UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
FACULDADE DE MEDICINA

DANIEL ARNAUD PEREIRA FERREIRA
HERICK MENINEA CANAVIEIRA

ESTRESSE OXIDATIVO E EFEITOS COMPORTAMENTAIS
RESULTANTES DA INIBIGAO CRONICA DO COMPLEXO |
MITOCONDRIAL POR ROTENONA

Belém
2011



DANIEL ARNAUD PEREIRA FERREIRA
HERICK MENINEA CANAVIEIRA

ESTRESSE OXIDATIVO E EFEITOS COMPORTAMENTAIS
RESULTANTES DA INIBIGAO CRONICA DO COMPLEXO |
MITOCONDRIAL POR ROTENONA

Belém
2011

Monografia apresentada para
obtencao do grau em Medicina
pela Universidade Federal do
Para.

Orientador: Edmar Tavares Costa
Co-orientadora: Katia Simone

Kietzer



DANIEL ARNAUD PEREIRA FERREIRA
HERICK MENINEA CANAVIEIRA

ESTRESSE OXIDATIVO E EFEITOS COMPORTAMENTAIS
RESULTANTES DA INIBIGAO CRONICA DO COMPLEXO |
MITOCONDRIAL POR ROTENONA

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado para obtengdo do grau em

Medicina pela Universidade Federal do Para.

Banca examinadora:

Orientador

Nome / Instituicao

Nome / Instituicao

Aprovado em: I
Conceito:




Aos meus pais que jamais
deixaram de incentivar a minha

carreira académica.

Daniel Arnaud Pereira Ferreira

As oracdes de minha mae.

Herick Meninéa Canavieira



AGRADECIMENTOS

A Deus pela dadiva de estarmos presentes no palco da vida e por ser autor da obra

de nossas vidas;

Ao Prof. Dr. Edmar Tavares Costa pelos ensinamentos e atengdo que concedeu a

realizacao deste estudo, o que foi de fundamental importancia;

A Prof2. Dra. Katia Simone Kietzer pelas suas orientagbes académicas e seu apoio

que ajudaram na construg¢ao deste trabalho;

Aos nossos amigos Alex Heringer e Celidia Jacob pela contribuicdo fundamental na

realizagcao deste projeto.

As nossas familias e colegas que de alguma forma colaboraram para o

desenvolvimento deste estudo.



"“Como dizia meu velho avé: "Se quiser vir a ser alguma
coisa, que devore os livros!™.

Seu Madruga



RESUMO

A rotenona, principio ativo extraido de plantas tropicais como o timbd, € uma
substancia amplamente utilizada na regido amazbnica como piscicida na pesca
artesanal e pesticida nas lavouras. Sua acado neurotdxica reproduz alguns aspectos
da doencga de Parkinson (DP) em modelos animais in vivo e in vitro, incluindo a
degeneracdo nigroestriatal dopaminérgica e formagao de inclusdes citoplasmaticas
semelhantes aos corpos de Lewy. Uma das hipoteses é a de que a exposigao a
fatores ambientais, juntamente com o envelhecimento e com fatores genéticos
aumentam o risco de desenvolvimento da doenca. Por causar alteracbes no
metabolismo oxidativo, ja que € um inibidor do complexo | mitocondrial, a rotenona
aumenta a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs). O excesso de EROs
provoca efeitos prejudiciais como a peroxidagéo dos lipidios de membrana e agressao
as proteinas dos tecidos e das membranas. As consequéncias desse estresse
oxidativo nos neurdnios da via nigroestriatal levam a alteragcbes de movimento,
balango e alteracbes do controle motor fino. No presente trabalho, ratos Wistar
machos foram divididos em grupos controle (n=12) e tratado (n=13) e submetidos a
administragcédo intraperitoneal de rotenona por 30 dias. Foi avaliada a ocorréncia de
peroxidagao lipidica em regides encefalicas diretamente envolvida na DP como a
substancia negra e o corpo estriado, bem como outras regides como coértex cerebral,
cerebelo, hipocampo e hipotalamo. Cértex, cerebelo estriado e substadncia negra
foram as areas onde houve diferenga estatistica nos resultados entre os grupos
controle e tratado. Os testes comportamentais realizados no primeiro, décimo quinto e
trigésimo dia, mostraram alteracbes motoras incluindo a diminuicdo na atividade
locomotora e diminuigdo na capacidade de adotar a posi¢ao bipede com e sem apoio.
Portanto, ndo é possivel descartar a possibilidade de que tais alteragdes motoras
sejam resultantes do comprometimento de multiplas fungdes em diversas areas do
sistema nervoso, incluindo ou nao a via nigroestriatal. Como ainda nao séo
completamente entendidos os mecanismos de toxicidade induzidos pela rotenona,
este trabalho teve como objetivo complementar investigar a inducdo de estresse
oxidativo em tecidos periféricos. Foram analisados tecidos como porgao proximal do
duodeno, figado e rim. Os resultados comprovaram algum grau de comprometimento
peroxidativo principalmente nas areas do figado e rim.

Palavras-chave: Rotenona, estresse oxidativo, peroxidagao lipidica, Doenga de

Parkinson, encéfalo, comportamental.



ABSTRACT
Rotenone, an active ingredient extracted from tropical plants such as timbo, is a
substance widely used in the Amazon region as a pesticide in the regional fishing. This
neurotoxic reproduces many aspects of Parkinson's Disease (PD) in animal models in
vivo and in vitro, including nigrostriatal dopaminergic degeneration and formation of
cytoplasmic inclusions similar to Lewy bodies. One hypothesis is that exposure to
environmental factors, along with aging and genetic factors increase the risk of
disease development. By causing changes in oxidative metabolism, since it is an
inhibitor of mitochondrial complex |, rotenone increases the production of reactive
oxygen species (ROS). The excess of ROS has detrimental effects such as
peroxidation of membrane lipids and aggression to tissue proteins and membranes.
The consequences of oxidative stress in neurons of the nigrostriatal pathway lead to
changes of motion, balance and changes in fine motor control. In this study, male
Wistar rats, divided into control groups (n = 12) and treated (n = 13) underwent
intraperitoneal administration of rotenone for 30 days. We evaluated the occurrence of
lipid peroxidation in brain regions directly involved in PD as the substantia nigra and
the striatum as well as other regions such as cerebral cortex, cerebellum,
hippocampus and hypothalamus. Cortex, cerebellum, striatum and substantia nigra
were the areas where there was statistical difference in outcomes between treated and
control groups. Behavioral tests performed in the first, fifteenth and thirtieth days,
showed motor abnormalities including decreased locomotor activity and decreased
ability to adopt a standing position with and without support. So it is not possible to rule
out the possibility that such changes are a result of dysfunction in multiple functions in
various areas of the nervous system, including or not the nigrostriatal pathway. As the
mechanisms of toxicity induced by rotenone are still not fully understood, this study
aimed to further investigate the induction of oxidative stress in peripheral tissues.
Tissues analyzed included the proximal duodenum, liver and kidney. The results

showed some degree of peroxidation mainly in liver and kidney.

Key-Words: Rotenone, oxidative stress, lipid peroxidation, Parkinson's disease, brain

and behavior.
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1. INTRODUGCAO

A doenga de Parkinson (DP) consiste na segunda desordem
neurodegenerativa mais prevalente depois da doenca de Alzheimer. O inicio da
doenca manifesta-se em média aos 55 anos de idade e a sua incidéncia
aumenta marcadamente com o envelhecimento. Apesar de considerar-se que 1
a 3% da populagdo com idade maior que 65 anos seja afetada, ha evidéncias
de que atualmente esteja ocorrendo um aumento na prevaléncia da DP
(DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

A doenca foi descrita pela primeira vez pelo médico inglés James
Parkinson em 1817. Em seu classico estudo intitulado “Ensaio sobre a paralisia
agitante” (do original, An essay on the shaking palsy), foram descritos quatro
casos clinicos de pacientes que apresentavam tremor de repouso nos
membros superiores, mas permaneciam com forte rigidez muscular, lentidao de
movimentos e instabilidade postural, o que proporcionava muitas quedas
(MENEZES; TEIVE, 2003). Um fato marcante observado foi que os pacientes
nao sofriam perda de capacidade intelectual e cognitiva. Contudo,
posteriormente foram descritas alteracbes em determinados tipos de memoria
e o0 aparecimento de sintomas afetivos, principalmente depressivos
(MENEZES; TEIVE, 2003). Em 1920, Jean-Martin Charcot reconheceu o
pioneirismo de James Parkinson na descricdo da paralisia agitante
denominando-a com o nome de seu descobridor (BURCH; SHEERIN, 2005).

