UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

ALEXSANDER DA SILVA DINIZ

EFEITOS OLFATORIOS SOBRE A PROLE DE RATAS PRENHES EM MODELO DA

DOENCA DA PARKINSON

CURITIBA
2024



ALEXSANDER DA SILVA DINIZ

EFEITOS OLFATORIOS SOBRE A PROLE DE RATAS PRENHES EM MODELO DA
DOENCA DA PARKINSON

Dissertagcdo apresentada ao curso de Pods-
Graduagdo em Fisiologia, Setor de Ciéncias
Biolégicas, Universidade Federal do Parana, como
requisito parcial a obtencao do titulo de Mestre em
Fisiologia.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo M. S. Lima

Coorientadora: Dra. Lais S. Rodrigues

CURITIBA
2024



DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGAGCAO NA P,UBLICAQAO (CIP)
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA .
SISTEMA DE BIBLIOTECAS — BIBLIOTECA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Diniz, A. S.

Efeitos olfatorios sobre a prole de ratas prenhes em modelo da Doenga da Parkinson. /
Alexsander da Silva Diniz. — Curitiba, 2024.

recurso on-line : PDF.

Dissertacao (Mestrado) — Universidade Federal do Parana, Setor de Ciéncias
Biologicas. Programa de Pos-Graduagao em Fisiologia.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo M. S. Lima.

Coorientadora: Dra. Lais S. Rodrigues.

1. Parkinson, Doenga de. 2. Rotenona. 3. Transtornos do Olfato. 4. Caracteres
Sexuais. I. Lima, Marcelo de Meira Santos, 1978-. |l. Rodrigues, Lais Soares, 1988-. |ll.
Universidade Federal do Parana. Setor de Ciéncias Biologicas. Programa de Pds-
Graduagao em Fisiologia. IV. Titulo.

Bibliotecaria: Rosilei Vilas Boas CRB-9/939




MINISTERID DA EDUCACAD

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAQ
DRI AT FRC L s RAwaiia FPROGRAMA DE POS-GRADUACAD FISIOLOGIA -
40001016072P4

ATA N°B3

ATA DE SESSAQ PUBLICA DE DEFESA DE MESTRADO PARA A OBTENCAO DO
GRAU DE MESTRE EM FISIOLOGIA

Wa dia vinte & nove de feversire de dois mil e vinte  guatre as 09:00 horas, na sala 103, Auditono do Departamento de Fisiclogia,
toram instaladas as atividades pertinentes ao nito de defesa de dissertagdo do mestrando ALEXSANDER DA SILVA DINIZ,
intitulada: EFEITOS OLFATORIOS SOBRE A PROLE DE RATAS PRENHES EM MODELO DA DOENCA DA PARKINSON, sob
orlentagio do Prof Dr. MARCELO DE MEIRA SANTOS LIMA, A Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do Programa de
Pas-Graduagdo FISIOLOGIA da Universidade Federal do Parana, fol constitulda pelos seguintes Membros MARCELD DE MEIRA
SANTOS LIMA (UNIVERSIDADE FERQERAL DO PARANA), JANAINA MENEZES ZANOVEL| (UNIVERSIDADE FEDERAL DO
PARANA ), ANDERSON JOEL MARTING ANDRADE (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA). A presidéncia iniciou os ritos
definidos pelo Colegiade do Programa e. apos exarados os pareceres dos membros do comité examinador e da respectiva contra
argumentagéo, ocomeu a leitura do parecer final da banca exam inadora, que decidiu pela APROVAGACD . Este resultado devera ser
homologado pelo Colegiado do programa, mediante o atendimento de todas as indicacies e comecies solicitadas pela banca
dentro dos prazos regimentais definidos pelo programa. A oulorgs de titulo de mestre @sla condicionada ac atendimento de lodos
085 requisitos & prazos delerminados no regimento do Programa de Pos-Graduagao, Nada mais havenda a (ratar a presidéncia deu
por encerada a sessdo, da qual eu, MARCELS DE MEIRA SAMNTOS LIMA, lavre a presente ata, que vai assinada por mim & pelos

demais membros da Comissao Examinadora.

CURITIRA, 29 de Fevereiro de 2024

Assinatura Eletrdnica
08032024 16:49:51.0
MARCELO DE MEIRA SANTOS LIMA
Presidente da Banca Examinadora

Assinatura Eletranica
290212024 13:32:27 .0
JANAINA MENEZ ES ZANOVEL
Avaliador Externc (UNNVERSIDADE FEDERAL DO PARANA §

Assinalura Elelrdnica
29/02/2024 12:27:31.0
AMDERSON JOEL MARTING ANDRADE
Avaliador Intemno (UNIVERSIDA DE FEDERAL DO PARAMA)



MINISTERID DA EDUCACAD

SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAQ
TRTTRErans FRC L s REaia FPROGRAMA DE POS-GRADUACAD FISIOLOGIA -
40001016072P4

TERMO DE APROVAGCAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiade do Programa de Pos-Graduagae FISIOLOGIA da Universidade
Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigio da Dissertacdo de Mestrado de ALEXSANDER DA SILVA DINIZ
intitulada: EFEITOS OLFATORIOS SOBRE A PROLE DE RATAS PRENHES EM MODELO DA DOENGA DA PARKINSON, sob
orientacio do Prof. Or, MARCELO DE MEIRA SANTOS LIMA, gue apos terem inguindo o aluno e realizada a avaliagdo do trabaiho,
5o de parecer pela sua APROVAGAC no rito de defesa.

A oulorga do Litule de mestre esld sujeila a homolegacio pelo colegiado, ao atendimenlo de lodas as indicagdes e corregies

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas re gimentais do Programa de Pos-Graduacio.

CURITIBA, 29 de Fevereiro de 2024

Assinatura Elelronica
08/03/2024 16:49:51.0
MARCELO DE MEIRA SANTOS LIMA

Presidente da Banca Examinadora

Assinatura Eletrénica
291022024 13:32.27.0
JANAINA MENEZES ZANCVEL
Pvaliador Externo (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA »

Assinatura Eletronica
200202024 12:27:31.0
ANDERSON JOEL MARTING ANDRADE
Avalador Intemo (UNIVERSIDA DE FEDERAL DO BARAMA)



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a Deus, que permitiu e possibilitou esse momento,
pela vida e pela sua graga.

Agrade¢o aos meus pais pelo apoio e paciéncia, com sua presenga e
motivagdes constantes, além do amor incondicional.

Sou grato pela confianga depositada em meu trabalho pelo orientador, o Prof.
Dr. Marcelo M. S. Lima, que, em momentos-chave, encontrou a palavra certa de
incentivo e direcionamento para o melhor resultado possivel.

Tenho grande gratiddo pela coorientadora do trabalho, a Prof. Dra. Lais S.
Rodrigues, que sempre teve prontiddo em ensinar as metodologias e técnicas, com
paciéncia e didatica; sem isso, eu ndo conseguiria desenvolver o trabalho.

Aos companheiros de estudos, Sofia, Evellyn, Anderson, Franco e Gabriel,
grandes cientistas que me ensinaram e me deram o prazer de sua amizade.

E, finalmente, a Universidade Federal do Parana, a equipe pedagogica e a
equipe de docentes, todos aqueles que constituem a instituicdo e o Programa de Pos-
graduagao e que me auxiliaram a crescer em conhecimento, dando as ferramentas

para o meu desenvolvimento intelectual e académico.



RESUMO

A doencga de Parkinson (DP) é uma doenga degenerativa e progressiva, como
principal caracteristica a degeneragcado de neurénios dopaminérgicos, associados ao
controle motor. Além dos sintomas motores caracteristicos, como a bradicinesia e o
tremor em repouso, os pacientes apresentam sintomas n&o motores, que podem
surgir décadas antes dos sintomas motores se manifestarem. Entre esses sintomas,
destaca-se o disturbio olfatério, que afeta até 90% dos pacientes. Curiosamente, a
doenca apresenta diferencas na incidéncia entre homens e mulheres, com uma
prevaléncia 1,5 a 2 vezes maior em homens. Neurotoxinas de exposicao ambiental,
como a rotenona, sdo classicamente utilizadas para mimetizar a DP em modelo
animal, porém, poucos estudos investigam alteragdes associadas a DP com uma
comparacao entre os sexos. Além disso, € importante analisar se a exposicao a esses
agentes poderia causar alteragdes no periodo fetal com consequéncia no periodo pos-
natal. Para verificar as possiveis alteracbes, realizamos nosso experimento em
ambiente pré-natal, expondo as ratas progenitoras via subcutanea a neurotoxina
rontenona durante a janela embriolégica da formacgao do sistema olfatério e assim,
comparando grupos que foram expostos a neurotoxina em ambiente pré-natal, pos-
natal e em ambos o0s casos nos parametros motores e olfatorio. Nesse sentido, nossos
resultados apontam que a exposi¢cao em periodo fetal a neurotoxina rotenona causa
diferentes efeitos no sistema motor e olfatério entre animais machos e fémeas, sendo
que fémeas apresentam maior déficit motor, percorrendo uma menor distadncia no
Campo Aberto. Diferentemente, onde machos apresentaram déficit olfatério, enquanto
fémeas continuam discriminando os odores familiar e nao familiar. Em contrapartida,
nao foram observadas diferencas entre os sexos no teste de discriminacao olfatéria
nao social. Estes resultados apontam para um possivel efeito neuroprotetor do
estrogénio e apresenta importante caminho para novos estudos comparando machos
e fémeas e as vias olfatérias no modelo de DP. Com o nosso trabalho, podemos
concluir que a exposicao a neurotoxina rotenona em ambiente fetal demonstrou
capacidade de gerar prejuizos sexo-dependentes em ambito de discriminagéo
olfatéria na prole de ratas expostas em periodo pré-natal.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; Rotenona; Disturbio Olfatério; Diferencas
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.



