeas foram expostas em período fetal à neurotoxina, observou-se 

uma manutenção da capacidade olfatória destes animais, o que corrobora com dados 

da literatura que apontam para uma maior resistência das fêmeas à indução de 

hiposmia em modelo de DP por rotenona intranigral (RODRIGUES et al., 2022). Além 

disso, verifica-se que outros estudos que associaram o estrógeno como sendo um 

agente neuroprotetor, por diminuir a formação de ROS, potencialmente minimizando 

os sintomas de Parkinsonismo, resultando em uma razão de 1,5 homens para cada 

mulher com a DP (SONG et al., 2020; SOLLA et al., 2020). Isto se demonstra até 

mesmo em cultivo celular de células mesencefálicas, sendo que homens demonstram 

danos mais extensos nos gânglios da base e na substância negra (BAYER et al.,

1991). Deste modo, alterações olfatórias também seriam mais pronunciadas em 

indivíduos do sexo masculino. Estudos em nosso laboratório já encontraram 

diferenças entre a capacidade olfativa entre machos e fêmeas tratados com cafeína 

após infusão intranigral de rotenona (RODRIGUES et al., 2022). Os ROS têm um 

efeito biológico em vários processos reprodutivos, como maturação e fertilidade de 

oócitos, fertilização, desenvolvimento embrionário e gravidez (HUSSAIN et al., 2021). 

Na gravidez, os ROS podem causar impactos potencialmente deletérios na função 

placentária, como parto prematuro, alterações de embriogênese, descolamento 

placentário e aborto (BLOOM et al., 2022), além de estar associada com doenças 

como restrições de crescimento intrauterino e diabetes gestacional (HUSSAIN et al.,

2021).

Considerando a administração de rotenona utilizada em nosso estudo, podemos 

verificar que a mesma dose (2,5 mg/kg/ml) já foi utilizada em estudos realizados por 

Khera e colaboradores (1982), onde foi analisado o efeito da neurotoxina em ambiente 
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pré-natal. Quando ratas prenhes foram expostas à mesma neurotoxina por gavagem, 

neste estudo, os pesquisadores não observaram diferenças no peso da prole, tão 

pouco identificaram malformações visíveis nos neonatos para essa dose específica 

(KHERA et al., 1982). Das 30 fêmeas utilizadas em nosso estudo, 17 obtiveram prole 

(média de filhotes de 9,3). É possível que a ocorrência de proles abortadas e 

diminuição de peso da prole encontrada em nosso estudo tenha sido ampliada, 

quando comparada ao estudo anterior, devido à via de administração subcutânea 

escolhida em nosso estudo. Observamos que algumas fêmeas sofreram uma redução 

drástica de peso, levando, em alguns casos, ao aborto espontâneo dos fetos, além de 

ser observado o óbito de uma rata prenha com sinais de sangramento vaginal. A 

ocorrência de aborto foi identificada tanto por vestígios de sangue em material cepilho 

no ninho do animal e na região perigonadal, quanto pela descoberta de fetos mortos 

na caixa em dois casos. Apesar disso, a quantificação aparenta estar subestimada, 

visto que não é possível afirmar que não tenha ocorrido um maior número de abortos, 

pois, ao dissecarmos fêmeas sem prole randomicamente pós eutanásia, as mesmas 

apresentaram fetos em regressão em tubo uterino. Ademais, quando a neurotoxina foi 

aplicada em indivíduos adultos durante o período de 10 dias (do dia P40 ao P50), 

cerca de 07 animais tiveram de ser descartados do experimento por terem 

desenvolvido caquexia. É possível que a utilização de uma dose inferior a 2,5 

mg/ml/Kg de rotenona ou a administração por via gástrica, como realizado em outros 

estudos (KHERA et al., 1982), possa evitar que esse tipo de ocorrência se repita e 

permitirá a elucidação dessas alterações.