1.1  ALTERACOES MOTORAS DA DOENGCA DE PARKINSON

Segundo a literatura pertinente, o paciente parkinsoniano comecga a
apresentar os sinais motores da doenga quando ja ocorreu degeneragao de
cerca de 70% dos neurbnios da substancia negra mesencefalica que projetam
para o neoestriado, a chamada via nigroestriatal (FIGURA 1). Considerando-se

que, a luz dos conhecimentos atuais, a reversdo do quadro n&o é possivel, a
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maioria dos tratamentos, tanto cirurgicos quanto farmacolégicos, visa reduzir a
sintomatologia (MENEZES; TEIVE, 2003).

A)Normal B)Doenca de Parkinson

Caudado

Putamen 4\

4+ | vianigroestriatal

FIGURA-1. Representagao esquematica da via nigroestriatal normal (A) e na DP (B). Em C
imuno-histoquimica marcando inclusdes intracelulares, os chamados corpusculos de Lewy, em

neurdnios dopaminérgicos na SNpc. Adaptado de: Dauer e Przedorski (2003).

A DP é caracterizada principalmente pela ocorréncia de disturbios de
movimento, balangco e alteragbes do controle motor fino, todos com
caracteristicas incapacitantes. Os sinais clinicos mais evidentes sao
caracterizados por anormalidades motoras irreversiveis que incluem rigidez
muscular, tremor em repouso, fraqueza muscular, instabilidade postural e
escassez de movimentos voluntarios (GOMES et al., 2008). Usualmente existe
uma assimetria nos sinais e sintomas motores extrapiramidais. Esta assimetria
pode ser explicada pela perda neuronal ocorrer de maneira ndo-homogénea

nos hemisférios encefalicos (BEAL, 2001).
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Paralelamente, os pacientes se tornam passivos ou retraidos,
manifestando falta de iniciativa, respondem demoradamente a questdes, e os
processos cognitivos sdo vagarosos (“bradifrenia”) (DAUER; PRZEDBORSKI,
2003).

Além das alteragdes motoras e autondmicas, ja foi demonstrado que
os pacientes com DP apresentam redug¢do dos processos cognitivos. Ocorre a
diminuigdo de iniciativa, do interesse pelos acontecimentos do cotidiano e das
coisas pessoais ou familiares, representando o estagio depressivo da DP. A
deficiéncia cognitiva € um sintoma comum em pacientes com DP e tem sido
frequentemente descrita nos estagios iniciais da DP, fase pré-sintomatica,
quando as alteragdes motoras ainda ndo se mostram evidentes (CALNE,
2001).

1.2. FISIOPATOLOGIA DA DOENCA DE PARKINSON

A neuropatologia da doenga de Parkinson caracteriza-se pela perda
progressiva dos neurbnios pigmentados da parte compacta da substancia
negra (SNpc), evidenciada macroscopicamente por uma despigmentagao da
porcao ventrolateral desta estrutura. Esse evento de morte neuronal é
desencadeado por inUmeros fatores que compdéem um cenario ainda pouco
compreendido. Porém, um dos achados fisiopatolégicos mais frequentes na DP
€ a presenca de inclusdes citoplasmaticas eosinofilicas chamadas de
corpusculos de Lewy (TOGO et al., 2001), representadas principalmente por
deposicdo de duas proteinas, a a-sinucleina e a ubiquitina (DAUER,;
PRZEDBORSKI, 2003).

A via dopaminérgica nigroestriatal € composta por neurénios
dopaminérgicos cujos corpos celulares se localizam na SNpc e projetam seus

axonios para o caudado-putamen, ou corpo estriado (TOGO et al., 2001).
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Sob o aspecto neuroquimico, observa-se que a degeneragao de
neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal leva a uma intensa reducao dos
niveis de dopamina (DA) no estriado, bem como em outros nucleos da base
(GERLACH; RIEDERER, 1996). Esses nucleos da base compdéem um grupo de
nucleos subcorticais que possuem como fungédo primordial o controle dos
movimentos voluntarios. Sao eles: estriado (caudado e putamen), globo palido
(interno e externo), nucleo subtaldmico e SN (pars compacta e reticulata)
(BURCH; SHEERIN, 2005).

Correlagdes entre analises clinicas e bioquimicas mostram que os
sintomas caracteristicos da DP comegam a aparecer apenas quando
aproximadamente 60% e 80% dos conteudos de DA na SNpc e no putamen,
respectivamente, sdo perdidos (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003). Segundo
Sherer et al. (2003), isto acontece porque, em uma fase inicial do processo de
degeneracdo neuronal, ocorre um fenbmeno compensatorio estriatal, em que
ha um aumento na atividade neuronal (os neurbnios remanescentes passam a
produzir e liberar mais dopamina) ou uma supersensibilidade dos receptores

dopaminérgicos.

De acordo com Gerlach e Riederer (1996), além do decréscimo de
DA na via nigroestriatal, existem outras alteragbes a nivel central como
degeneracédo de neurbnios dopaminérgicos na area tegmental ventral (ATV),
reducdo da noradrenalina nos neurbnios do locus coeruleus, perda de
serotonina no nucleo da rafe e reducdo de acetilcolina no nucleo basal de
Meynert. O prejuizo imposto a importantes estruturas limbicas (amigdala,
hipocampo, mesocortex anteromedial temporal) esta relacionado ao declinio
intelectual (BRAAK et al., 2000), enquanto o comprometimento cognitivo esta
associado ao estagio final da doencga de Parkinson (DUBOIS; PILLON, 1997).

1.3. ETIOLOGIA DA DOENCA DE PARKINSON

O parkinsonismo pode ser designado de quatro formas:

parkinsonismo primario (DP idiopatica); parkinsonismo secundario, causado por
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drogas ou infecgbes; parkinsonismo associado a outras desordens
neuroldgicas como, por exemplo, paralisia supraventricular progressiva e
atrofia de multiplos sistemas; desordens neurodegenerativas que apresentam o
parkinsonismo como uma de suas caracteristicas, por exemplo, doenga de
Huntington e doencga de Wilson (VILA; PRZEDBORSKI, 2004).

Em 5 a 10% dos casos da DP observam-se ligacdes entre a
ocorréncia da doenga e mutagdes em um pequeno numero de genes (forma
familiar) (VILA; PRZEDBORSKI, 2004). Paulien et al. (2005) observaram que
mutagdes na a-sinucleina na forma familiar da DP sdo herdadas de maneira
autossOmica dominante, e as formas mutantes desta proteina apresentam uma
fungao toxica nas células dopaminérgicas. Contudo, uma deplegao completa ou
a diminuigdo dos niveis da proteina a-sinucleina n&o resulta no
desenvolvimento do fendtipo da DP. Estes resultados indicaram que os
neurdnios dopaminérgicos nigrais sao vulneraveis a altos niveis de a-
sinucleina, evidenciando o papel desta proteina na patogénese da doenga de
Parkinson. Além da toxidade por a-sinucleina, outras alteragdes de etiologia
genética ja foram descritas na DP, como o estresse proteolitico culminando
com o acumulo de proteinas agregadas e as alteragdes das proteinas sinfilina-
1 (ENGELENDER et al., 1999), parkina e ubiquitina carboxil-terminal
hidroxilase L1 - UCH-L1 (CHUNG; DAWSON; DAWSON, 2001).

Mesmo que alguns estudos genéticos relacionem a predisposi¢cao
genética a doenga de Parkinson, a maior parte dos casos da enfermidade sao
esporadicos, e sua etiologia permanece largamente indefinida. Além da causa
genética, varios fatores tém sido propostos para o desenvolvimento da doencga
de Parkinson, incluindo a exposicdo ambiental, o estresse oxidativo e a

excitotoxicidade induzida por glutamato.

Apesar das diferentes caracteristicas clinicas e patoldgicas das
formas de manifestacdo da DP familiar e idiopatica, ambas apresentam
semelhanga nas anormalidades neuroquimicas, principalmente quanto a
deplecéo do conteudo de DA mesencefalica (PRZEDBORSKI, 2005).



19

Além de fatores genéticos, estudos epidemioldgicos tém associado o
desenvolvimento da doenca de Parkinson a fatores de risco ambientais, tais
como residéncia rural, agricultura e exposi¢ao a pesticidas (DI MONTE et al.,
2002).

A literatura tem estabelecido uma associagao entre risco aumentado
para doenca de Parkinson e exposi¢ao crénica a neurotoxinas dopaminérgicas,
Ou apenas por uma breve exposigao, que de alguma maneira ja seria capaz de
levar ao inicio de uma cascata de eventos deletérios (DAUER; PRZEDBORSKI,
2003). Ha a hipdtese de que toxinas ambientais, incluindo pesticidas possam
contribuir para o desenvolvimento da DP (MOURADIAN, 2002).

De acordo com isso, experimentos tém demonstrado que
neurotoxinas como rotenona, um pesticida natural, e MPTP (1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahdrofridina), um subproduto da sintese de heroina, podem levar ao
desenvolvimento de caracteristicas da doengca em modelos experimentais
animais in vivo e in vitro (ALAM; SCHMIDT, 2002; BETARBET et al., 2000;
SHERER et al., 2003).