LISTA DE ABREVIATURAS OU SIGLAS

ATP - Adenosina trifosfato

BO - Bulbo olfatério

CA - Campo aberto

CL - Corpos de Lewy

DA - Dopamina

DNA - Acido Desoxirribonucleico

DP - Doenca de Parkinson

EO - Epitélio olfatorio

ETC - Cadeia de transporte de elétrons

LOT - Trato olfatdrio lateral

MCU - Complexo uniportador de Ca 2+ mitocondrial
MPTP - 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
NCLX - Na + /Ca 2+ trocador mitocondrial

NO - Nervo olfatério

OXPHOS - Fosforilagao oxidativa mitocondrial

ROS - Espécies reativas de oxigénio

SNC - Sistema nervoso central

SNpc - Substancia negra pars compacta

SuUs - Sistema Unico de Saude

SzZV - Zona subventricular

TDO - Teste de discriminagao olfatoria

TRO - Teste de Reconhecimento olfatorio

TH-ir - Neuronios tirosina hidroxilase imunorreativos
VDAC - Canal aniénico dependente de voltagem

a-syn - a-sinucleina



SUMARIO

1 INTRODUGAOD........cooiiiriiiiiiises e e s e e s s s ssessessessessessessessssssssessessssssssessens 10
1.1 DOENGA DE PARKINSON ....ouuiiiiiieitieee et e et e e e et e e e et e e et e e e e e e e e e e eaneeenanns 10
1.2 FATORES GENETICOS DA DOENGA DE PARKINSON.......cciiiiiiieeieriieeeeeerieeeeeesnaeeeeens 11
1.3 RELACAO ENTRE DP E DANO MITOCONDRIAL ....cuuuiiitneeiiieeitieeeeae e et eeete e e eeeannnn 12
1.4 DIFERENCAS SEXUAIS NA DOENCA DE PARKINSON.......ccvuniiiiiieiiiieeeeeeeereeeeie e e 16
1.5 DISTURBIO OLFATORIO NA DOENGA DE PARKINSON ......ccevviiieeiiiieeeeeerieeeeeeviaeeeeens 17
1.6 EXPOSICAO AMBIENTAL EM PERIODO GESTACIONAL .....ccvvueitineeerieeeereeeereeeeneeeennnns 19
1.7 EMBRIOLOGIA - FORMAGAQ DE EPITELIO OLFATORIO......cccivtieeeierieeeeeeriieeeeeeriaeeaeens 20
1.8 MODELO DE ROTENONA PARA ESTUDOS DADP ..o 22
1.9 USOS CULTURAIS DA ROTENONA .....uiiittieeeeetteeeeeettieeeeeeseeeeeeaaaeeseetaaeeeeeesanaeeeees 24
1.10 RELACAO DOENCA DE PARKINSON E EXPOSSOMA ESPECIFICO......cccvvneeevieeerneeennnn. 25
2 JUSTIFICATIVA ...ttt rr e r e s s s e e n s s s s s mns s e e s mn s s s e e nmnnsnnnns 26
3 OBUJETIVOS ...t st s e s rea s s s s s re e s s s em s s s em s s s nn s s e nn s srnnsssennssrnmnnnns 27
T B O 1= N = Y@ J €1 =1 =¥ 27
3.2 OBUETIVOS ESPECIFICOS. ....ctuuieeietieeeeeeteeeeeeetee e e e et e e e e et e e e e e a e e e esaaaeeeesaannns 27
4 METODOLOGIA ........cceeiiiieerirrreee e rssas e sssas s ans e e e nns s s e e snassssresnnssssrennnn 28
T N N1 . £ PR 28
4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL — EXPERIMENTO PARTE 1 ..covviiiiiiieeeeeeeeeeeee 29
4.3 TESTE DO CAMPO ABERTO ... .cctuiiietieeeieeeeiaeeetaeeeaeeeeaaeeeaeeeeaaeestnaeseanneeeaneeennnns 29
4.4 DESAFIO NEUROTOXICO - EXPERIMENTO PARTE 2 ...evniiiiiiiee et 30
4.5 TESTE DE DISCRIMINAGAO OLFATORIA (TDO) ..coviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 31
4.6 TESTE DE RECONHECIMENTO OLFATORIO (TRO) — ODOR NAO SOCIAL..........euunnnn..... 32
A7  ANALISE ESTATISTICA ..euuniiit ettt et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeannns 33
5 RESULTADOS ... oieeciiireecssrrreas s s s s sssss s s s ssmassa s s s s nns s s s s s nns s s e e nnnsssssennnssnssennnn 33
5.1 CAMPO ABERTO .. ctiiiii ettt e e et e et e et e e e e e e e e e e et e e e e e e eaaeeeaaeeeeannns 33
5.2 TESTE DE DISCRIMINAGAO OLFATORIA - ODOR SOCIAL.....ccuuiieiiiiieeeeeeiiieeeeeevieeeeeens 36
5.3 TESTE DE DISCRIMINAGCAO OLFATORIA - ODOR NAO SOCIAL .....cevvveieeeeeeieeeeeeeinnne. 42
6 DISCUSSAOD......ceiieiieeeieeereeseeseeseesesssesssesssesseesssasssesssenseesssessesasesssesssesssesssesnns 46
7 CONCLUSOES. ... ooicecciictrce et essss e sssesssssssssssssssssssssas s esssesssessesssesssesssssns 52

S = T 53



10

1 INTRODUGCAO
1.1 DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) € uma doenca degenerativa e progressiva,
caracterizada pela morte de células nervosas dopaminérgicas e esta intimamente
ligada a idade avangada. A DP é a segunda doenga neurodegenerativa com maior
incidéncia na populagao idosa, ficando atras somente da Doenca de Alzheimer
(SHARMA et al., 2021; KASDAGLI et al., 2019).

Segundo o levantamento da Organizacado Mundial de Saude (OMS, 2022) em
2019, cerca de 8,5 milhdes de pessoas apresentavam diagnostico da doenca em todo
o mundo, porém, a incidéncia tem aumentado substancialmente nas ultimas décadas
e, a previsado epidemioldgica € que a doenga possa chegar a 12 milhdes de casos até
2040. Isso implica em uma carga econOmica que pode ultrapassar 79 bilhdes de
ddlares a saude publica (BLOEM et al., 2021; MARTINEZ-MARTIN et al., 2023). Tais
fatos demonstram que a DP se apresenta como um problema de saude, econémico e

social cada vez maior.

Originalmente, a DP foi descrita por James Parkinson em 1817 em sua
monografia com titulo An essay on the shaking palsy (Um ensaio sobre a paralisia
agitante) onde a descreve como um disturbio neuroldégico e faz as primeiras
observagbes sobre a doenga (PARKINSON, 2002) (verséo digital). A partir disso,
muitos estudos foram desenvolvidos e compreendeu-se que a principal caracteristica
da fisiopatologia da DP é a degeneragcdo de neurdnios dopaminérgicos na via
nigroestriatal do mesencéfalo, mais especificamente, na regido ventrolateral da
substancia negra pars compacta (SNpc), que se projeta para o putdmen posterior,
ligado a controle motor (BLESA et al., 2022). Esta via é relacionada ao controle de
tbnus muscular e movimentos coordenados, nesse sentido, a degeneragdo das
células dopaminérgicas causa um desequilibrio entre a concentragdo de dopamina
(DA) e de acetilcolina o que impacta na transmissao sinaptica da via motora (SHARMA
etal., 2021). Ao passo que ocorre a degeneragao de células dopaminérgicas, também
ocorre a superexpressdo e acumulo de proteinas a-sinucleina (a-syn), gerando os
Corpos de Lewy (CL) nas células restantes. Estima-se que os CL estejam ligados aos
sintomas ndao motores e prodrédmicos da doenca (sintomas anteriores aos disturbios
motores, como a hiposmia) (BABATUNDE et al., 2023). Tal informacao foi confirmada

por observagdes histolégicas post-mortem do encéfalo de pacientes diagnosticados
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com a DP, onde foi encontrada a presenca de CL (MAGALHAES E CARDOSO, 2023).
O tremor em repouso esta presente em aproximadamente 70 a 80% dos pacientes,
chegando a 100% com o avango da fisiopatologia, sendo que se inicia unilateralmente
e, depois, se espalha contra lateralmente, podendo envolver as pernas, labios,

mandibula e lingua, mas raramente envolve a cabecga (SILVA, 2021).

Clinicamente, a DP é caracterizada por manifestagcdes de sintomas motores e
nao motores, e em geral, manifestagdes prodrémicas séo frequentemente de cunho
nao-motor, como a hiposmia, disturbios de sono e constipacao (Blesa, et al, 2022).
Segundo Braak e colaboradores, (2003) os sintomas ndo motores podem ter origem
em agregados proteicos de a-syn que se espalham e interrompem circuitos
dopaminérgicos em areas cerebrais como tronco e bulbo olfatério, décadas antes de
aparecerem os sintomas motores. As caracteristicas cardinais incluem tremor de
repouso, bradicinesia, marcha alterada, instabilidade postural e rigidez. Tais
condicdes além de aumentar o risco de quedas do paciente, impacta na qualidade de
vida e pode levar ao isolamento social com sua progresséao inibindo interagdes 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 notificagdo sobre a doenga nao € obrigatéria no Sistema
Unico de Saude (SUS), ndo ha como determinar oficialmente o tamanho da populacéo
atingida. De certo modo, faltam estudos epidemiologicos robustos no Brasil, visto que,
por se tratar de um pais etnicamente misto, pode existir diferentes padroes da doenca
na populacgéao, diferindo pela regido, o padrao genético e o expossoma (padrao de
exposi¢cao ambiental a neurotoxinas) (SANTOS-LOBATO et al., 2021).

1.2 FATORES GENETICOS DA DOENGCA DE PARKINSON

As mutagdes do gene LRKKZ2 s&o as causas mais comuns da DP genética. Essa

mutacao apresenta padrao de heranga autossémica de penetrancia incompleta, e
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demonstra maior prevaléncia 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 mutagdes que causam formas monogénicas 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 inicio precoce (3-5% dos casos)
os sintomas se iniciam antes dos 40 anos e esta associado principalmente com o gene
PARK mutante (POST et al., 2020).

O genoma sozinho nao é capaz de explicar a prevaléncia da DP, visto que,
achados genéticos estéo relacionados apenas com 3 — 10% dos casos esporadicos
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 variaveis podem contribuir para o desenvolvimento da DP, a
exemplo os fatores ambientais, como exposicdo 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, evidéncias indicam que o aparecimento da DP esporadica tem relacao
com um conjunto complexo de interagbes, dentre os quais estdo a predisposi¢céao
genética e, ao longo de décadas, interacbes com influéncias ambientais (GAO et al.,
2003).

1.3 RELACAO ENTRE DP E DANO MITOCONDRIAL

As mitocdndrias sdo organelas de membrana dupla, que contém seu préprio
material genético e que se replicam independentemente do DNA nuclear da célula
hospedeira (JAIN et al., 2023b), essa organela citoplasmatica é critica para funcao e
disfungdo neuronal uma vez que desempenha papel chave na geragao 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 idnicos,
bem como para a captacdo e ciclagem de neurotransmissores (MAGALHAES E
CARDOSO, 2023; TASSONE et al., 2023). Como alteragbes oxidativas estéo ligadas
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a DP, é sugestivo que as mitocondrias possam estar ligadas tanto a génese quanto a

modulacdo e desenvolvimento dessa doenga (LIU et al., 2023).

A mitocdndria tem sido estudada e associada com a DP em modelos animais
expostos cronicamente a quimicos que resultam em sintomas que mimetizam a
“sindrome do complexo I”, dita como envolvida na sintomatica da doenga, esse
modelo se baseia em alteracdo mitocondrial no primeiro complexo, ocasionando

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

A disfuncdo mitocondrial e a consequente alteragdo energética podem
representar um gatilho neurodegenerativo. A a-syn também contribui para a disfungéo
mitocondrial, pois se liga ao complexo 1 e seus oligbmeros podem afetar o tamanho
da mitocéndria, além da dindmica de sinalizagao (JAIN et al., 2023b). O complexo
mitocondrial | (NADH-ubiquinona redutase) € um grande complexo proteico que
transfere elétrons do NADH para a ubiquinona com o bombeamento simultaneo de H+
da matriz mitocondrial para o espaco intermembranar (VALDEZ et al., 2019). Células
nervosas que exibem deficiéncias no complexo 1 da cadeia mitocondrial sdo mais
propensas a deposi¢ao de a-syn e a formagéo de CL, sendo crucial para a evolugao
da patologia no paciente (MAGALHAES E CARDOSO, 2023).