Avaliando a exploração de odores não sociais, não observamos diferenças 

significativas no teste realizado com o acetato de amila. O acetato de amila (C7H14O2)

é uma substância com um odor semelhante ao da banana, e estudos indicam sua 

capacidade de desencadear uma resposta aversiva ou apetitiva em animais 

condicionados (WILLIAMS E LUPFER, 2023). Uchida e colaboradores (2019) 

descobriram que uma exposição de 30 segundos a este mesmo odor desencadeia um 

aumento significativo do fluxo sanguíneo no bulbo olfatório, indicando a manifestação 

do recrutamento desta área mediante a exposição a este odor não social. No entanto, 

o teste utilizado, propriamente, depende da ocorrência de um comportamento de 

busca ativa pelo odor, se tal odor apresentar uma caraterística aversiva, poderíamos 

estar diante de um comportamento de esquiva por parte dos animais testados (LABBE 
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et al., 2006). Jennings e colaboradores (2022) em seu estudo com camundongos 

observaram que o uso de ésteres de acetato em suas isomorfas, como o acetato de 

amila, podem desencadear aversão. Certamente, a reação aversiva pode estar ligada 

ao modelo utilizado (camundongos C57BL/6J), sendo assim, outros roedores podem 

não apresentar tal comportamento (JENNINGS et al., 2022). Dessa forma, estudos 

com condicionamento ou utilizando outro odor podem ajudar a demonstrar o efeito da 

exposição a neurotoxina relacionada a via de odor primária.

Mamíferos possuem duas vias olfatórias de identificação de odores, a via 

principal que possibilita uma discriminação consciente entre diferentes odores de 

natureza volátil, e também a via olfatória acessória que é altamente especializado na 

detecção de um conjunto reduzido de odores não-voláteis que formam os feromônios, 

sendo que estes apresentam um grande valor na comunicação intra ou interespécies 

(PREDIGER, 2002). A exemplo de odores não voláteis há os feromônios, esses 

odores são emitidos por animais para demarcar território, atrair parceiros sexuais, 

sendo assim, um odor relacionado a interação social do animal. Existem grandes 

diferenças entre os sistemas olfatórios principal e acessório, que vão desde a 

localização dos quimiorreceptores destinados a detectar a presença dos diferentes 

odores, passando a diferentes projeções para o bulbo olfatório e deste para estruturas 

cerebrais superiores (BRENNAN e KEVERNE, 1997; SCALIA E WINANS, 1975; 

PREDIGER, 2002; MUCIGNAT-CARETTA, 2010). Sabe-se que os hormônios

esteroidais sexuais tem atuação na detecção e integração de informações 

socialmente relevantes, modulando a produção e detecção de odores, sendo que em 

fêmeas, estradiol, progesterona e estrogênios são liberados na urina, o que pode 

ativar neurônios sensoriais vomeronasais do sistema olfatório secundário (ABAFFY et 

al., 2023). Em nosso estudo foi evidente os efeitos associados a via principal, por outro 

lado, a distinção do odor não social não ocorreu em nenhum dos grupos analisados 

no TRO não social, porém de outro lado, a via olfatória acessória pode ter tido menor 

impacto pela neurotoxina, assim, como foi visto em fêmeas no TDO social. Segundo 

MUCIGNAT-CARETTA (2010) a identificação de neurônios ligados a via olfatória 

acessória é possível ao dia estral 14, perto do fim da janela de exposição do 

experimento, o que pode ter evitado danos maiores na via acessória por estresse 

oxidativo.
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7 CONCLUSÕES

Os resultados deste estudo lançam luz sobre as complexas interações entre as 

exposições ambientais, o desenvolvimento fetal e a manifestação de distúrbios 

olfatórios em modelo de Parkinsonismo. A escolha da via de administração 

subcutânea trouxe à tona possíveis repercussões relacionadas a exposições 

ambientais com pesticidas como, por exemplo, a rotenona.

Em nosso estudo foi observado alterações motoras em fêmeas, a qual 

apresentou menor distância percorrida em CA, o que não foi observado em machos. 

Tal resultado pode indicar diferenças na sintomáticas sobre regiões motoras, quando 

comparado machos e fêmeas, podendo assim, ser objeto de estudo para futuras 

pesquisas.

Também foi possível verificar que alterações em ambiente fetal pode causar 

alterações em sistema olfatório, e essas diferenças se apresentam distintamente entre 

machos e em fêmeas, o que ficou evidente no TDO social, onde machos 

demonstraram maior prejuízo olfatório (não discriminando os odores) quando 

comparado com as fêmeas (que discriminaram os odores). Essa diferença pode 

apontar para um possível caminho de estudo envolvendo vias olfatórias acessórias 

relacionadas ao sexo.

A ausência de prejuízos relacionados ao TRO não social sugere que a exposição 

à rotenona possa ter comprometido apenas os circuitos relacionados à via olfatória 

acessória, sem causar outras repercussões para a via olfatória principal. Portanto, 

embora este estudo tenha contribuído de maneira inovadora para o tema de 

investigação, mais estudos serão fundamentais para a elucidação dos mecanismos 

subjacentes às alterações olfatórias em contextos de Parkinsonismo.
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