Além disso, outros estudos tém demonstrado que a exposigcao
ocupacional a alguns metais como o cobre e o manganés, bem como uma
exposi¢cao associada entre chumbo, cobre e ferro também oferecem risco de

desenvolvimento da doencga de Parkinson (GORELL et al.,1999).

1.4. ESTRESSE OXIDATIVO E DOENCA DE PARKINSON.

A oxidacdo é parte fundamental da vida aerdbica e do nosso
metabolismo e, assim, como consequéncia desse processo ou por alguma
disfuncédo biolégica sdo liberados como subprodutos os radicais livres (RL)
(VOLLES; LANSBURY, 2002). Um radical livre € qualquer espécie capaz de
existéncia independente que contenha um ou mais elétrons desemparelhados
centrado nos atomos de oxigénio, conhecidos como espécies reativas do
oxigénio (EROs) ou nitrogénio (ERNs) (HALIWELL, 1987).
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No entanto, seu excesso apresenta efeitos prejudiciais, tais como a
peroxidagao dos lipidios de membrana e agressao as proteinas dos tecidos e
das membranas, as enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

O organismo humano sofre agédo constante de EROs e ERNs gerada
em processos inflamatorios, por alguma disfungéo biolégica ou proveniente dos
alimentos. As principais EROs distribuem-se em dois grupos, os radicais
hidroxila (HO-+) e superdéxido (O2¢-). Enquanto alguns deles podem ser
altamente reativos no organismo atacando lipidios, proteinas e DNA, outros
sdo reativos apenas com os lipidios. Existem ainda alguns que sao pouco
reativos, mas apesar disso podem gerar espécies danosas (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

O exemplo mais comum do ataque de radicais hidroxila a lipidios € a
acao deste nos lipidios de membrana. Os radicais livres centrados no oxigénio
(HO-+) atacam a cadeia lipidica em sitios susceptiveis como o grupo metilénico
alilico, convertendo-o em novo centro de radical livre (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006).

A reacdo destas espécies com os acidos graxos polinsaturados
(AGPI), presentes nas membranas celulares e nas lipoproteinas, inicia um
processo em cadeia conhecido como peroxidagao lipidica ou lipoperoxidacao
(LPO), que pode ser avaliado e utilizado como um indicador do estresse
oxidativo celular (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

1.5. PEROXIDACAO LIPIDICA (LPO)

A LPO pode ser definida como uma cascata de eventos bioquimicos
resultante da agdo dos RL sobre os lipidios insaturados das membranas

celulares, levando a destruicdo de sua estrutura, faléncia dos mecanismos de
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troca de metabdlitos e, numa condicdo extrema, a morte celular (BENZIE,
1996).

Basicamente, a LPO consiste na incorporagcédo de oxigénio molecular
a um AGPI para produzir um hidroperéxido lipidico como produto primario
inicial. Nos sistemas biolégicos a LPO pode ocorrer principalmente por duas
vias, uma via enzimatica envolvendo as ciclooxigenases e lipoxigenases na
oxigenagdo dos AGPIl e a peroxidagdo nao enzimatica, que envolve a
participacdo de EROs e ERNs, metais de transicdo e outros radicais livres
(PORTER; CALDWELL; MILLS, 1995).

As alteragdes nas membranas levam a transtornos da
permeabilidade, alterando o fluxo ibnico e o fluxo de outras substancias, o que
resulta na perda da seletividade para entrada e/ou saida de nutrientes e
substancias téxicas a célula, alteragcbes do DNA e comprometimento dos
componentes da matriz extracelular (BARBER; HARRIS, 1994).

A concentragdo das substancias que reagem com o acido
tiobarbiturico (TBARs) € usualmente considerada como reflexo da quantidade
de malondialdeido, pois este tem-se mostrado como o principal elemento
reagente ao acido tiobarbiturico na LPO (PURCHARD; KELLY, 1996). Assim, o
ensaio de TBARs é um dos testes mais amplamente utilizados para identificar e
quantificar a peroxidagéo lipidica (HALLIWELL, 1987).

1.6. ROTENONA E SEUS EFEITOS CITOTOXICOS

A rotenona é uma substancia derivada da familia das leguminosas e
encontrada principalmente nas espécies Derris elliptica, Derris mallaccensis e
Lonchocarpus utilis, popularmente conhecidos no Brasil como timbos
verdadeiros (RAY, 1991).

Devido a sua toxicidade, a rotenona atua como pesticida natural

tanto em atividades domésticas como no controle de pragas em lavouras
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(larvas de borboletas, coccideos, cochonilhas e pulgdes). E utilizada pelos
indios da Amazodnia nas pescarias para a erradicagao de peixes, controle da
proliferacdo de insetos e aracnideos em fruticultura e horticultura e em
residéncias para o controle de insetos e ectoparasitas de animais (CROMBIE;
WHITING, 1998).

Poucos casos de intoxicacdo de humanos por rotenona tém sido
relatados. Porém, ndo existem relatos de casos fatais pelo uso adequado da
substancia. Os sintomas nao-letais apresentados por individuos submetidos a
exposigao ocupacional a rotenona incluem dor na garganta, dor de cabecga,
irritagdo cutédnea e sintomas caracteristicos de um resfriado comum (LING,
2003).

1.7. MODELO EXPERIMENTAL DA DOENCA DE PARKINSON

Os modelos animais sdo de grande auxilio na medicina
experimental, pois permitem o estudo dos mecanismos fisioldgicos da evolugao
de patogenias e dos seus principios de tratamento. Por definicdo, eles refletem
as caracteristicas da doencga presente no homem, simulando as mudancgas
patolégicas, histologicas e bioquimicas da doenga, bem como seus disturbios
funcionais. Esses modelos s&do validos desde que reproduzam, com
consideravel fidelidade, o estado da doenca quando esta acomete humanos
(GERLACH; RIEDERER, 1996).

Desde os primeiros estudos neuroquimicos post mortem em
pacientes de doenca de Parkinson (DP), muitos modelos animais foram
desenvolvidos com obijetivo de reproduzir diferentes aspectos fisiopatoldgicos e
sintomaticos da doenca. Os modelos animais descritos na literatura sao
voltados principalmente para a fase tardia, buscando tratamentos que revertam
0s sinais motores. Poucos modelos visam estudar os fenbmenos das fases

iniciais, antes do aparecimento desses sinais (BEAL, 2001).
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Dos modelos de DP encontrados na literatura, os mais citados sdo
os que utilizam macacos, ratos ou camundongos (DA CUNHA et al., 2002).
Hoje é possivel produzir inUmeras alteragbes moleculares e celulares nos
neurénios dopaminérgicos, culminando em modificagdes comportamentais
muito similares as encontradas em pacientes com DP. Nos ultimos anos, varios
estudos tém procurado o desenvolvimento de um modelo animal que reproduza
fielmente as caracteristicas clinicas e fisiopatologicas da DP, podendo assim
ampliar as formas de compreensdo da doenca a niveis muito detalhados,
tornando-se possivel sugerir novas formas de abordagem terapéutica a serem
testadas na clinica (PRIYADARSHI et al., 2001).

Também €& possivel avaliar o estado depressivo de modo
experimental observando-se a falta de cuidado do animal consigo. O quadro
depressivo pode ser interpretado pela auséncia do animal de fazer a
higienizacao de sua pelagem (ALAM; SCHMIDT, 2002).

1.8. OBJETIVO GERAL.

Desse modo, este estudo experimental teve como objetivo investigar
alteragbes comportamentais e estresse oxidativo em diversos érgéos de ratos

expostos cronicamente a rotenona IP por 30 dias.

1.9. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.9.1. Induzir o aparecimento de alteragbes comportamentais

compativeis com a doenga de Parkinson.

1.9.2. Analisar estresse oxidativo das dareas responsaveis pela
patogénese da doenca.

1.9.3. Observar efeitos periféricos da acdo da rotenona.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Os modelos animais sao de grande auxilio na medicina
experimental, pois permitem o estudo dos mecanismos fisioldgicos da evolugao
de patogenias e dos seus principios de tratamento. Uma vez que o mecanismo
fisioldgico que causa a patologia € compreendido, o modelo é util para a
determinagdo de estratégias terapéuticas. Esses modelos s&o validos desde
que reproduzam, com consideravel fidelidade, o estado da doenca quando esta
acomete humanos (GERLACH; RIEDERER, 1996).

Um modelo animal pode ser definido como uma preparagao
experimental desenvolvida com o proposito de estudar uma condigao
patolégica na mesma ou em diferentes espécies. Sao preparagdes que tentam
reproduzir condi¢cdes humanas, incluindo neuropatologias. Apesar de nao
seguirem o mesmo curso evolutivo da patologia de referéncia, os modelos
permitem estudos invasivos, que sao eticamente inviaveis em cérebros de
pacientes humanos (RODRIGUEZ et al., 2001).