Em condi¢des normais, a a-syn € uma proteina que esta associada na regulagao
da exocitose e na liberacdo de neurotransmissor mediado por vesiculas, e pode estar
presente no limen mitocondrial (MAGALHAES E CARDOSO, 2023; KOPRICH et al.,
2017). A a-syn também é expressa fora do Sistema Nervoso Central (SNC), onde
pode estar associada com o sistema hematopoiético, contudo, as protofibrilas,
oligbmeros, fitas e fibrilas podem se apresentar como formas téxicas de a-syn na DP
e outras patologias, e os CL estariam presentes como reservatério celular de a-syn
mal dobradas (KOPRICH et al., 2017). Evidéncias apontam que o acumulo de a-syn
promove disfuncdo mitocondrial, que, por sua vez, pode levar a apoptose (processo
demonstrado na figura 1) (MAGALHAES E CARDOSO, 2023). Ainda, mitocondrias
estdo diretamente conectadas a conversao da a-syn de estados monoméricos para
oligoméricos em neurbnios, dessa forma, permite que a agdo mitocondrial
desencadeie a oligomerizagdo da a-syn mutada. Em contrapartida, alteracdes
mitocondriais ndo necessariamente formam os CL, havendo excecdes (MULLER-
NEDEBOCK et al., 2023).
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A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e a redugdo do sistema
antioxidante contribuem ativamente para a apoptose celular (KRISHNA et al., 2018).
A mitocdndria é a fonte celular primaria de ROS, que pode se formar pela transferéncia
incompleta de elétrons para o oxigénio na cadeia respiratéria, isso coloca a
mitocondria no centro de desregulagdes oxidativas (HEINZ et al., 2017). ROS na
forma de superdxidos sao subprodutos naturais derivados do metabolismo
mitocondrial que formam H202 e posteriormente sdo catalisados formando agua
(TASSONE et al., 2023). A formagéo de radicais livres € um dos indutores mais
potentes da peroxidacgao lipidica, e pode introduzir grupos carbonila nas proteinas,
seja através do malondialdeido ou indiretamente através da oxidagdo de aminoacidos
para promover a formacdo da carbonila proteica. Essas acgdes tém implicacdes
importantes para a perda de fungdo de componentes enzimaticos metabdlicos e
redutases celulares necessarios para redox homeostatica e estabelecer vias de
sinalizagdes (KRISHNA et al., 2018). Em condigdes normais, a mitocdndria consegue
manter as ROS em niveis homeostaticos, podendo utilizar ROS em baixos niveis para
sinalizagao de proteinas quinases e respostas imunes (TASSONE et al., 2023).

Contudo, em patologias como a DP, os processos de estresse oxidativo,
neuroinflamacdo e acumulo de a-syn podem causar a disfungdo mitocondrial,
resultando em neurodegeneragdo, ou seja, apoptose da célula nervosa. Varias
doengas neurodeganerativas, como a DP, deméncia com CL e atrofia de multiplos
sistemas estdo associadas com o acumulo anormal de a-syn, sendo assim
denominadas de a-sinucleinopatias (KOPRICH et al., 2017). A progressao da DP é
acelerada pela disfungcdo mitocondrial, aumento de estresse oxidativo e baixa

sobrevida de neurdnios dopaminérgicos (JAIN et al., 2023b).
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Figura 1. Representacao esquematica das fungdes mitocondriais. A partir da esquerda: Em condigdes
fisioldgicas, as mitocondrias fornecem ATP através de fosforilagdo oxidativa mitocondrial (OXPHQOS).
As enzimas do ciclo de Krebs usam acetil-coenzima A para reduzir NADH e FADH2, que sdo usados
para transferéncia de energia para a cadeia de transporte de elétrons (ETC) embutida na membrana
mitocondrial interna. OXPHOS também €& uma importante fonte de ROS, cujos niveis basais sao
mantidos pela rede de eliminagao de radicais. As mitocondrias também desempenham um papel crucial
na homeostase do calcio. O canal anidnico 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 extrusdo de Ca 2+. Em condi¢des normais, por meio da geracdo de ROS e sinalizagéo
redox, as mitocondrias podem controlar o metabolismo celular, a fisiologia, a resposta inflamatéria e a
funcdo imunolodgica e atuar como importantes moléculas de sinalizagdo na célula, ativando varias
proteinas quinases. Em contraste, a superprodugcdo de ROS e a desregulagdo do sistema de
sinalizagdo redox resultam em estresse oxidativo que pode levar a danos mitocondriais. As
mitocondrias com mau funcionamento podem ser seletivamente removidas por meio da mitofagia ou,
quando todos os outros mecanismos de defesa falham, o neurbnio pode orquestrar sua propria
destruicéo ativando o programa intrinseco de apoptose (TASSONE et al., 2023).

Para construir uma rede continua, as mitocdndrias sofrem constantes mudancas
morfologicas por meio de fuséo e fissdo. Ciclos de fissao e fusdo promovem a mistura
continua e homogeneizagao de proteinas mitocondriais, lipidios e DNA entre diversas
mitocondrias dentro de uma unica célula (JAIN et al., 2023b). As mitocdndrias sédo
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 neurénios, isso permite a remogado de mitocdndrias com excesso de
acumulo de a-syn e reposigao de mitocondrias saudaveis, bem como a dinédmica
sinaptica celular (SHANMUGHAPRIYA et al., 2020). Diante disso, como a
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fragmentacdo mitocondrial € uma das caracteristicas do encéfalo de pacientes com
DP, é concebivel que os neurbnios dopaminérgicos entrem em um ciclo no qual as
mitocdndrias danificadas se acumulam e nao podem ser adequadamente degradadas
(MAGALHAES E CARDOSO, 2023). Ha fortes indicios que existem trocas de
mitocondrias intercelulares, o que permite de um lado uma terapia mitocondrial ao
transportar mitocdéndrias novas a células com mitocéndrias disfuncionais, como
possivelmente também possam trafegar mitocondrias disfuncionais, espalhando
patologias, como descrito por BRAAK e colaboradores (JAIN et al., 2023b; BRAAK et
al., 2003).

1.4 DIFERENCAS SEXUAIS NA DOENCA DE PARKINSON

E importante salientar que diferencas em dominios cognitivos em homens e
mulheres foram descritas em envelhecimento saudavel, sendo que homens superam
mulheres em tarefas de funcionamento viso espacial, enquanto mulheres superam
homens em tarefas cognitivas (REEKES et al., 2020), desta forma, & presumivel
aceitar que, em patologias como a DP, pacientes homens e mulheres apresentem
sinais e sintomas diferentes. Alteragdes em sentidos quimicos, gustacéao e olfagdo séo
documentadas tanto em pacientes homens, quanto em mulheres com DP, embora em
homens apresente maior prevaléncia (MEONI et al., 2020). Estimativas indicam que a
incidéncia € 1.5 a 2 vezes mais comum em homens do que em mulheres (variagao
decorrente de etnias e habitos populacionais) na DP, tendo um avan¢go de menor
intensidade em mulheres em fases prodréomicas (REEKS et al., 2020; YUAN et al.,
2023). Diferentemente, na Asia, a proporcéo entre pacientes com DP é maior entre
mulheres do que entre homens (0,95 — 1,20) o que pode apontar uma diferencga
metodoldgica, genética, étnica ou comportamental entre os sexos, sendo uma
excegao aos demais paises (MEONI et al., 2020). No entanto, ainda sdo escassos
estudos que investigam diferengas entre os sexos no avango da doenga, bem como a

discriminagao de possivel neuroprotecédo que estejam atuando em algum dos casos.

Em se tratando de neuroprotecdo, um possivel importante agente neuroprotetor
€ o estrogénio, este hormonio pode estar ligado com a incidéncia menor de DP em

mulheres, pela agédo antioxidantes, anti-inflamatoria e antiapoptoticas (OLIVOLA et al.,
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2020). Embora a literatura demonstre que ocorra aumento do risco de
desenvolvimento da DP apds a menopausa, e determine uma relacédo inversamente
proporcional entre estrogénio e risco de DP, a terapia de reposi¢ado hormonal nao
demonstra alteracdo no desenvolvimento da doenca, mesmo podendo estar
associado no inicio (MEONI et al., 2020). Os sintomas da DP nas mulheres costumam
apresentar uma progressao mais lenta quando comparada aos homens, e em fases
clinicas, as mulheres apresentam maior tendencia a tremores, enquanto homens
apresentam pior desempenho motor facial, no pescogo e bragos (YUAN et al., 2023).
Essas diferencas podem estar ligadas a um nivel dopaminérgico basal conservado
em mulheres e um possivel efeito protagonista do estrogénio, assim, gerando uma
progressdo da doenga mais rapida em homens, o que deixa homens com um
desempenho menor em varios dominios cognitivos (MEONI et al., 2020; REEKS et al.,
2020). Em sintomas pré-clinicos, homens apresentam maior tendencia a ter a
cognigao prejudicada, em contraste, sintomas como disturbios de sono, depressao e
ansiedade sdo mais frequentes em mulheres. Em estudos clinicos, os pacientes
homens com DP apresentam com frequéncia maior comprometimento na
discriminagdo de odores, refletido em baixas pontuagdes em teste olfatério
(relacionado ao sistema olfatério primario). Esse resultado indica que diferengas
dependentes do sexo no desenvolvimento da doenca também podem afetar 6rgaos
olfatérios (SOLLA et al., 2020; HONG et al., 2015). Apesar disso, ainda séao
necessarios mais estudos para demonstrar as diferengcas no desenvolvimento da DP

entre 0s sexos e ainda nao esta clara as causas das diferengas entre os pacientes.

1.5 DISTURBIO OLFATORIO NA DOENGA DE PARKINSON

A DP apresenta uma série de sintomas prodrémicos, ou seja, sintomas que
aparecem antes dos sintomas motores caracteristicos da doenca e, por sua vez,
anteriores ao diagndstico clinico. Dentre os esses sintomas, o disturbio olfatorio,
juntamente com comprometimento cognitivo (ou deméncia), dor, seborreia,
constipagao, ainda necessitam de estudos para esclarecer sua relacédo com a doencga
(BLESSA et al., 2022). Dentre estes, a disfungéo olfativa na DP é um dos sintomas

mais prevalentes e se apresenta como sintoma anterior aos motores em varios anos,
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além disso, chega a afetar 90% dos pacientes com a DP estabelecida (TREMBLAY et
al., 2020).

Os mecanismos etiolégicos contidos a apresentagcédo variavel dos sintomas
motores da DP e da disfuncéo olfatéria ainda ndo estao totalmente claros. Mesmo
quando o epitélio olfatorio se apresenta normal, ndo se sabe se a DP afeta seu nicho
neurogénico, a integracéo funcional dos axdnios dos neurdnios receptores olfativos
diferenciados no bulbo olfatério (BO), e como qualquer processo afeta a capacidade
olfativa (CHASE E MARKOPOULOQU, 2020).

Apesar de haver indicios apontando que o disturbio olfatério na DP é robusto, ou
seja, atua em percepcédo, limiar, discriminacdo e identificacdo; ndo ha aparente
relagdo entre a gravidade e duragdo dos sintomas motores com a intensidade do
disturbio olfatério (TREMBLAY E FRASNELLI, 2021). Entretanto, pesquisas
realizadas por Doty (2012) indicam que pacientes com baixas pontuagdes em testes
olfatorios detém maior possibilidade de relatar outros sintomas associado a formas de
parkinsonismo, quando comparado aos pacientes com altas pontuagcdes nos testes,
em pessoas que tem parentesco com pacientes com parkinsonismo. Junto a isso,
achados neuropatolégicos demonstram presencga de CL no BO, trato olfatério e nucleo
olfatério anterior em estagios pré-clinicos anteriores a degeneragao nigroestriatal
(AURICH et al., 2017).

Curiosamente, relata-se a associagao entre a hiposmia e comportamento tipo
depressivo em modelos animais, ou seja, animais com lesao bulbar apresentam
comportamento anedoénico (ILKIW et al., 2098). Inicialmente a hiposmia em modelo
animal de DP esta relacionada a sobrecarga de células dopaminérgicas
periglomerulares na camada glomerular olfativa (RODRIGUES et al., 2014). Na
camada glomerular do BO existem interneurdnios dopaminérgicos (neurdnios tirosina
hidroxilase imunorreativos — TH-ir, conhecidos como interneurdnios periglomerulares)
que desempenham acéo inibitéria sobre neurbnios receptores olfatérios e células
mitrais/tufosas (HUISMAN et al., 2004; MUNDINANO et al., 2011), modulando a
transmissao do estimulo olfatério (LAZARINI et al., 2014). Sabe-se que na DP ha um
aumento significativo do numero destes interneurénios (HUISMAN et al., 2004;
MUNDINANO et al., 2011). O que leva a hipdtese deste aumento ser uma resposta

compensatéria a perda de neurbnios dopaminérgicos da SNpc e isso pode ser
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relacionado ao prejuizo olfatério observado em tal condigao (DOTY, 2012). Tendo isso
em vista, a hiposmia pode estar indicando uma atividade dopaminérgica aumentada,
e resulta em inibicdo da transmissdo de informagao olfatéria as regides 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 reposi¢cdo dopaminérgica ndo amenizar os sintomas olfatorios
em pacientes clinicos (DOTY 2012). Varios sinais intrinsecos, extrinsecos e
paracrinos afetam a atividade das células do epitélio olfatério (EO), como
neuromoduladores, e hormdénios. Mas pouco se sabe sobre a capacidade de
horménios esterdidais sexuais de atuar nos neurdnios sensoriais olfatorios. Estudos
apontam que hormonios sexuais circulantes tém efeitos positivos no desenvolvimento,
maturacdo e morfologia geral dos neurdnios sensoriais olfatorios (ABAFFY et al.,
2023). Entender como ocorrem as alteragdes olfatorias e como isso afeta pacientes
homens e mulheres, bem como, entender como ocorre a hiposmia nos pacientes com
DP, possibilita que a presenca do sintoma possa ser utilizada para um possivel
diagndstico precoce e melhor acompanhamento de pacientes.

1.6 EXPOSICAO AMBIENTAL EM PERIODO GESTACIONAL

Uma grande preocupagao para a neurotoxicidade do desenvolvimento é a
exposicao de mulheres gravidas e fetos em desenvolvimento as toxinas ambientais
(KRISHNA et al., 2018). Diariamente, mulheres gravidas s&o expostas a muitos
produtos quimicos ambientais, por ingestao, inalagéo ou absorgéo dérmica (RANGER
et al., 2020). O estresse a partir de um estimulo ambiental pode alterar multiplos
aspectos fisioldgicos, e, quando ocorre em um periodo gestacional, pode causar
alteragbes moleculares no desenvolvimento neural do feto, gerando riscos de
aparecimento de patologias psiquiatricas na adolescéncia, 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 exposigao a agentes toxicos durante a
gestacdo se apresenta de maneira complexa e muitos produtos da circulagao
sanguinea materna podem chegar ao feto, e alguns podem atravessar a barreira

placentaria. Como exemplo, podemos citar os retardantes de chama (produtos que
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inibem ou retardam a combust&o), metais, pesticidas e herbicidas, substancias 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 embriogénese, desenvolvimento fetal ou
primeiros dias pos-natal pode gerar disfungéo cognitiva, disturbios comportamentais,

neuroldgicos e emocionais (PAMIES, 2018).

Esta descrito que peixes expostos a rotenona em periodo embrionario detém
alteragdes morfoldgicas e fisioldgicas 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 alteragdes gestacionais
derivadas de neurotoxinas como a rotenona, em ratos, peixes e aves, dando pistas de
uma possivel atuagdo nao s6 em células neurais formadas, mas também em células
neuronais do feto em formagao (PAMIES et al., 2018; ISHIDO E SUZUKI, 2010).
Entretanto, pouco se sabe se ha efeito interativo da exposicdo pré-natal e uma
reexposicao a neurotoxina em periodo pds-natal, tampouco se existem diferencgas

entre os sexos expostos a mesma toxina.

1.7 EMBRIOLOGIA - FORMACAOQ DE EPITELIO OLFATORIO

A circuitaria basica dos sistemas sensoriais em mamiferos € formada em
ambiente pré-natal, inicialmente baseada em expressdo génica, em um segundo
momento apds o0 nascimento, pistas ambientais podem modular as expressdes do
epitélio olfatério, como exemplo destas pistas podemos citar os odores de alimentos
e odores maternos. Essa plasticidade é importante para a formagao da circuitaria
madura e torna-se irreversivel com o tempo (SAKANO et al., 2020).

Durante o desenvolvimento embrionario, na parte anterior do embrido de
vertebrados, dois espessamentos epiteliais se desenvolvem enquanto ocorre o
fechamento do tubo neural, formando os placddios olfativos (VALVERDE et al., 1993).
O estabelecimento do circuito basico no sistema olfativo comeg¢a com os neurénios
olfativos derivados dos placddios olfativos. Os placédios neurogénicos sao regides de

ectoderma condensada que dao origem a estruturas neurais, principalmente de
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funcdo olfatéria (SCHLOSSER, 2010). Tanto os placodios olfatérios quanto os
auditivos originam as estruturas neurais e ndo-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 proje¢des espaciais,
portanto anatdmicas, a partir dos diversos tipos celulares gerados (Figura 2). Os
axénios dos neurdnios olfatérios se projetam para o bulbo olfatério 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 diferenciagao de neurdnios em periodo
embrionario em roedores se inicia no dia E10-E10,5 de gestacdo. A axogénese
acontece a partir do dia E11, sendo que no proprio dia E11,5 ocorre a formacéo de
células da glia e proteinas de juncdo. Esse periodo aparenta ser critico para a
formacado correta da circuitaria olfativa. Entre os dias E13-15 ha proliferacédo e
amadurecimento de neurdnios, 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 formagao desses conjuntos celulares se sobrepde, 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 influéncias mutuas (LOPEZ-MASCARAQUE E DE CASTRO,
2002).
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Figura 2: Representacdo esquematica da neurogénese e axogénese no sistema olfatorio,
durante o periodo embrionario. A formagao dos neurdnios olfatérios sensoriais (ovais) inicia-se entre
E9-9,5, a partir do epitélio olfatério (EO). Ja a formagéo das células mitrais (tridangulos) acontece em
E11,5, portanto, ocorrendo antes da chegada dos axdénios do nervo olfatério (NO) a superficie do
telencéfalo (E12). As células mitrais apresentam seus dendritos (E13,5) quando os primeiros axénios
do nervo olfatério (NO) adentram o bulbo olfatério (BO). Os axdnios do trato olfatério lateral (LOT)
colateralizam para invadir seus alvos corticais (cortex olfatério - CO) entre E14,5-15. A neurogénese
das células das trés camadas do bulbo olfatério (BO) acontece de maneira independente,
presumivelmente devido a mecanismos de controle intrinseco. A data de detecc¢ao do plug vaginal, nas
fémeas, foi considerada o dia EOQ. (Retirado e adaptado de: LOPEZ-MASCARAQUE E DE CASTRO,
2002).

1.8 MODELO DE ROTENONA PARA ESTUDOS DA DP

Para realizar a pesquisa basica sobre a DP, sao utilizados modelos animais que
mimetizam os sintomas encontrados nos pacientes com a patologia e permitem
melhor entendimento dos mecanismos moleculares da doencga. Dentre os modelos
utilizados em nosso laboratério 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 € um
composto lipofilico de ocorréncia natural, derivado principalmente das raizes e caules
dos géneros Lonchocarpus e Derris, a substancia foi amplamente usada como
pesticida e piscicida, mas tem sido retirado do mercado em varios paises pela sua
toxicidade (PHAIROH et al., 2021; HEINZ et al., 2017). Atua como forte inibidor do
complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial, mais especificamente inibindo a
transferéncia de elétrons dos centros ferro-enxofre do complexo | para a ubiquinona,
bloqueando a fosforilagdo oxidativa e limitando a sintese de ATP (HEINZ et al., 2017).
Esta transferéncia incompleta gera ROS que causa danos celulares e eventualmente

apoptose.

Estudos de Melo e colaboradores (2015) demonstram a capacidade citotoxica
da rotenona em concentragdes sub-letais em peixes, o que resultou em alteragdes
comportamentais, morfolégicas e chegando a causar alteragdes embriolégicas, como
mas formagdes em peixes. Apesar da alta sensibilidade de fotdlise na camada
superficial da coluna d'agua, (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 intoxicagao de peixes em exposi¢ao crénica (MELO et al., 2015).

Junto com a acgdo neurotdxica, ha outros estudos demonstrando a agéo
hepatotdxica, além da atuagdo no comprometimento da formagao de fusos mitéticos
celulares, inibindo uma importante fase do ciclo celular e manutencéo 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 neurénios dopaminérgicos como principal célula alvo de atuagao
citotoxica. Ja Ishido e colaboradores (2017) demonstraram que a exposigdo a
rotenona em periodo 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 exposi¢gdo a neurotoxina durante o periodo
perinatal pode ocasionar alteragcdes 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 notavel validade preditiva, uma vez que
estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a incidéncia da DP em individuos
cronicamente expostos a rotenona € maior do que na populagéo geral (DE LAZZARI
et al., 2018). Outros estudos ja demonstraram a capacidade da rotenona aplicada em
via subcutanea (doses de 2; 2,5 e 3,5 mg/kg/dia) de causar a apoptose de células TH-
IR reativas, além de causar alteracdo de peso nos ratos estudados (FLEMING et al.,
2004). Devido a esse mecanismo de agao e por atravessar membranas biolégicas, a
rotenona se apresenta como uma oOtima neurotoxina para estudar sintomas de
Parkinsonismo. A relativa facilidade de acesso ao sistema nervoso central onde, ao
atingir seletivamente os neurbénios dopaminérgicos (BISBAL E SANCHES, 2019),
desencadeia um mecanismo especifico de inibicdo do complexo | da cadeia
respiratoria mitocondrial (BETARBET et al., 2000).