Pode-se tentar desenvolver um modelo que reproduza uma
patologia em toda sua extensdo, o que obviamente € uma tarefa muito
complexa (GEYER; MARKOU, 1995). Conseguindo reproduzir alguma
caracteristica da patologia estudada, teremos a oportunidade de confirmar
medicagdes ou métodos terapéuticos usados no tratamento da doenca, assim
como desenvolver novos tratamentos farmacoldgicos (DEUMENS; BLOKLAND;
PRICKAERTS, 2002; GEYER; MARKOU, 1995).

Os fatores ambientais que atuam no desenvolvimento da doenca de
Parkinson, os quais podemos citar as substancias neurotéxicas encontradas na
natureza, como a rotenona, tém sido alvo de estudos para modelo experimental
da doenga (DI MONTE et al., 2002). Estudos epidemiolégicos associaram o
desenvolvimento da doenca de Parkinson a fatores de risco ambientais tais
como residéncia rural, agricultura e exposigao a pesticidas (DI MONTE et al.,

2002). As classes de pesticidas potencialmente associadas a degeneragao



25

nigroestriatal ndo foram determinadas na maioria dos estudos epidemioldgicos.
Entretanto, Liou et al. (1997) identificaram o bipiridil (paraquat), os compostos
organoclorados, os organofosforados, os rotendides e os derivados dos
carbamatos como agentes potencialmente toxicos. Fleming et al. (1994) foram
os primeiros a relatar os niveis de pesticidas em cérebros humanos,
observando que niveis de compostos organoclorados (dieldrin) estavam
presentes no cérebro de pacientes portadores da doenca de Parkinson,
enquanto Corrigan et al. (1998) também encontraram concentragdes
significativamente mais altas de dieldrin no nucleo caudado post-mortem de

pacientes parkinsonianos.

A rotenona é amplamente utilizada em todo o mundo como inseticida
e piscicida. Nos Estados Unidos, as areas tratadas s&o restritas e as datas de
tratamento sdo selecionadas fora dos periodos de irrigagdo de culturas. A
rotenona € um composto que facilmente perde seu efeito de agdo quando
exposta a luz. Quase toda a toxicidade do composto é perdida em 5-6 dias de
sol nascente ou 2-3 dias de sol de verao. A meia-vida em ambas as situacdes é
entre 1 e 3 dias. Devido a sua meia-vida curta e também por ser uma
substancia que nao é carreada durante lixiviacdo do solo, ndo é esperado que

seja um poluente das aguas subterraneas (HISATA, 2002).

A ingestdo é a maneira mais comum de exposi¢ao a rotenona para
os seres humanos. No entanto, a absor¢cao no estbmago e intestinos € lenta e
incompleta, e no figado quebra o composto de forma eficaz. Estes fatos tornam
improvavel que quantidades significativas de rotenona poderiam entrar na
circulagdo geral, a menos que enormes quantidades forem ingeridas.
Coerentes com essa visdo sao os resultados de trabalhos que demonstraram
que a exposigcao crdnica, intragastrica de 5mg/kg de rotenona nao produziu
inibicdo da atividade mitocondrial no musculo ou cérebros de ratos, indicando
que esta ndo ultrapassa o sistema porta-hepatico (Greene, 2009; Pan-Montojo,
2010)

A partir do estudo de Betarbet et al. (2000), o uso de rotenona no

estudo da DP despertou grande interesse devido esses autores defenderem



26

sua capacidade de produzir em ratos caracteristicas de um modelo ideal para a
DP. Estudos prévios demonstraram que a exposicdo crbnica sistémica a
rotenona reproduzia em ratos adultos muitas caracteristicas da DP, incluindo a
degeneracdo dopaminérgica do estriado e a formacdo de inclusdes
citoplasmaticas positivas para a proteina a-sinucleina em neurdnios nigrais
(BETARBET et al., 2000).

Desde esta proposicao inicial do uso de rotenona em um modelo
experimental in vivo de DP, que se valia de implante de bombas osmabticas em
linha com a circulagdo sistémica do animal, varias controvérsias surgiram,
principalmente no que se refere a sua suposta especificidade para produzir
neurodegeneracdo  dopaminérgica. Por exemplo, dados recentes
demonstraram que o mesmo padrao de degeneragao podia ser reproduzido
pela exposicao crénica sistémica a rotenona, com o implante subcutaneo de
bombas osmoticas que administrariam a neurotoxina em doses constantes por
um determinado periodo (SHERER et al., 2003). Por outro lado, estudos como
o de Lapointe et al. (2004) afirmam que a degeneragdo provocada por
exposi¢ao a rotenona nao se restringe a neurbnios dopaminérgicos, além de
por em cheque o conceito de que o modelo da rotenona consiga reproduzir de

forma tipica a fisiopatologia da DP.

Contudo, existem poucos trabalhos demonstrando o acometimento
sistémico decorrente do uso de pesticidas em modelos animais da DP.
Lapointe et al. (2004) observaram que animais tratados cronicamente com
rotenona nao apresentavam alteragbes exclusivamente centrais. Segundo o
autor, em 80% dos animais tratados com rotenona houve severos danos em
orgao periféricos, como perda de fibras musculares, acloridria no estbmago e

necrose e degeneragao celular no figado.

O principal sitio de agédo da rotenona faz parte da cadeia respiratoria.
A cadeia respiratéria mitocondrial € o sitio receptor dos elétrons altamente
carregados de energia provenientes do ciclo de Krebs e levados para cadeia
respiratéria pelos transportadores de elétrons NADH e FADH2. Estes se

associam aos complexos protéicos da cadeia respiratéria, permitindo o
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transporte de elétrons de forma segura através de consecutivas oxidagoes e
reducdes de elementos metalicos destes complexos. O NADH se associa ao
complexo | mitocondrial e o FADH2 ao complexo Il. O aceptor final destes
elétrons é o oxigénio, que os recebe sob os cuidados da enzima citocromo
oxidase (complexo V), que permite a adicao dos quatro elétrons na molécula
de oxigénio, formando agua e impedindo o escape dos intermediarios deste
processo que sdo EROs. Uma possivel consequéncia da agao inibitéria da
rotenona sobre o complexo | mitocondrial poderia ser a geracdo de EROs,
através da interferéncia no fluxo normal dos elétrons, permitindo que os
mesmos escapassem em grande propor¢do dos complexos protéicos
mitocondriais e atingissem livremente as moléculas de oxigénio (JIN et al.,
2007; KWEON, 2004).

A toxicidade da rotenona esta relacionada ao comprometimento da
respiragdo aerdbica celular. A morte dos animas ocorre pela inibicdo do
complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial. Desta forma, o aporte celular de
oxigénio € bloqueado e a producdo de energia sob a forma de ATP é
bloqueada. Uma implicacéo adicional desta inibigdo seria a produgédo de EROs,
através da interferéncia no fluxo normal de elétrons, permitindo que eles
escapassem dos complexos protéicos mitocondriais e atingissem livremente as
moléculas de oxigénio (COSTA et al., 1989).

A peroxidacédo dos acidos graxos polinsaturados da origem a varios
compostos, como aldeidos, cetonas, hidroperoxidos, hidroxiacidos,
hidroxiparéxidos, alcanos e alcenos. Os aldeidos sdo os produtos mais
faciimente formados pela peroxidacdo lipidica. Os principais sdo o
malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal. A identificacdo e quantificagcao
destes produtos fornecem uma medida indireta de danos oxidativos ocorrentes
durante a peroxidagao lipidica (PURCHARD; KELLY, 1996). Esta detecg¢ao tem
sido viabilizada por meio da utilizagdo de técnicas como a espectofotometria e

fluorometria.
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O MDA, em muitos casos, € o produto final mais abundante
originado da peroxidacao lipidica. Este aldeido e os peroxidos lipidicos
formados durante o processo reagem com o acido tiobarbiturico e geram uma
substancia de coloracao résea que é detectada no espectometro (PURCHARD:;
KELLY, 1996).

Paulien et al. (2008), em um modelo de administragdo subcuténea
de rotenona, demonstraram que houve toxidade dose-dependente em 6rgaos
periféricos como glandulas adrenais, estbmago e coragcdo, sem que tivesse
havido, ao tempo do sacrificio dos animais, qualquer acometimento
morfologicamente observavel do SN ou mesmo perda de neurbnios

dopaminérgicos.

Usualmente, os modelos experimentais da DP avaliam, além dos
achados fisiopatoldgicos, os aspectos comportamentais da enfermidade. As
alteracbes motoras da doenca sao experimentalmente mensuradas através de
testes comportamentais. O teste de campo aberto € amplamente utilizado para
avaliar quantitativamente a atividade locomotora e exploratéria do animal, além
de alteragdes emocionais. Estas variaveis sdo representadas por elementos
como a frequéncia de locomogdo do animal, postura bipede adquirida e
frequéncia de micgcdes e defecagcdbes em um determinado intervalo de tempo e
area (EILAM, 2003).