1.9 USOS CULTURAIS DA ROTENONA

Populagdes indigenas da regiao amazdnica usam a séculos as raizes de timbo
(Derris spp) para pratica de pesca. Em momentos de escassez de alimentos, onde se
faz necessario o aumento do volume do pescado, populag¢des indigenas utilizam a
raiz induzindo os peixes a narcose, deixando o animal imével e assim facilita a captura
(COSTA et al., 1999; MELO et al., 2015; TENCATT et al., 2023). Esta documentado
que este género de plantas utilizado por povos indigenas 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 utilizagdo da raiz do género Derris
spp foi disseminado entre a comunidade pesqueira, sendo citada na musica
“Canoeiro” composta por Zé Carreiro e interpretada pelos renomados cantores Tonico
e Tinoco. Na cangado, o autor descreve o uso da neurotoxina como ferramenta

tradicional de pesca, isso fica claro nos seguintes versos:

“Pra pegar peixe dos bons da trabalho e a gente soa
Eu jogo timbd na agua com isso o peixe atordoa
Jogo a rede e dou um grito

ai, ai, os dourados amontoa”

Tonico e Tinoco — 1950 — album: Canoeiro, Gravadora Continental
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O autor descreve o uso do Timbo, nome popular de Derris spp, e pontua como
a planta é utilizada, evidenciando uma certa negligéncia em relagdo aos potenciais
efeitos prejudiciais a saude humana. Porém, existem poucos estudos sobre a
toxicidade da rotenona na biota aquatica, principalmente em niveis subletais (MELO
et al., 2015). Também, ndo 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 RELACAO DOENGCA DE PARKINSON E EXPOSSOMA ESPECIFICO

Com o continuo crescimento da populacdo mundial e a alta demanda de
alimentos, o uso de adubos e agroquimicos tem sido a alternativa para aumentar a
produtividade de alimentos derivadas de produgéao agricola e evitar perdas de cultivo
por pragas. Neste cenario, diversos agroquimicos sao utilizados, a depender da praga
a ser combatida e ao tipo de plantio realizado (VASCONCELLOS et al., 2020a). O uso
de agroquimicos é difundida por todos os tipos de agricultores, desde o grande
exportador de produtos agricolas, até o fazendeiro com produgédo para consumo
proprio, até mesmo em fazendas de populacées de aldeias remotas (PATEL E
SANGEETA, 2019). A partir disso, ha um padrado de expossoma (qualquer fator nao
genético que aumente as chances de desenvolvimento de uma doenga) especifico de
agroquimicos que pode chegar a toda a populagao, estes produtos podem contribuir

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

A poluicdo atmosférica e a exposicdo aos defensivos agricolas tém se
apresentado como um possivel agravante potencializador de doengas neuroldgicas
(FRANCO et al., 2022; DHIMAN et al., 2022; PATEL E SANGEETA, 2019). Os efeitos
da exposicao aos agrotoxicos dependem das caracteristicas quimicas, da quantidade
absorvida ou ingerida, tempo de exposicéo, e das debilitagdes relativas a saude da
pessoa exposta (VASCONCELLOS et al.,, 2020a). A relagdo entre a exposigcao a
agrotoxicos e DP foi relatada pela primeira vez em 1976, quando a MPTP (que é
semelhante ao agroquimico paraquat) chamou atengcéo ao promover efeitos toxicos
causando apoptose de neurbnios dopaminérgicos de forma permanente
(VASCONCELLOS et al., 2020b).
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Trabalhadores rurais sdo especialmente expostos a agroquimicos durante sua
aplicacao, os pesticidas podem entrar no corpo pela inalagao, ingestao, ou exposi¢céo
dérmica, podendo estar associada com patologias ligadas ao sistema nervoso nessas
populagdes agricultoras e afastadas dos grandes centros, onde nao ha fiscalizagao
adequada e o uso de equipamento de protecao individual ndo € comum. Mesmo em
doses consideradas baixas (pico ou nano molar), de maneira crénica, pode causar
alteracbes dramaticas na sinalizacdo imunolégica e hormonal (PASTEL E
SANGEETA, 2019).

A DP envolve a transformagao de um processo homeostatico “normal” apdés um
ponto de inflexdo em diregdo a uma espiral patolégica em degeneragao celular; uma
cascata de sequelas secundarias e auto-reforgcadas, como neuroinflamacao,
agregacao anormal de proteinas e desequilibrio metabdlico. Onde exatamente isso é
iniciado permanece indefinido e pode diferir de pessoa para pessoa (MULLER-
NEDEBOCK et al., 2023). Uma questao critica a saude e que permanece pouco
estudada € o impacto da exposicao ambiental pré-natal nos resultados da saude
materna e fetal, pois gestantes sédo particularmente suscetiveis a efeitos de fatores
ambientais e mudancas metabdlicas maternas podem alterar a saude dos fetos
(RANGER et al., 2020). Desta forma, o presente estudo pode trazer informacdes
importantes sobre como influéncias ambientais podem alterar a vida pos-natal de
animais previamente expostos em periodo fetal em contexto de sintomas

Parkinsonianos.

2 JUSTIFICATIVA

O ambiente gestacional é, em grande parte, sensivel a alteragdes metabdlicas
e, associado a exposi¢cao neurotdxica por rotenona (capaz de atravessar a barreira
placentaria) pode ocasionar alteragdes no desenvolvimento do feto, em vias
dopaminérgicas e, sintomas relacionados a DP, como hiposmia. Neste sentido, a
investigacado da exposigao pré-natal a neurotoxina rotenona € necessaria, avaliando
sua capacidade de causar alteragdes olfatorias significativas nos animais em vida
adulta, permitindo verificar as implicagdes da exposi¢ao no periodo crucial para a
formagao do epitélio olfatério do individuo. Considerando o conjunto de evidéncias

apresentadas, o presente projeto se propds a investigagao dos efeitos, sobre a prole,
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na formagao do sistema olfatorio, a partir do tratamento com rotenona administrada
por via subcutanea em ratas prenhes. Administramos a rotenona, diariamente, durante
toda a fase embrionaria de formacao e maturagcao da circuitaria do sistema olfatério.
Além disso, numa segunda etapa do experimento, realizamos a avaliagéo
comportamental da prole mediante o seu desempenho em uma tarefa olfatéria de
duas etapas, bem como seu desempenho motor. Por fim, foi realizado um desafio
neurotoxico com rotenona, ao ser administrada por 10 dias consecutivos, a fim de
produzir uma reexposi¢cao que difundiria uma degeneragao parcial dos neurdnios da
via nigroestriatal e possivel impacto de aumento da neurogénese, em adultos, no BO.
Nossa hipotese prevé que a rotenona possa desencadear, na prole, e adicionalmente
na prole adulta (mediante reexposi¢ao a rotenona - desafio neurotdxico) um aumento
da neurogénese na camada glomerular, onde se encontra a maior densidade de
neurénios periglomerulares oriundos da SZV verificadas por BDNF. O resultado dessa
modulacdo poderia se manifestar num prejuizo olfatério na prole, potencialmente

amplificado mediante o desafio neurotoxico.

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar os efeitos sobre a prole na formagéo do sistema olfatoério, a partir do

tratamento com rotenona administrada subcutaneamente em ratas prenhas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Detecgdo de possiveis prejuizos na discriminacao olfatéria da
prole;

2. Verificar diferencas entre machos e fémeas quanto a
discriminagao olfatéria;

3. Avaliar os efeitos da reexposicdo da prole a rotenona nos

parametros olfatérios e motores.
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4 METODOLOGIA
4.1 ANIMAIS

Todos os experimentos foram realizados apds aprovacao da Comissao de ética
em pesquisa do setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR (CEUA/BIO) pelo Certificado
N° 1453, em conformidade com as diretrizes estabelecidas, visando principios éticos
em relacdo ao uso de animais de experimentacdo. Foram utilizadas 30 ratas Wistar
fémeas e 10 ratos Wistar machos, de 3 meses de idade, oriundas do processo de
acasalamento padrdao do Complexo Biotério da UFPR. Os animais foram mantidos em
sala com umidade e temperatura (22 £ 2 °C) controlados, em ciclo claro/escuro de
12/12h, com agua e comida ad libitum. Os animais foram dispostos para acasalamento
durante 24 horas, na proporc¢ao 3 fémeas para um macho e 2 fémeas para um macho,
segundo determinado em cronograma de acasalamentos. Uma vez obtidas as
ninhadas, portanto, estas foram mantidas nas condigdes padrao de desmame (20
dias), sendo posteriormente os individuos (machos e fémeas) devidamente separados

em gaiolas (n = 4-5/caixa), obedecendo ao padrao de sexagem e exposigao pré-natal.
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Figura 3: Delineamento experimentais tendo os dias Estrais (E) que identifica o periodo de
prenhes e os dias Pds-natais (P) que indica os dias seguintes ao nascimento da prole. O teste de
discriminacgéao olfatdria. O dia PO simboliza o dia do nascimento da prole. Ao dia 20 pds-natal foram
realizadas as sexagens e separados os animais machos e fémeas. O teste de discriminagao olfatério
foi realizado nos dias P40 e P51 apds o nascimento. A janela P40 e P51 também corresponde ao
momento do desafio neurotéxico.
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4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL — EXPERIMENTO PARTE 1

Para a obtencao das progenitoras, fémeas em idade reprodutiva, de 90 dias
foram acondicionadas com ratos adultos na razao 3:1 e/ou 2:1, aproximadamente as
10h da manha, e mantidos na mesma caixa por 24 horas. Os acasalamentos foram
repetidos até a obtengdo de um numero suficiente de progenitoras para a realizagao
dos experimentos (7 ratas prenhas em controle e 9 ratas prenhas em grupo exposto
a rotenona). Passadas as 24 horas, foram realizadas as detecg¢des do plug vaginal
e/ou espermatozoides em lavagens vaginais e analise por microscopia. Fémeas
consideradas fertilizadas foram separadas em caixas distintas e consideramos como
dia zero da gestagao (EO). Ao passar dos dias, as ratas prenhas foram expostas via
subcutédnea ao veiculo (6leo de girassol ml/kg), ou veiculo somado a 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 formacao embrionaria do sistema olfativo em roedores.
Os grupos foram: V (grupo que recebeu somente veiculo) e o grupo R (grupo que

recebeu veiculo somado a neurotoxina).

4.3 TESTE DO CAMPO ABERTO

O campo aberto (CA) foi realizado nos dias 40 e 50 p6s-natal, e consiste em uma
arena circular de 1 metro de diametro e 50 centimetros de altura, a base do aparato é
preta, dando contraste com a pelagem branca caracteristica dos animais. O teste teve
seu inicio quando os animais foram colocados sobre o centro da arena, neste
momento, € iniciada a contagem de um periodo pré-determinado de 5 minutos
(BROADUST et al., 1960). Todas as analises foram gravadas e realizadas por meio
de camera digital e posteriormente analisadas pelo software ToxTrac v2.61
(RODRIGUEZ et al., 2017) verificando a distancia percorrida pelo animal, bem como,
a exploragao que ele fez do ambiente. Neste teste, espera-se que o animal com danos
em areas encefalicas motoras percorra menor distancia no teste, quando comparado

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

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

4.4 DESAFIO NEUROTOXICO - EXPERIMENTO PARTE 2

Os animais encaminhados para o experimento 2 foram separados em caixas de
acordo com 0 sexo e seu grupo, dispostos no maximo 4 animais por caixas e foram
separados em 4 grupos. Os grupos tratados com veiculo foram expostos ao veiculo
novamente (grupo VV) ou a rotenona (grupo VR), e 0s grupos ja expostos a rotenona
em periodo pré-natal, foram reexpostos a rotenona por administragado subcutanea (2,5
mg/ml/kg) (grupo RR) ou sendo administrado veiculo subcutaneamente (grupo RV).
Tal administragdo que chamamos de “Desafio neurotoxico” foram realizadas entre os
dias pos-natal 40 ao dia 50 (P40 a P50), sendo que ao fim deste periodo os animais
foram eutanasiados e tiveram estruturas como BO e SN coletadas para posteriores

analises.

Assim que as fémeas foram identificadas prenhas pela presenca do plug vaginal
mediante esfregaco vaginal, (dia EO) estas foram pesadas diariamente e
acompanhadas em suas prenhez. No dia E9 se iniciou a administracdo de rotenona,

por via subcutanea (dose diaria unica de 2,5 mg/kg) (ZHANG et al., 2017), sendo que



31

a ultima administracdo ocorreu no dia E15, totalizando, portanto, 7 doses
consecutivas. As ratas prenhas foram separadas em caixas Unicas em periodo
perinatal e apdés o nascimento metade da prole foi eutanasiada e metade foi

encaminhada para a segunda parte do experimento.

4.5 TESTE DE DISCRIMINACAO OLFATORIA (TDO)

O teste de discriminacédo olfatéria (TDO) foi realizado a partir da verséo
modificada de Prediger e colaboradores (2005) e padronizada por nosso laboratério
(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 da livre acesso
ao animal de um ambiente para o outro (figura 4). Antes do teste, é realizado um
periodo de habituagcdo 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 nao familiar). Do outro lado da caixa, € 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 discriminagao olfatéria, entre a abertura
da porta, e filmar, por 3 min a exploracdo de cada compartimento. Espera-se que o
animal que apresenta prejuizo olfatério tenda a explorar os dois compartimentos em

tempos semelhantes, indicando auséncia de discriminacéo.
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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 ndo familiar por maravalha nova.

4.6 TESTE DE RECONHECIMENTO OLFATORIO (TRO) — ODOR NAO SOCIAL.

O Teste de Reconhecimento Olfatério (TRO) ndo social foi realizado a partir
protocolo estabelecido em nosso laboratério, 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 superficie, 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 presenca 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 duracgéo de
3 minutos, os tubos séo trocados por um tubo composto por papel de filtro (5 x 5 cm)
com o odor neutro (100 ul de agua destilada). E no outro tubo é adicionado um pedaco
de papel filtro (5 x 5 cm) embebido com 200 pL de solugdo 5% de acetato de amila
(Aldrich Chemical, St. Louis, EUA), este sendo um odor ndo social, onde o animal
pode apresentar aversao ou preferéncia pelo odor, de tal modo a explorar mais ou
menos tempo cada Falcon. Os testes foram filmados e por sequéncia analisados. A
cada teste (entre treino e teste também) o ambiente foi limpo com alcool 10%, e a
localizacao dos Falcons foi trocada a fim de evitar alteracdo comportamental devido a
presenca do odor residual de outros ratos. Era esperada a maior exploragao 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

agua. O a ambientagao dura 2 minutos e o teste dura 3 minutos.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos resultados com distribuicdo normal (teste Shapiro-Wilk)
foi realizada através do software GraphPad Prism (verséo 8.0.2), por analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, com teste post hoc de Bonferroni, conforme os
fatores analisados tempo (pré-natal P40 e pds-natal P51) e exposi¢cao a 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 g de Hedges como

corregao 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
neurotoxico e depois do desafio neurotdxico, como indicado pela figura 7. O

tratamento ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos (P=0,3980). Ja o
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fator tempo se mostrou significativo entre os grupos (P<0,0001), visto a diminuigédo
da distancia percorrida pelos animais. A interagao entre os fatores também se mostrou
significativa (P=0,0082). Dentre a exposicdo fetal e a exposicdo pds-natal,
considerando todos os grupos, o tamanho do efeito foi considerado grande (dz=0,96

e gz=0,95), segundo classificagao de Sawilowsky (2009).
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Figura 7: Campo aberto da prole (machos e fémeas) nos tempos de 40 (P40) e 51 (P51) dias
apos o nascimento. Entre P40 e P51 ocorreu o desafio neurotdxico mediante a exposicao, pés-natal, a
uma dose de 2,5 mg/kg/dia de rotenona por via intraperitoneal. Os grupos estdo representados de
acordo com a seguinte legenda: V - veiculo; R - rotenona; VV - veiculo (fetal e pés-natal); VR - veiculo
(fetal) e rotenona (pés-natal); RV - rotenona (fetal) e veiculo (p6s-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona
(p6s-natal). O retangulo tracejado indica os grupos veiculo (fetal) e o retdngulo sélido 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 exposicdo a neurotoxina ndo apresentou diferenga significativa (P=0,8676).

Enquanto o fator tempo se apresentou como significativo entre os grupos (P<0,0001).
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A interag&o entre os fatores ndo se mostrou significativa (P=0,2380). O tamanho do
efeito foi considerado grande (dz=1,21 e g-=1,17), quando consideramos a exposi¢ao
fetal e a exposi¢cao pos-natal para os grupos, segundo classificagdo de Sawilowsky
(2009).
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Figura 8: Campo aberto da prole (machos) nos tempos de 40 (P40) e 51 (P51) dias apds o
nascimento. Entre P40 e P51 ocorreu o desafio neurotéxico mediante a exposicéo, pds-natal, a uma
dose de 2,5 mg/kg/dia de rotenona por via intraperitoneal. Os grupos estédo representados de acordo
com a seguinte legenda: V - veiculo; R - rotenona; VV - veiculo (fetal e pos-natal); VR - veiculo (fetal)
e rotenona (pds-natal); RV - rotenona (fetal) e veiculo (pds-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (p&s-
natal). O retangulo tracejado indica os grupos veiculo (fetal) e o retadngulo sélido 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 fémeas como representado na figura 9, verificamos que
o tratamento ndo apresentou diferenca significativa (P=0,2263). Enquanto o fator
tempo se apresentou como significativo entre os grupos (P<0,0001). A interagao entre

os fatores se mostrou significativa (P=0,0362). Dentre a exposicao fetal e a exposi¢cao
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pos-natal, o tamanho do efeito foi considerado médio (d-=0,78 e g-=0,75), segundo

classificagcdo de Sawilowsky (2009).

P=0.0013
P=0.0074 '
P=0.0496 I
P=0.0229 '
BO= < cvevnennnnnn I
: P=0.0416
L
E a0+ ;
P T rh
(&)
c
i.(g
20
o
0 ' l
V. V R R W VR RV RR
P40 P51

Exposicao fetal Exposicao pos-natal

Rotenona

Figura 9: Campo aberto da prole (fémeas) nos tempos de 40 (P40) e 51 (P51) dias apds o
nascimento. Entre P40 e P51 ocorreu o desafio neurotdéxico mediante a exposi¢ao, pdés-natal, a uma
dose de 2,5 mg/kg/dia de rotenona por via intraperitoneal. Os grupos estédo representados de acordo
com a seguinte legenda: V - veiculo; R - rotenona; VV - veiculo (fetal e pés-natal); VR - veiculo (fetal)
e rotenona (pds-natal); RV - rotenona (fetal) e veiculo (pds-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pés-
natal). O retangulo tracejado indica os grupos veiculo (fetal) e o retadngulo sélido 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 DISCRIMINAGCAO OLFATORIA - ODOR SOCIAL

O teste de discriminacao olfatéria foi realizado com o intuito de verificar a
capacidade de diferenciacao entre odores familiares e ndo 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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preferéncia de lado se mostrou significativo (P<0,0001), ja o fator tratamento ndo se
demonstrou significativo (P=0,9973), bem como a interacdo entre os fatores
(P=0,2772). Entretanto, o grupo que recebeu somente o veiculo demonstrou
capacidade de diferenciar os lados e preferéncia para com o lado familiar, enquanto o
grupo que teve exposigao a neurotoxina em periodo fetal ndo foi capaz de diferenciar
os lados. A discriminacao entre os lados por grupo obteve o tamanho do efeito foi
considerado pequeno (dz=0,39 e g:=0,39), segundo classificacdo de Sawilowsky
(2009). Para o grupo veiculo, houve um efeito tamanho de efeito médio (d-=0,6 e

gz=0,58) entre a exploracao de lados familiar e nao familiar.
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Figura 10: Teste de discriminagao olfatéria social (machos e fémeas) no tempo de 40 (P40) dias
apos o nascimento. Os grupos estao representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo; R
- rotenona. O retangulo tracejado indica a exploragdo do odor familiar e o retangulo sélido mostra a
exploragcado do odor ndo-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 fémeas, ainda no P40, o fator
preferéncia de compartimento se mostrou significativo (P=0,0089) para machos,
demonstrado pela figura 11, ja o fator tratamento ndo se demonstrou significativo
(P=0,9839), bem como a interacdo entre os fatores (P=0,1967). E possivel verificar
gue o grupo que recebeu neurotoxina em periodo fetal ndo demonstrou preferéncia

entre os compartimentos. A distingdo entre os lados por grupo obteve o tamanho do
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efeito foi considerado pequeno (dz=0,35 e g-=0,34), segundo classificacdo de
Sawilowsky (2009). Para o grupo veiculo, o tamanho de efeito foi considerado medio

(dz=0,71 e gz=0,66) entre a exploracao de lados familiar e ndo familiar.

150= 5. .......amihar Nao Familiar
: P=0.043:
|
1 |
7 100-
by T
o 1
5
= 50—
0 T T
v R v R
P40

Exposicao Fetal

Figura 11: Teste de discriminacéo olfatéria social (machos) no tempo de 40 (P40) dias apds o
nascimento. Os grupos estdo representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo; R -
rotenona. O retangulo tracejado indica a exploragdo do odor familiar e o retangulo sélido mostra a
exploragédo do odor ndo-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 fémeas, novamente o fator preferéncia de compartimento com odor
familiar se mostrou significativo (P<0,0001), ja o fator tratamento ndo se mostrou
significativo (P=0,9913) e ndo houve interagao significativa (P=0,4544). Diferente dos
machos, as fémeas demonstraram preferéncia pelo compartimento familiar tanto no
grupo que recebeu a neurotoxina em periodo fetal, quanto no grupo que recebeu
apenas o veiculo, como demonstrado na figura 12. A distingdo entre os lados para
todos os grupo teve tamanho do efeito médio (d-=0,39 e g-=0,39), para o grupo
controle o tamanho do efeito foi considerado pequeno (d-=0,52 e g-=0,5), ja em
relacdo ao grupo exposto a neurotoxina em ambiente fetal, o tamanho da diferenca é

considerado médio (dz=0,76 e g-=0,73) segundo classificagdo de Sawilowsky (2009).
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Figura 12: Teste de discriminacao olfatéria social (fémeas) no tempo de 40 (P40) dias apds o
nascimento. Os grupos estdo representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo; R -
rotenona. O reténgulo tracejado indica a exploracao do odor familiar e o retadngulo sélido mostra a
exploracédo do odor ndo-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.