Sabe-se que ha fortes evidéncias da ocorréncia de alteracbes de
enzimas antioxidantes e peroxidacao lipidica no SN em modelos cronicos de
tratamento com o pesticida rotenona. Contudo, ndo existem trabalhos que
avaliem quantitativamente e qualitativamente o estresse oxidativo sistémico
provocado pelo tratamento cronico de rotenona pela via intra-peritoneal (IP)
(ALAM; SCHMIDT, 2002; PANOV et al., 2005; PAULIEM et al., 2008; SHERER
et al., 2003).
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Muitos estudos estabelecem forte relacdo entre DP e um defeito
mitocondrial, e que este provocaria danos oxidativos nos neurdnios podendo
desencadear a morte por apoptose da célula (EISENBERG et al., 2007).0
aumento da fragmentacdo do DNA, que é considerado marcador de apoptose,
depende da dose de rotenona administrada (WATABE; NAKAKI, 2007).

A partir do estudo de Betarbet et al. (2000), o uso da rotenona no
estudo da DP despertou grande interesse devido esses autores defenderem
sua capacidade de produzir em ratos caracteristicas de um modelo ideal para a
DP, como por exemplo, a ocorréncia de lesao seletiva no sistema nigroestriatal
a partir de uma exposicdo sistémica, associada a disfuncdo mitocondrial
também sistémica e a formagcao de inclusdes citoplasmaticas alfa-sinucleina
positivas na substéncia negra semelhante aos corpos de Lewy encontrados
nos neurdnios nigrais remanescentes em pacientes com DP. Outros estudos
posteriores defenderam a mesma posigao (ALAM; SCHIMDT, 2002; PANQV et
al., 2005; SHERER et al., 2003).

Algumas fungdes mitocondriais determinam o desempenho e o
destino da célula, como a fosforilagdo oxidativa que produz ATP para quase
todas as fungbes celulares e a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), um subproduto do metabolismo aerdbico normal (JENNER, 2003).

Entre os varios modelos animais da DP, o modelo rotenona
recentemente chamou especial atengao por duas razdes: 1) Diferentemente de
outros modelos, este reproduz a maioria dos sintomas da desordem de
movimento e as caracteristicas histopatoldégicas da DP, incluindo corpos de
Lewy; 2) Rotenona e outros agrotoxicos sdo potentes inibidores da respiragcao
mitocondrial, e estudos epidemiolégicos recentes sugerem o envolvimento
destes compostos toxicos em maior incidéncia de Parkinson esporadica entre a
populacdo das zonas rurais. Desde a primeira publicagdo de Betarbet et al.
(2000), tém havido muitos trabalhos publicados sobre diversos aspectos da
rotenona em modelo in vivo de parkinsonismo, em ratos, e os resultados tém
sido discutidos em varias revisdes recentes (BASHKATOVA et al., 2004). A

maioria dos trabalhos in vivo com rotenona evidenciam varios aspectos de
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intoxicagdo compativeis com alteracoes comportamentais e morfoldégicas do
parkinsonismo, mas nao especifica funcbes mitocondriais, exceto para a
producao de 6xido nitrico (HOGLINGER; OERTEL; HIRSCH, 2003). Portanto, a

imagem completa do que acontece com as mitocéndrias esta ainda ausente.

Estudos anteriores demonstraram que a infusdo subcutanea de
rotenona para os dias 28 ou 56 reproduz muitas caracteristicas da DP em
ratos, incluindo a degeneragcdo nigroestriatal dopaminérgico seletivo
(BASHKATOVA et al., 2004). Apesar de inUmeras publicacées recentes sobre
a toxicidade rotenona in vitro e in vivo, os mecanismos especificos de
neurotoxicidade da rotenona permanecem obscuros (BASHKATOVA et al.,
2004). Evidentemente, durante uma infuséo sistémica prolongada de rotenona
ha uma interacao complexa dos efeitos deletérios da toxina e os mecanismos
de defesa que em alguns neurdnios possuem mas nao conseguem efetiva-los,
levando a morte celular. Sabe-se que o0s modelos de doengas
neurodegenerativas téxicas estdo sujeitos a uma grande variabilidade entre

diferentes espécies, bem como de uma mesma espécie (SHERER et al., 2003).

A infusdo continua de rotenona em ratos reduz a atividade do
complexo | em torno de 75%. As baixas concentragdes livres de rotenona no
cérebro, cerca de 20-30 nmol / L, acompanham-se primeiramente de lesdes
nas terminagbes dopaminergicas e posteriormente nos corpos celulares
nigroestriatais (BETARBET et al., 2000). Ratos com essas lesbes
apresentavam inclusdes citoplasmaticas contendo a-sinucleina nos neurdnios
nigrais, que se assemelham a precursores de corpos de Lewy no corpo palido
encontrados em humanos com DP. Animais tratados com rotenona também

desenvolvem perdas motoras e posturais caracteristicas da DP.

Betarbet et al. (2000) conseguiu mostrar em seus testes
comportamentais que os animais tratados apresentaram um aumento dose-
dependente em catalepsia e diminuicdo na locomogao. Os autores sugeriram
que esta administracdo cronica intraperitoneal foi comparavel a exposi¢cao

ambiental cronica e, assim, comparavel com uma situagao da vida real.
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3. METODOS E CAUSUISTICA

3.1. ANIMAIS

Ratos Wistar machos (250-300g), oito semanas de idade, foram
adquiridos do Instituto Evandro Chagas (Belém, Brasil). Os protocolos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacéo
da Universidade Federal do Para e todos os procedimentos relativos aos
principios de cuidado animal estavam de acordo com Manual para Técnicos em
Bioterismo (COBEA/Brasil). Os animais foram previamente alojados (3 por
gaiola) durante 2 semanas em ambiente a 23-25°C, umidade relativa do ar em
50 a 60% e mantidos em regime de fotoperiodo de 12h claro: 12h escuro.
Durante o periodo experimental os animais apresentavam-se clinicamente
sadios e receberam, ad libitum, agua e dieta comercial NUVILAB CR1
(NUVITAL Nutrientes Lta., Curitiba, Brasil). Foram utilizados um total de 24
ratos e estes distribuidos em dois grupos experimentais: controle (n=12) e

tratado com rotenona (n=13).

3.2. PREPARO E ADMINISTRAGCAO DA SOLUGCAO

Rotenona foi adquirida (Sigma, St. Louis, MO, USA) e conservada
sem exposi¢do a luz. Esta foi diariamente dissolvida em 6leo de girassol (local
de origem) (1,5 mg/ml) e a solugdo também mantida livre de exposigao
luminosa. O grupo controle recebeu apenas o solvente. Seringas descartaveis
de 1 ml foram utilizadas para a injecéo intraperitoneal (IP) da solugéo (1ml/kg)
ao grupo tratado. O mesmo volume de solvente foi administrado ao grupo
controle. O procedimento foi realizado sempre no mesmo horario durante 30

dias consecutivos.
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3.3. OBTENGCAO DOS TECIDOS PARA DETERMINAGAO DA
PEROXIDACAO LIPIDICA:

Os animais foram sacrificados no 31° dia, por decapitagdo com
guilhotina (FIGURA 2). Com o auxilio de um bisturi, foram dissecados a por¢éo
proximal do duodeno, secg¢bes do pulméo, figado e rim (FIGURA 3).
Rapidamente o cortex, o cerebelo, estriado, substéncia negra, hipotalamo e
hipocampo foram dissecados com a utilizagdo de bisturi, identificados e

imediatamente congelados em nitrogénio liquido.

FIGURA. 2: Guilhotina utlizada na sacrificagdo dos animais
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Pulmio

Duodeno

Figado

FIGURA. 3: Dissecgdo da porgao proximal do duodeno, secgdes do pulmao, figado e rim

3.4. DOSAGEM DE ACIDO TIOBARBITURICO (TBARS):

A determinagdo dos produtos de peroxidacdo lipidica pelo método
de TBARS para anélise em espectofotometria foi realizada segundo o método
de Winterbourn; Gutterdge e Halliwell (1985) modificado. As amostras foram
homogeneizadas, utilizando-se solugdo salina (0,9%). Logo apés a
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000x g durante 30

segundos.

O método baseia-se na alteracdo da coloracdo da amostra quando a
mesma é colocada para reagir com o acido tiobarbitirico a 1 % na temperatura
de 90 a 100 °C e em meio acido. Em tubos Eppendorf de 2 ml, foram colocados
25 uL de BHT (solucdo etandlica a 2 %), 250 puL de HCI 25%, 250 puL de
solugao de acido tiobarbiturico (1%) dissolvido em solugéo aquosa de NaOH a
0,05N e 250 uL de amostra.
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Foi feito também um branco com todas as solugbes colocando-se,
no lugar da amostra, solucao salina 0,9%. Posteriormente, os tubos contendo a
mistura foram incubados em banho fervente (100°C) durante 10 minutos e
resfriados em banho de gelo. Em seguida, adicionou-se 750 uL de butanol em
cada tubo e agitou-se em vortex até que houvesse a transferéncia total da
coloragao résea da camada inferior para a superior. Centrifugou-se as misturas
por 5 minutos a 12000rpom até que a fase do butanol (sobrenadante) tornou-se
limpida. Pipetou-se 200ul de sobrenadante e distribuiu-se as amostras em
duplicata em uma placa de 96 pogos. A placa foi introduzida em um
espectrofotdmetro, onde se mediu a absorbancia ao comprimento de onda de
532 nm.

3.5. AVALIACAO DA CONCENTRAGCAO PROTEICA

A concentragao de proteinas nos tecidos analisados foi comparada
nos dois grupos (tratado e controle), através do método de Bradford (Anexo 1),
o qual baseia-se na ligagdo do corante Coomassie blue G250 na sua forma

anibnica a proteina, analisada por espectometria.

3.6. ANALISE ESTATISTICA

Quanto a analise da concentracdao de TBARs, as diferencas entre
os resultados do grupo controle e tratado com rotenona foram detectadas pelo
teste t de student. O nivel de significancia foi fixado em 0,05. Na avaliagao dos
testes comportamentais, a estatistica foi elaborada através de analise de

variancia com teste de Bonferroni (nivel de significancia menos que 0,05).
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3.7. TESTE DE CAMPO ABERTO:

A atividade motora foi mensurada no teste do campo aberto (open
Field). O aparelho usado consistiu nhuma arena circular de piso em formica
branca, contendo uma circunferéncia interna com o mesmo centro (FIGURA 4).
A circunferéncia interna possui raio igual a 11,5 cm e a circunferéncia da arena
possui raio de 20 cm. O piso da arena foi dividido em 12 areas de 104,7¢cm?
cada. A arena é circundada por um material em acrilico transparente de forma
cilindrica com 30 cm de altura. Os animais foram colocados individualmente no
centro do campo aberto e seu comportamento foi avaliado por 5 minutos. Este
teste foi realizado no primeiro dia, décimo quinto dia e trigésimo dia de

experimento. Durante a observagao, foram avaliados parametros como:

A) Frequéncia de locomogao: foi contabilizada a quantidade de

vezes que o animal penetrou em uma das 12 unidades com as quatro patas.

B) Bipedestagcdo sem apoio: comportamento descrito na literatura
como “‘rearing”’. Refere-se ao apoio exclusivo do peso do animal sobre as

patas traseiras, com o tronco perpendicular ao chdo da arena (FIGURA 5).

C) Bipedestagdo com apoio: 0 animal se elevava sobre as patas
traseiras apoiando-se na parede de acrilico que delimitava a area do teste
(FIGURA 6).



FIGURA 4: Teste de Campo Aberto

FIGURA 5: Bipedestagao sem apoio
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FIGURA 6: Bipedestagao com apoio

A limpeza da arena apds a saida de cada animal foi realizada com
solugcdo de alcool a 5%. Este procedimento foi similar aquele descrito por
Broadhurst (1960) (BERNARDI; PALERMO-NETO, 1979; PALERMO-NETO,
1982).

3.8. ASPECTOS ETICOS:

Todos os animais da presente pesquisa foram cuidados segundo a
legislagao nacional para vivissegao animal em vigor (Lei Federal 6.638 de 08
de maio de 1979) e as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA), tendo sido o anteprojeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Para, pela Universidade
Federal do Para (APENDICE 1).
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4. RESULTADOS

4.1. TESTE COMPORTAMENTAL DE CAMPO ABERTO.

4.1.1. DEAMBULACAO.

Em comparagdo com o grupo controle, observou-se diminuigdo na
atividade motora espontanea dos ratos tratados com rotenona apenas no teste
realizado no 30° dia (FIGURA 8). Pode-se observar que ndao houve diferenca
no numero de vezes que 0s animais cruzavam as linhas do fundo da arena no
1° teste, entre os grupos tratado (51,16£10,90) e controle (52,88+14,68). No 2°
teste, também ndo houve diferenca significativa entre os animais do grupo
tratado (45,77+9,00) e controle (45,5+13,00). No ultimo teste, realizado no 30°
dia de tratamento, o grupo tratado (18,77778+3,99305) e controle (34,33+4,92)
se diferenciaram estatisticamente sendo que o grupo tratado cruzou as linhas

um numero menor de vezes que o grupo controle (FIGURA 7).
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FIGURA. 7: Efeitos na deambulagao de ratos apds 30 dias de injegao diaria intraperitoneal
de rotenona (1,5mg/kg). Os resultados sdo mostrados em média + EPM (n CT = X; n

ROT=Y). Andlise de variancia com pds-teste de Bonferroni. (*) P<0,01.
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Quando analisados de forma isolada, notou-se que houve diferenga na
deambulacdo entre o 2° (45,77 +13,44) e o 3° (18,17 +3,99; p<0,01) e o
1°(52,88+ 14,68) e o 3° testes no grupo tratado. O grupo controle nao

apresentou diferengas significativas (FIGURA 8).

—+—Série1
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1°dia 15° dia 30%dia

FIGURA 8: Efeitos na deambulagdo de ratos no 1° 14° e 30° dias de injegcdo diaria
intraperitoneal de rotenona (1,5mg/kg). Os resultados sdo mostrados em média £+ EPM (n CT =
X; n ROT=Y). Anélise de variancia com pdés-teste de Bonferroni. (*) P<0,01; (**)P< 0,001.

4.1.2. BIPEDESTACAO SEM APOIO.

Outro parametro avaliado foi 0 numero de vezes em que 0s animais
sustentaram-se apenas sobre as duas patas posteriores. Em cada um dos trés
testes realizados, ndo houve diferenga significativa quando comparados os
grupos controle e tratado. Entretanto, quando o grupo tratado foi observado de
forma isolada, houve uma diminui¢do significativa no numero de bipedestagao
sem apoio entre 0 1° (8,3314,24) e 0 3° (2,33%1,73) testes e 0 2°(9,88+4,78) e
3° testes. No grupo controle, a diminuicdo no numero de bipedestacbes sem
apoio foi significativa apenas quando comparados o 2° (6,16+3,86) e 3°
(1,59+1,04) testes (FIGURA 9).
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FIGURA 9: Efeitos no numero de bipedestagdes sem apoio de ratos no 1°, 14° e 30° dias de
injecdo diaria intraperitoneal de rotenona (1,5mg/kg). Os resultados sdo mostrados em média
1+ EPM (n CT = X; n ROT=Y). Andlise de variancia com pds-teste de Bonferroni. (*) P<0,01.

4.1.3. BIPEDESTACAO COM APOIO

Quando comparado ao grupo controle, observou-se diminuigao
significativa no numero de bipedestacdo com apoio nos ratos tratados com
rotenona apenas no ultimo teste, onde o grupo tratado (15,33+3,46) e controle
(26,33+3,93; p<0,001) se diferenciaram estatisticamente, sendo que o grupo
tratado cruzou as linhas que delimitam o teste de campo aberto um numero

menor de vezes que o grupo controle (FIGURA. 10).
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FIGURA 10: Efeitos no numero de bipedestacdes com apoio de ratos apéds 30 dias de injegdo
diaria intraperitoneal de rotenona (1,5mg/kg). Os resultados sdo mostrados em média + EPM (n
CT = X; n ROT=Y). Analise de variancia com pos-teste de Bonferroni. (*) P<0,01.

Os resultados do 1° teste (51,16£10,90 e 52,88+14,68) e do 2° teste
(45,77£9,00 e 45,5£13,00) foram semelhantes para os grupos tratado e

controle respectivamente.

Se observados de forma independente, notou-se que houve diferenga no
namero de bipedestacdbes com apoio entre o 2° (29,33 17,82) e o 3°
(15,331£3,46; p<0,01) e o 1°(51,16+£10,90) e o 3° testes no grupo tratado. O

grupo controle ndo apresentou diferengas significativas (FIGURA. 11).
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FIGURA 11: Efeitos no numero de bipedestagdes com apoio de ratos no 1°, 14° e 30° dias de
injegdo diaria intraperitoneal de rotenona (1,5mg/kg). Os resultados sdo mostrados em média *
EPM (n CT = X; n ROT=Y). Analise de variancia com pos-teste de Bonferroni. (*) P<0,01; (**)P<
0,001.

4.2. PEROXIDACAO LIPIDICA EM AREAS ENCEFALICAS

A andlise da concentragdo de TBARs em areas encefalicas dos grupos
controle e tratados revelou que a administracdo cronica intraperitoneal
(1,5mg/kg) de rotenona resultou em alteragdes no metabolismo oxidativo de
regibes do Sistema Nervoso Central (SNC) que se refletem pela acentuada

peroxidacao lipidica.