Apos o periodo do desafio neurotdxico, o fator preferéncia de compartimento
ainda se demonstrou significativo pelos valores de ANOVA (P<0,0001), embora o fator
exposicao nao tenha sido significativo (P=0,9997), a interacao dos fatores exposicao
e preferéncia 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 (d-=0,61 e g-=0,57); para o grupo
RV o tamanho do efeito foi considerado grande (d-=0,61 e g-=0,57), segundo a

classificagao de classificagao de Sawilowsky (2009).
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Figura 13: Teste de discriminagao olfatéria social (machos e fémeas) no tempo de 51 (P51) dias
apos o nascimento. Os grupos estao representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo; R
- rotenona; VV - veiculo (fetal e pés-natal); VR - veiculo (fetal) e rotenona (pds-natal); RV - rotenona
(fetal) e veiculo (pds-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pds-natal). O retédngulo tracejado indica a
exploracao do odor familiar e o retadngulo sélido mostra a exploragdo do odor n&o-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 diferenca entre a preferéncia (P=0,034), porém nao houve diferencas
significativas entre o fator exposicédo (P= 0,999) e nem a interagado (P=0,272) em

nenhum dos grupos.
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Figura 14: Teste de discriminacgéo olfatéria social (machos) no tempo de 51 (P51) dias apds o
nascimento. Os grupos estdo representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo; R -
rotenona; VV - veiculo (fetal e pds-natal); VR - veiculo (fetal) e rotenona (pés-natal); RV - rotenona
(fetal) e veiculo (pds-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pds-natal). O retédngulo tracejado indica a
exploracao do odor familiar e o retadngulo sélido mostra a exploracao do odor ndo-familiar. Foi realizado
ANOVA de duas vias. O total de 18 animais foram utilizados em experimento.

Ao verificarmos somente as fémeas, o fator preferéncia de compartimento se
demonstrou significativo (P<0,0001), bem como a interagdo entre os fatores
preferéncia de camaras e exposicao (P=0,0148). O unico grupo que demonstrou
diferencga significativa entre a preferéncia de camaras foi o grupo que foi exposto a
neurotoxina em periodo fetal e recebeu somente veiculo no desafio neurotéxico (RV),
como demonstrado na figura 15. O tamanho do efeito neste teste foi considerado
médio (d-=0,76 e g-=0,74), para o grupo RV, o tamanho do efeito foi considerado

grande (dz=1,24 e g-=1,08), segundo a classificagdo de Sawilowsky (2009).
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Figura 15: Teste de discriminacao olfatéria social (fémeas) no tempo de 51 (P51) dias apds o
nascimento. Os grupos estédo representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo; R -
rotenona; VV - veiculo (fetal e pds-natal); VR - veiculo (fetal) e rotenona (pds-natal); RV - rotenona
(fetal) e veiculo (pds-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pés-natal). O retadngulo tracejado indica a
exploracédo do odor familiar e o retadngulo sélido mostra a exploragdo do odor ndo-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 DISCRIMINACAO OLFATORIA - ODOR NAO SOCIAL

O teste de odor ndo social verifica a capacidade exploratéria ativa do animal,
referente a uma pista ambiental de odor com o qual o animal ndo esta familiarizado.
Nestes testes ndo houve diferenca significativa entre os fatores exposi¢ao e tempo de

exploragédo, como demonstrado pelas figuras 16.
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Figura 16: Teste de discriminacgéo olfatdria ndo social (machos e fémeas) no tempo de 40 (P40)
dias ap6s o nascimento. Os grupos estao representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo;
R - rotenona. O retangulo tracejado indica a exploragao do odor nio-social acetato de amila e o
retdngulo solido mostra a exploragdo do odor neutro, ou seja, do odor de agua. 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 ndao houve diferenca

significativa entre os fatores exposi¢cao e tempo de exploragdo, como demonstrado
pelas figuras 17.
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Figura 17: Teste de discriminagao olfatéria ndo social (machos) no tempo de 40 (P40) dias apos
0 nascimento. Os grupos estdo representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo; R -
rotenona. O retangulo tracejado indica a exploragao do odor ndo-social acetato de amila e o retangulo
so6lido mostra a exploragéo do odor neutro, ou seja, do odor de agua. Foi realizado o teste ANOVA de
duas vias. O total de 27 animais foram utilizados em experimento.

Ao isolarmos somente as fémeas no dia P40, ainda ndao houve diferenca
significativa entre os fatores exposi¢cao e tempo de exploracdo, como demonstrado

pelas figuras 18.
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Figura 18: Teste de discriminagao olfatéria ndo social (Fémeas) no tempo de 40 (P40) dias apds
o nascimento. Os grupos estdo representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo; R -
rotenona. O retangulo tracejado indica a exploragao do odor ndo-social acetato de amila e o retangulo
so6lido mostra a exploragdo do odor neutro, ou seja, do odor de agua. Foi realizado o teste ANOVA de
duas vias. O total de 27 animais foram utilizados em experimento.

Ao verificarmos os animais pos reexposi¢cdo, ainda nao houve diferenca
significativa entre os fatores exposi¢cao e tempo de exploracdo, como demonstrado

pelas figuras 19.
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Figura 19: Teste de discriminagéo olfatéria ndo-social (machos e fémeas) no tempo de 51 (P51)
dias ap6s o nascimento. Os grupos estéo representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo;
R - rotenona; VV - veiculo (fetal e pds-natal); VR - veiculo (fetal) e rotenona (pds-natal); RV - rotenona
(fetal) e veiculo (pds-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pés-natal). O retangulo tracejado indica a
exploracdo do odor n&o-social Acetato de Amila e o retdngulo sélido mostra a exploragédo do odor
neutro, ou seja, odor de agua. Foi realizado o teste ANOVA de duas vias. O total de 32 animais foram

utilizados em experimento.

Isolando os animais machos pds reexposi¢cao, nao houve diferenca significativa,

como demonstrado pelas figuras 20.
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Figura 20: Teste de discriminagao olfatéria ndo-social (machos) no tempo de 51 (P51) dias apos
0 nascimento. Os grupos estdo representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo; R -
rotenona; VV - veiculo (fetal e pés-natal); VR - veiculo (fetal) e rotenona (pés-natal); RV - rotenona
(fetal) e veiculo (pds-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (pds-natal). O retangulo tracejado indica a
exploracdo do odor n&o-social Acetato de Amila e o retdngulo sélido mostra a exploragédo do odor
neutro, ou seja, odor de agua. Foi realizado o teste ANOVA de duas vias. O total de 11 animais foram
utilizados em experimento.

Nao diferente, o isolando dos animais fémeas pds reexposi¢cdo, nao houve

diferenca significativa, como demonstrado pelas figuras 21.
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Figura 21: Teste de discriminagéo olfatéria ndo-social (fémeas) no tempo de 51 (P51) dias apos
o nascimento. Os grupos estdo representados de acordo com a seguinte legenda: V - veiculo; R -
rotenona; VV - veiculo (fetal e pés-natal); VR - veiculo (fetal) e rotenona (pés-natal); RV - rotenona
(fetal) e veiculo (pds-natal); RR - rotenona (fetal) e rotenona (p6s-natal). O retédngulo tracejado indica a
exploragao do odor nao-social Acetato de Amila e o retadngulo sélido mostra a exploragao do odor
neutro, ou seja, odor de agua. Foi realizado o teste ANOVA de duas vias. O total de 21 animais foram
utilizados em experimento.

6 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos resultantes da
exposi¢cao a neurotoxina rotenona durante o periodo pré-natal, tendo como
indicadores as modificacbes motoras e alteracbes no comportamento olfatorio.

Esperavamos a diminuicdo na motricidade que é tipicamente caracterizada pelo



47

parametro de distancia percorrida no teste do campo aberto, refletindo os principais
disturbios associados a condi¢c&o patoldgica da DP (tais como bradicinesia, rigidez,
tremor de repouso e irregularidades no equilibrio, postura e locomogao) (ZAITONE et
al., 2012).

Dentro do escopo da nossa investigagao, verificamos a diminuicao geral na
distancia percorrida por todos os grupos testados, ou seja, diminuigdo da distancia
percorrida no teste CA no dia P40 nos grupos VV, VR, RV e RR, em relagdo aos testes
realizados no dia P51 para os mesmos grupos. Esta diminui¢do inicial era esperada
pela habituagao, 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 exploragéo.

Uma diminuicao significativa foi observada apenas no grupo RR (exposto a
rotenona fetal e posteriormente em periodo pés-natal) tanto nos grupos de ratos
machos, quanto no grupo de fémeas. Essa diminuicdo pode estar associada com a
exposicao a neurotoxina em ambiente fetal e pds-natal atuando de maneira
acumulativa. Nesse sentido, a combinacao de exposicdes, via circulagdo e por
consequéncia, via metabolismo materno somado a exposi¢gao subdermal pds-natal

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

De outro modo, ao analisar exclusivamente o grupo das fémeas, verificamos uma
diferenga significativa entre os animais expostos somente a neurotoxina durante a
exposicao fetal e aqueles expostos tanto ao periodo fetal quanto ao periodo pés-natal.
Segundo Pinos e colaboradores (2021) a exposicdo a agentes toxicoldgicos
ambientais como pesticidas tém seu efeito dependente de muitos fatores, incluindo
dosagem e via de administragdo, espécie, sexo e duragao 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 consequéncia, diminuindo as chances de efeitos
deletérios associados a superoxidagao sobre a maturagéo e migragao neuronal, como
demonstrado por estudos in vitro (RAIUMAKERS et al., 2004; ISHIDO E SUZUKI,
2010).

Curiosamente, a diferenga entre os animais que receberam a neurotoxina

somente em periodo fetal e que receberam a neurotoxina tanto em periodo pré-natal



48

como em periodo pos-natal so6 foi observado em fémeas no teste CA ao dia P51, de
certa forma existe a possibilidade de que as fémeas que receberam neurotoxina em
ambiente fetal tenham tido um efeito neuroprotetor devido a agéao estrogénica, como
visto em outros estudos, (OLIVOLA et al., 2020; MEONI et al., 2020; REEKS et al.,
2020), em contra partida, em regides encefdlicas relacionadas ao controle
visuoespacial e motor, as fémeas podem ter apresentado alteracbes mais intensas,
causando menor pontuagao em teste motor. Esta diferenga da sintomatica motora ja
tem sido descrito na literatura, tanto em modelos animais, quanto em casos clinicos
(REEKES et al., 2020). Os ratos machos, por sua vez, ndo apresentaram diferengas
entre os grupos analisados neste teste, o que pode ter relagdo com a limitagédo no

numero amostral disponivel para estes grupos.