Quando comparada ao grupo controle, a peroxidagao lipidica em areas do
SNC do grupo tratado foi estatisticamente mais acentuada nas amostras do
cortex, cerebelo, substancia negra e estriado (FIGURA 12 e TABELA 1).
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TABELA 1 - Concentragdo de TBARs (nmol/g de peso seco de tecido) em areas

encefalicas de ratos tratados com rotenona (1,5 mg/kg) por 30 dias. Os resultados séo

mostrados em média + EPM (n CT = X; n ROT=Y). Analise de variancia com Teste T de
students. (*) P<0,05. (**) Erro padrao médio.

Controle Tratado
Média EPM** Média EPM**
Hipotalamo 5,62 0,81 5,39 10,78
Hipocampo 3,9 0,51 4,88 0,6
Cortex 37,5 18,24 76,34 12,67
Substancia Negra 9,52 +1,36 14,75 +1,02
Estriado 15,15 12,14 35,98 14,66
Cerebelo 6,11 +0,94 12,21 12,84
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FIGURA 12 - Concentracdo de TBARs (nmol/g de peso seco de tecido) em areas encefalicas de

ratos tratados com rotenona (1,5 mg/kg) por 30 dias. Os resultados sdo mostrados em média + EPM
(n CT = X; n ROT=Y). Analise de variancia com Teste T de students. (*) P<0,05.
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4.3. PEROXIDACAO LIPIDICA EM TECIDOS PERIFERICOS.

A administragdo de rotenona por 30 dias também provocou
acometimento sistémico dos animais do grupo tratado. Apesar dos resultados
demostrarem agressao sistémica no grupo controle, a peroxidacao lipidica de
amostras de visceras do grupo tratado foi estatisticamente maior quando
comparados por¢des do figado e rim (FIGURA 13 e TABELA 2).

TABELA 2 - Concentragdo de TBARs (nmol/g de peso seco de tecido) em tecidos periféricos
de ratos tratados com rotenona (1,5 mg/kg) por 30 dias. Os resultados sdo mostrados em
média £ EPM (n CT = X; n ROT=Y). Analise de variancia com Teste T de students. (*) P<0,05.

Tratado Controle
Média EPM Média EPM

Figado 403 +0,57 1,33 +0,23

Rim 18,81 +2,31 5,47 +0,34
Intestino 11,11 +1,2 7,13 +2.63
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FIGURA 13 - Concentracdo de TBARs (nmol/g de peso seco de tecido) em visceras de ratos tratados
com rotenona (1,5 mg/kg). Os resultados sdo mostrados em média + EPM (n CT = X; n ROT=Y).

Andlise de variancia com Teste T de students. (*) P<0,05.
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5. DISCUSSAO

5.1. INVESTIGACAO DOS EFEITOS COMPORTAMENTAIS NO
MODELO ANIMAL DE DP INDUZIDO POR ADMINISTRACAO CRONICA DE
ROTENONA.

Nossos dados mostram que a infusdo crbnica intraperitoneal de
rotenona causou prejuizo motor aos ratos. Os resultados de campo aberto
gerados pelo modelo de parkinsonismo apontam que, os parametros
relacionados mais diretamente ao comportamento exploratério dos animais,
encontram-se significativamente reduzidos para o grupo tratado em

comparagao ao grupo controle no 30° dia de tratamento (FIGURA 8).

Algumas caracteristicas da atividade geral dos animais tratados com
rotenona, como redugao na frequéncia de locomogédo, aumento no tempo de
imobilidade e na redugdo no numero de bipedest¢cdes sobre duas patas,
apresentam similaridade com alguns sinais da DP, tais como a bradicinesia e a
reducdo dos movimentos voluntarios em pacientes portadores da doenca
(KLOCKGETHER, 2004; PRZEDBORSKI, 2005) sugerindo a validade deste
modelo para estudo da DP. Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade
de que tais alteragbes comportamentais sejam consequéncia de toxicidade

sistémica nao neural.

Outros dados de nosso estudo, mesmo ndo analisados
estatisticamente, foram observados nos animais tratados com rotenona como
uma postura fletida e uma marcha caracterizada por nés como “arrastada”,
além disso, estas manifestagdes coincidiram com os animais que apresentaram
menos locomogado e bipedestagcido. Estes parametros, apesar de nao terem
ainda sido estudados estatisticamente em outros trabalhos sobre a DP, ja

foram citados por alguns autores (SHERER et al., 2002) e podem estar



46

relacionados com a rigidez muscular que dificulta a extensdo do tronco e

movimentacgao ativa dos animais.

No presente estudo foi encontrada presenca de estresse oxidativo
em diversas regides mesencefalicas como cortex, cerebelo, substancia negra e
nucleo estriado. Deste modo, deve ser incluida a possibilidade de que tais
alteragbes motoras sejam resultantes do comprometimento de multiplas
funcbes em diversas regides do sistema nervoso, e ndo do sistema

nigroestriatal.

Sabe-se que a DP resulta em alteragdo na transmissdo entre
nucleos encefalicos que participam da modulagdo dos movimentos, que geram
nos individuos dificuldades de iniciar os movimentos além de modificacbes de
tbnus muscular culminando em dificuldades de movimentagcdo ativa. Desta
forma, a producdo de EROs e o desencadeamento de estresse oxidativo no
SNC podem estar relacionados as alteragcbes dos processos de

neurotransmissao que influenciam amplas areas do sistema nervoso.

Sabe-se que a perda da homesostase do sistema dopaminergico no
SNC esta diretamente relacionada com a acinesia que € um dos principais
sintomas clinicos da DP (PREDIGER et al., 2006). Além disso, estudos
anteriores ja demonstraram que a exposicdo crbnica e sistémica dose-
dependente de rotenona causam deplecdo de DA estriatal relacionada com

sintomas tipicos de Doenga de Parkinson.

Nehru e colaboradores (2008) descreveram a presengca de
alteragcbes como catalepsia, diminuigcdo na atividade locomotora e reducao da
atividade muscular em ratos apds tratamento crénico com rotenona. Esses
dados sugerem dano no sistema de controle motor e o desenvolvimento de

sintomatologia compativel com DP em ratos tratados com rotenona.

Contudo, ha controvérsias na literatura quando se procura
quantificar o percentual de perda dopaminérgica para se iniciarem as

alteragbes motoras observadas na Doenca de Parkinson. Alam et al. (2004)
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concluiram que somente apés a perda de 50% dos neurdnios dopaminérgicos
na parte compacta da substancia negra, pode ser observada diminuigdo na
atividade locomotora dos animais. Por outro lado, no estudo de Sherer et al.
(2003) muitos animais tratados com rotenona que manifestaram caracteristicas
clinicas compativeis com a DP ndo apresentaram alteracdes
neurodegenerativas. Di Monte et al. (2003) atribuiram este resultado ao fato de
que as alteragbes do metabolismo dopaminérgico ocorram antes mesmo da

franca neurodegeneragao de areas nigroestriatais.

5.2. INVESTIGACAO DE ESTRESSE OXIDATIVO EM AREAS
ENCEFALICAS NO MODELO ANIMAL DA DP INDUZIDO POR
ADMINISTRACAO CRONICA DE ROTENONA.

A reagao de espécies reativas do oxigénio e nitrogénio com os
acidos graxos polinsaturados (AGPI), presentes nas membranas celulares e
nas lipoproteinas, inicia um processo em cadeia conhecido como peroxidagcao
lipidica ou lipoperoxidacao (LPO), que pode ser avaliado e utilizado como um
indicador do estresse oxidativo celular (BARREIROS; DAVID, 2006). Este
culmina com a destruicdo da estrutura destas membranas, faléncia dos
mecanismos de troca de metabdlitos podendo em uma condigao extrema levar
a morte celular (BENZIE, 1996). Por sua vez, o sistema nervoso é
particularmente vulneravel ao estresse oxidativo, devido fundamentalmente ao
seu intenso metabolismo aerdbico e grande conteudo de acidos graxos
polinsaturados, que sao alvos potenciais da peroxidacéao lipidica (RICHARD et
al., 2008).

A peroxidagdo dos acidos graxos polinsaturados da membrana
neuronal da origem a varios compostos, como aldeidos, cetonas,
hidroperéxidos, hidroxiacidos, hidroxiperéxidos, alcanos e alcenos. Os aldeidos
sdo os produtos mais facilmente formados pela peroxidagcao lipidica. Os
pricipais compostos sdo o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinonenal. A
identificacdo e quantificagdo destes produtos fornece uma medida indireta de

danos oxidativos ocorrentes durante a peroxidagado lipidica (PURCHARD;
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KELLY, 1996). Existem evidéncias de que o nivel de malondialdeido e
hidroperoxidos lipidicos € maior que o0 normal na substancia negra de pacientes
com DP (DANIELSON; ANDERSEN, 2008; GANDHI; WOQD, 2005).