A principio, alteragdes olfatérias em pacientes com DP sdo associadas a uma
via diferente da via motora como descrita por Braak e colaboradores (2003). Em nosso
estudo é possivel verificar alteragbes no TDO de odor social, em que 0s grupos
expostos a rotenona exploraram igualmente ambos os compartimentos, o que indica
auséncia de discriminacéo olfatéria, compativel com hiposmia. Este efeito aponta que
alteracbes no ambiente de desenvolvimento fetal podem ter consequéncias na vida
adulta, semelhante ao que ocorre em relagdo a mudancgas cognitivas frente a
exposi¢coes ambientais a neurotoxinas (FLORES-CUADRADO et al., 2021; KRISHNA
et al., 2018).

Dados epidemiologicos e experimentais indicam que a exposi¢cao pre-natal a
produtos quimicos ambientais e medicamentos prescritos durante a gravidez pode
mediar perdas embrionarias precoces, aborto espontaneo, retardo e reabsor¢gdes do
crescimento fetal, diminuicdo do tamanho da ninhada, malformagdes fetais e baixo
peso ao nascer (AL-GUBORY et al.,, 2010). Em nosso estudo, os animais foram
expostos a neurotoxina em periodo de formacéo do EO, dentre os dias E9 e E15 de
gestacao, esta janela é crucial para o desenvolvimento, maturagdo e migracao de
neurénios que participam do EO (LOPEZ-MASCARAQUE E DE CASTRO, 2002). Pelo
TDO social, € possivel perceber que alteragdes olfatorias derivadas da exposig¢ao a
neurotoxina em periodo fetal e analisadas no dia P40 perduram em machos, mas o
mesmo nao ocorre em fémeas. Assim, fémeas continuaram reconhecendo o odor
familiar, diferentemente dos machos, que nao foram capazes de reconhecer o odor

familiar (Figura 11 e 12). Essa diferengca encontrada entre os animais machos e
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fémeas no TDO social pode indicar que o efeito neuroprotetor de horménios
estrogénicos pode estar atuando ja em periodo fetal, diminuindo a neurotoxidade por

estresse oxidativo causada pela rotenona.

O modelo de DP com o uso da neurotoxina rotenona esta bem estabelecido
e estudos com a associacdo de exposicdo pré-natal a neurotoxina promovem
alteracdes de peso na prole (KRISHNA et al., 2018). E observado na literatura que
existem diferencas nos sintomas parkinsonianos entre homens e mulheres, e na
avaliacao olfativa nao é diferente, pois mulheres tendem a ter um comprometimento
olfatério menor que homens (SOLLA et al., 2020). Nesse sentido, em nosso estudo,
quando as ratas fémeas foram expostas em periodo fetal a neurotoxina, observou-se
uma manutencao da capacidade olfatoria destes animais, o que corrobora com dados
da literatura que apontam para uma maior resisténcia das fémeas a indugao de
hiposmia em modelo de DP por rotenona intranigral (RODRIGUES et al., 2022). Além
disso, verifica-se que outros estudos que associaram o estrégeno como sendo um
agente neuroprotetor, por diminuir a formacao de ROS, potencialmente minimizando
os sintomas de Parkinsonismo, resultando em uma razao 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 mesencefalicas, sendo que homens demonstram
danos mais extensos nos ganglios da base e na substancia negra (BAYER et al.,
1991). Deste modo, alteragdes olfatorias também seriam mais pronunciadas em
individuos do sexo masculino. Estudos em nosso laboratério ja encontraram
diferengas entre a capacidade olfativa entre machos e fémeas tratados com cafeina
apos infuséo intranigral de rotenona (RODRIGUES et al., 2022). Os ROS tém um
efeito biologico em varios processos reprodutivos, como maturacéo e fertilidade de
oocitos, fertilizacdo, desenvolvimento embrionario e gravidez (HUSSAIN et al., 2021).
Na gravidez, os ROS podem causar impactos potencialmente deletérios na fungao
placentaria, como parto prematuro, alteracbes de embriogénese, descolamento
placentario e aborto (BLOOM et al., 2022), além de estar associada com doencas
como restricdes de crescimento intrauterino e diabetes gestacional (HUSSAIN et al.,
2021).

Considerando a administragao de rotenona utilizada em nosso estudo, podemos
verificar que a mesma dose (2,5 mg/kg/ml) ja 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 a mesma neurotoxina por gavagem,
neste estudo, os pesquisadores ndo observaram diferengcas no peso da prole, tao
pouco identificaram malformacgdes visiveis nos neonatos para essa dose especifica
(KHERA et al., 1982). Das 30 fémeas utilizadas em nosso estudo, 17 obtiveram prole
(média de filhotes de 9,3). E possivel que a ocorréncia de proles abortadas e
diminuicdo de peso da prole encontrada em nosso estudo tenha sido ampliada,
quando comparada ao estudo anterior, devido a via de administracido subcutanea
escolhida em nosso estudo. Observamos que algumas fémeas sofreram uma redugéo
drastica de peso, levando, em alguns casos, ao aborto espontaneo dos fetos, além de
ser observado o obito de uma rata prenha com sinais de sangramento vaginal. A
ocorréncia de aborto foi identificada tanto por vestigios de sangue em material cepilho
no ninho do animal e na regido perigonadal, quanto pela descoberta de fetos mortos
na caixa em dois casos. Apesar disso, a quantificagdo aparenta estar subestimada,
visto que nao é possivel afirmar que ndo tenha ocorrido um maior numero de abortos,
pois, ao dissecarmos fémeas sem prole randomicamente pds eutanasia, as mesmas
apresentaram fetos em regressao em tubo uterino. Ademais, quando a neurotoxina foi
aplicada em individuos adultos durante o periodo de 10 dias (do dia P40 ao P50),
cerca de 07 animais tiveram de ser descartados do experimento por terem
desenvolvido caquexia. E possivel que a utilizagdo de uma dose inferior a 2,5
mg/ml/Kg de rotenona ou a administragao por via gastrica, como realizado em outros
estudos (KHERA et al., 1982), possa evitar que esse tipo de ocorréncia se repita e

permitira a elucidacao dessas alteragdes.

Avaliando a exploragcdo de odores nao sociais, ndo observamos diferencas
significativas no teste realizado com o acetato de amila. O acetato de amila (C7H1402)
€ uma substancia 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 exposi¢cao de 30 segundos a este mesmo odor desencadeia um
aumento significativo do fluxo sanguineo no bulbo olfatério, indicando a manifestagao
do recrutamento desta area mediante a exposi¢ao a este odor n&o social. No entanto,
o teste utilizado, propriamente, depende da ocorréncia de um comportamento de
busca ativa pelo odor, se tal odor apresentar uma carateristica aversiva, poderiamos

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 aversao. Certamente, a reagao aversiva pode estar ligada
ao modelo utilizado (camundongos C57BL/6J), sendo assim, outros roedores podem
nao apresentar tal comportamento (JENNINGS et al., 2022). Dessa forma, estudos
com condicionamento ou utilizando outro odor podem ajudar a demonstrar o efeito da

exposicao a neurotoxina relacionada a via de odor primaria.

Mamiferos possuem duas vias olfatérias de identificagdo de odores, a via
principal que possibilita uma discriminagcao consciente entre diferentes odores de
natureza volatil, e também a via olfatoria acessoéria que é altamente especializado na
detecg&o de um conjunto reduzido de odores ndo-volateis que formam os feromonios,
sendo que estes apresentam um grande valor na comunicagao intra ou interespécies
(PREDIGER, 2002). A exemplo de odores nao volateis ha os ferombnios, esses
odores sdo emitidos por animais para demarcar territorio, atrair parceiros sexuais,
sendo assim, um odor relacionado a interagao social do animal. Existem grandes
diferencas entre os sistemas olfatérios principal e acessério, que vao desde a
localizacdo dos quimiorreceptores destinados a detectar a presenca dos diferentes
odores, passando a diferentes proje¢des para o bulbo olfatério e deste para estruturas
cerebrais superiores (BRENNAN e KEVERNE, 1997; SCALIA E WINANS, 1975;
PREDIGER, 2002; MUCIGNAT-CARETTA, 2010). Sabe-se que os hormdnios
esteroidais sexuais tem atuagdo na deteccdo e integragcdo de informacgdes
socialmente relevantes, modulando a produgéao e detecgao de odores, sendo que em
fémeas, estradiol, progesterona e estrogénios séo liberados na urina, 0 que pode
ativar neurénios sensoriais vomeronasais do sistema olfatorio secundario (ABAFFY et
al., 2023). Em nosso estudo foi evidente os efeitos associados a via principal, por outro
lado, a distingdo do odor nao social nao ocorreu em nenhum dos grupos analisados
no TRO nao social, porém de outro lado, a via olfatdria acessoéria pode ter tido menor
impacto pela neurotoxina, assim, como foi visto em fémeas no TDO social. Segundo
MUCIGNAT-CARETTA (2010) a identificacdo de neurbnios ligados a via olfatoria
acessoria € possivel ao dia estral 14, perto do fim da janela de exposicao do
experimento, o que pode ter evitado danos maiores na via acessoria por estresse

oxidativo.
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7 CONCLUSOES

Os resultados deste estudo lancam luz sobre as complexas interagdes entre as
exposicoes ambientais, o desenvolvimento fetal e a manifestagdo de disturbios
olfatérios em modelo de Parkinsonismo. A escolha da via de administracao
subcutanea trouxe a tona possiveis repercussdes relacionadas a exposicoes

ambientais com pesticidas como, por exemplo, a rotenona.

Em nosso estudo foi observado alteragbes motoras em fémeas, a qual
apresentou menor distancia percorrida em CA, o que nao foi observado em machos.
Tal resultado pode indicar diferengas na sintomaticas sobre regides motoras, quando
comparado machos e fémeas, podendo assim, ser objeto de estudo para futuras

pesquisas.

Também foi possivel verificar que alteragdes em ambiente fetal pode causar
alteracbes em sistema olfatério, e essas diferengas se apresentam distintamente entre
machos e em fémeas, o que ficou evidente no TDO social, onde machos
demonstraram maior prejuizo olfatério (ndo discriminando os odores) quando
comparado com as fémeas (que discriminaram os odores). Essa diferenca pode
apontar para um possivel caminho de estudo envolvendo vias olfatérias acessorias

relacionadas ao sexo.

A auséncia de prejuizos relacionados ao TRO nao social sugere que a exposicao
a rotenona possa ter comprometido apenas os circuitos relacionados a via olfatoria
acessoOria, sem causar outras repercussdes para a via olfatoria principal. Portanto,
embora este estudo tenha contribuido de maneira inovadora para o tema de
investigacado, mais estudos serdao fundamentais para a elucidagdo dos mecanismos

subjacentes as alteragdes olfatdrias em contextos de Parkinsonismo.
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