A concentragdo das substancias que reagem com o acido
tiobarbiturico (TBARs) € usualmente considerada como reflexo da quantidade
de malondialdeido, pois este tem se mostrado como o principal elemento
reagente ao acido tiobarbiturico na PLO (PURCHARD; KELLY, 1996). Assim, o
ensaio de TBARs é um dos testes mais amplamente utilizados para identificar e
quantificar a peroxidagao lipidica (HALLIWELL, 1987).

A toxicidade da rotenona esta relacionada ao comprometimento da
respiragao aerobica celular. Seu mecanismo fisiopatolégico consiste na inibigao
do complexo | da cadeia respiratdria mitocondrial e despolimerizacdo dos
microtubulos dos axdnios nigroestriatais (DANIELSON; ANDERSEN, 2008;
GANDHI; WOQOD, 2005). A principal implicacdo desta inibicdo seria a produgcéao
de EROs, que , por sua vez atacariam a membrana celular neuronal

culminando com peroxidagéo lipidica (COSTA et al., 1989).

Em nosso estudo, a administracdo crénica de rotenona injetada
intraperitonealmente ocasionou alteragées do metabolismo oxidativo de areas
do Sistema Nervoso Central que se refletem pela peroxidacdo lipidica
acentuada. Os valores de concentragdo de TBARs em nmol/g de peso de
tecido no SNC estéo ilustrados na Tabela 1 onde pode-se notar facilmente o
aumento acentuado da peroxidacao lipidica no cortex, cerebelo, estriado e
substancia negra do grupo tratado quando comparado ao respectivo grupo
controle. Ao transformar-se essa diferenca em valores percentuais, a
quantidade de produtos de peroxidagao lipidica no cortex e estriado dobrou
quando comparado ao grupo controle, sendo que no cortex esse aumento foi

de 103% e no estriado o aumento foi de 112%.

A peroxidacao lipidica ja foi avaliada anteriormente em modelos
experimentais que utilizavam a rotenona como neurotoxina. Bashkatova et al.

(2004) realizaram estudo onde a administracdo crbnica intraperitoneal de
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rotenona foi capaz de produzir concentragoes de NO e TBARSs estatisticamente
significativas em cortex e estriado a partir de 20 dias de tratamento diario.
Estes resultados coincidiram com sintomas motores observados no teste de
catalepsia como acinesia e rigidez muscular. Nehru et al. (2008) também
encontraram aumento na peroxidacéao lipidica no encéfalo de animais tratados

com rotenona.

Apesar da via nigroetriatal ser a regido mais acometida na DP,
outras areas encefalicas estudadas também mostraram alteracées no nivel de
peroxidacao lipidica e poderiam, desta forma, estar relacionada com outros
sinais e sintomas da DP que foram descritos recentemente como depressao,
ansiedade, disturbio do sono e a marcante vagarosidade dos processos
cognitivos (“bradifrenia”) (DAUER; PRZEDBORSKI, 2003).

Isto reforga a ideia de que a rotenona ndo tem acao especifica nos
neurénios dopaminérgicos da substancia negra. Outras toxinas como o MPTP
e a 6-hidroxidopamina s&o utilizadas em modelos experimentais de DP e
alcangcam estes neurénios dopaminérgicos de forma especifica. A explicagcao
para este fato € que somente nestes tipos neuronais existem transportadores
para eles. No caso da rotenona injetada sistemicamente, ela pode alcangar
qualquer sistema ou regido do corpo. Entretanto, ndo se pode ignorar o maior
percentual de peroxidagdo lipidica no estriado, substancia negra e cortex
encontrados no nosso estudo. Corroborando assim os estudos que confirmam
a hipotese de que a rotenona tem maior agdo nestas areas, porém nao sendo
especifica para as mesmas (BETARBET et al., 2000; LAPOINTE et al., 2004;
SHERER et al., 2003).

Além da presenga de Da em outras vias que ndo motoras, sabe-se
que a acgao da rotenona causa neurodegeneracao e formacao de corpos de
Lewy também em neurénios ndo dopaminérgicos (ONIANGO, 2008; SCHULZ,
2004). Recentes estudos demonstraram que animais tratados mesmo de forma
aguda com rotenona ja apresentaram neurodegeneracdo e formagao de
corpusculos de Lewy no cortex, bulbo olfatorio, sistemas noradrenérgicos

(locus coeruleus), serotoninérgicos (nucleos da rafe) e colinérgicos (Nucleos
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basais de Meynert e nucleo dorsal do vago). (ONIANGO, 2008; ZEEVALK,
2008).

Contudo, recentes estudos demonstram ge ndo ha acometimento
de areas encefalicas e surgimento de sintomas motores em ratos tratados com
rotenona por vias naturais, como via oral e via aérea. Rojo et al. (2007) nao
observaram concenragées de TBARs e ON no estriado e substancia negra em
ratos tratados com administragdo nasal de rotenona por 30 dias.Isto sugere
que pesticidas naturais reproduzam sintomas parkinsonianos centrais apenas
quando administrado de forma n&o-natural, como a via intra-peritoneal e via
intravenosa, ou naturais necessitem de um tempo ainda maior de experimento
para que possam reproduzir, a partir de uma via natural de administracéo, tais

caracteristicas.

Porém, trabalhos como de Pan-Montojo (2010) e Greene (2009)
concluiram que ha acometimento do sistema nervoso entérico em ratos
tratados com infuséo crénica intra-gastrica de rotenona, apontando um efeito
local do pesticida que simula as alteragoes neuroanatomicas do SNE presentes

em pacientes com DP.

5.3. INVESTIGAGCAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM AREAS NAO-
ENCEFALICAS NO MODELO ANIMAL DA DP INDUZIDO POR
ADMINISTRAGCAO CRONICA DE ROTENONA.

Ha poucos trabalhos demonstrando a presengca de acometimento
sistémico decorrente do uso de pesticidas em modelos animais da DP. Modelos

de MTPT e 6-hidroxidopamina n&o citaram estatisticamente acometimento de
visceras nao-centrais. Contudo, trabalhos como o de Greene et al. (2009) ja
demonstram a distribuicdo sistémica extensa no organismo de ratos tratados
de forma aguda e crbnica com rotenona. A rotenona tem mostrado maior
afinidade pelos tecidos onde a existéncia do metabolismo oxidativo € mais

intensa, porém orgaos como o figado, rim e coragdo tem apresentado maior
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estresse oxidativo quando comparado a outras visceras ja estudadas como o
pulmao e intestino (GINGERICH, 2002).

A ampla distribuicdo sistémica da rotenona é atribuida por muitos
autores a sua composigao quimica. Sabe-se que a rotenona apresenta trofismo
por membranas lipidicas fundamentalmente devido a sua alta lipossolubilidade,
o que facilita a interagcdo e reagdo desta com os elementos presentes na
membrana e posterior inibigdo do complexo | mitocondrial. Trabalhos como de
Lapointee et al. (2004) perceberam que animais tratados cronicamente com
rotenona ndo apresentavam alteragbes exclusivamente centrais. Segundo o
autor, em 80% dos animais tratados com o pesticida houve severos danos em
orgao periféricos, como perda de fibras musculares, acloridria no estbmago e

necrose e degeneragao celular no figado.

Outros 6rgaos periféricos como glandulas adrenais, estdbmago e
coragao apresentaram toxidade dose-dependente sem que tivesse havido, ao
tempo do sacrificio dos animais, qualquer acometimento morfologicamente
observavel no SNC ou mesmo perda de neurdnios dopaminérgicos (PAULIEN
et al., 2008).

Os resultados obtidos com este experimento nos levam a sugerir
que a exposicao crbnica a rotenona promoveu toxicidade sistémica, avaliada
através de alteragdbes no metabolismo oxidativo de algumas visceras,
contrapondo aos trabalhos que sugerem a sua caracteristica neurotdxica para
areas encefalicas especificas. Os animais do grupo tratado com rotenona
apresentaram maior metabolismo oxidativo no rim e figado (Figura 20). Este
dado vem colaborar com a hipétese de que a rotenona nao apresenta
acometimento especifico ao SNC. Contudo, torna-se importante a realizagéo
de estudos que utilizem técnicas mais especificas para verificagdo de
degeneracao celular e comprometimento estrutural de 6rgéos periféricos para

melhor qualificacdo do dano que a rotenona causa a estas regides.
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6. CONCLUSAO

Foram encontradas nos ratos tratados cronicamente com rotenona

as seguintes alteracoes:

6.1. Apdés 30 dias de infusdo intraperitoneal que rotenona foi capaz de
promover alteracbes no comportamento motor observadas pela diminuicdo da

deambulacdo e da adocao de postura bipede;

6.2. Houve aumento nos parametros indicativos de estresse oxidativo com
presenca de peroxidacao lipidica em varias areas encefalicas sem, contudo,

haver especificidade para regides nigroestriatais;

6.3. Houve acometimento sistémico periférico apds tratamento crénico com
rotenona evidenciado pela presenca de estresse oxidativo no figado e rim dos

ratos tratados.
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