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RESUMO

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum no mundo.
Esta afeta predominantemente a populacdo idosa atraves da manifestacdo de sintomas motores
e ndo motores que comprometem a qualidade de vida dos individuos acometidos. Atualmente,
0s tratamentos existentes visam apenas a atenuagdo dos sintomas motores e causam efeitos
adversos a longo prazo. Diante disso, a utilizagdo de modelos animais que proporcionem uma
condi¢cdo neuroquimica e sintomatoldgica equivalente a DP é indispensavel para o estudo da
DP e desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas. A rotenona é uma molécula
orgénica que tem sido utilizada como indutora de atributos clinicos de Parkinson-like; a
exposicao cronica a essa molécula ocasiona a morte de neur6nios dopaminérgicos e fenotipos
comportamentais pertinentes a DP em modelos animais. No presente estudo, foram utilizadas
larvas de zebrafish como modelo animal. A manutencdo dos animais, obtencdo dos ovos e
experimentos foram realizados no Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, sendo previamente aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais, e foi utilizado o protocolo da Organizacdo para a Cooperagio e
Desenvolvimento Econémico (OCDE 236, 2013). Utilizamos 7 grupos experimentais: 1
grupo controle de DMSO e 6 grupos com diferentes concentragdes de rotenona (5, 10, 11,
11,25, 12 e 15 pg/L). Contamos com 8 repeticdes e 15 individuos por grupo (N = 840), sendo
expostos 72 horas poés-fertilizacdo (hpf) até 144 hpf. Foram avaliados parametros
comportamentais através dos testes: Tigmotaxia, Sensibilidade ao Toque e Bolas Saltitantes.
Foi possivel observar alteragdes significativas no comportamento das larvas expostas as
concentragfes maiores e iguais a 11 pg/L em todos os testes realizados. De acordo com o0s
resultados obtidos, concluimos que foi possivel avaliar pardmetros comportamentais de larvas
de zebrafish expostas a rotenona, uma vez que o modelo utilizado se mostrou adequado para
analisar alteracGes comportamentais pertinentes a DP. O tempo de inicio e duracdo de
exposicdo, bem como as quatro maiores concentracdes utilizadas (11, 11,25, 12 e 15 pg/L)
causaram alteracbes comportamentais semelhantes aos sintomas da DP nos testes realizados.
Considerando que o modelo utilizado se mostrou apropriado, existe a possibilidade de aplica-
lo para rastrear compostos que possam contribuir para o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas para o tratamento da doenca e para a melhora da qualidade de vida
dos individuos afetados.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, zebrafish, rotenona, comportamento animal.



ABSTRACT

Parkinson's Disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease worldwide.
It predominantly affects the elderly population through the manifestation of motor and non-
motor symptoms that compromise the quality of life of affected individuals. Due to its
complex pathophysiology, there is difficulty in developing an effective treatment. Therefore,
the use of animal models that provide a neurochemical and symptomatic condition equivalent
to PD is indispensable for the study of PD and the development of new therapeutic
alternatives. Rotenone is an organic molecule that has been used as an inducer of clinical
Parkinson-like attributes; chronic exposure to this molecule leads to the death of
dopaminergic neurons and relevant behavioral phenotypes in animal models. In the present
study, zebrafish larvae were used as an animal model. The maintenance of the animals, egg
collection, and experiments were conducted in the Laboratory of Eco-physiology and Animal
Behavior at the Federal Rural University of Pernambuco, previously approved by the Animal
Ethics Committee, and the protocol of the Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD 236, 2013) was followed. We used 7 experimental groups: 1 DMSO
control group and 6 groups with different concentrations of rotenone (5, 10, 11, 11.25, 12, and
15 pg/L). There were 8 repetitions and 15 individuals per group (N = 840), exposed from 72
hours post-fertilization (hpf) to 144 hpf. Behavioral parameters were evaluated through the
following tests: Thigmotaxis, Touch Sensitivity, and Bouncy Balls. Significant changes in the
behavior of larvae exposed to concentrations equal to or greater than 11 pg/L were observed
in all tests performed. Based on the results obtained, we conclude that it was possible to
assess the behavioral parameters of zebrafish larvae exposed to rotenone, as the model used
proved suitable for analyzing PD-like symptoms. The onset time and duration of exposure and
the four highest concentrations used (11, 11.25, 12, and 15 pg/L) caused behavioral changes
like PD symptoms in the tests performed. Considering that the model used was appropriate,
there is the possibility of applying it to screen compounds that may contribute to the
development of new therapeutic alternatives for the treatment of the disease and the
improvement of the quality of life of affected individuals.

Keywords: Parkinson's disease, zebrafish, rotenone, animal behavior.
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1 INTRODUCAO
A doenga de Parkinson (DP) é uma doenca neurodegenerativa progressiva

patologicamente caracterizada pela perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra
compacta pertencente ao mesencéfalo (BUCUR; PAPAGNO, 2023). Ademais, possui
prevaléncia de 1-2% e acomete majoritariamente homens e individuos com idade acima de 65
anos (OU et al., 2021). Em razdo da neurodegeneracdo dopaminérgica, ha reducao dos niveis
do neurotransmissor dopamina resultando em sintomas motores como: tremor de repouso,
bradicinesia, rigidez muscular e instabilidade postural (BUCUR; PAPAGNO, 2023). No
entanto, a manifestacdo da DP ndo envolve apenas sintomas motores, sintomas ndo motores
como: comprometimento cognitivo, distlrbios do sono, hiposmia, depressdo e ansiedade
também podem ser observados (KUMARESAN; KHAN, 2021).

Até o momento, ndo existe tratamento definitivo para a DP; os tratamentos existentes
amenizam apenas 0s sintomas motores e ndo sdo capazes de atuar na regressao da doenca,
alem de causarem efeitos adversos a longo prazo (LIU et al., 2019). Isso porque a maioria dos
disturbios do movimento apresentam etiologia e mecanismos patoldgicos complexos,
dificultando, além de outros aspectos, o desenvolvimento de compostos terapéuticos eficazes
para o tratamento da doenca (VAZ et al., 2018). Diante disso, a utilizacdo de modelos animais
que proporcionem uma condi¢do neuroquimica e sintomatologica equivalente a DP, sendo
esta denominada Doenca de Parkinson-like (DP-like), é indispensavel para o estudo,
compreendimento da fisiopatologia da doenca (WANG et al., 2017; ANDRADE et al., 2022;
ROCHA et al, 2022) e, consequentemente, o desenvolvimento de novas alternativas
terapéuticas (DONGJIE et al., 2022; NAJIB et al., 2023).

Neste contexto, o zebrafish (Danio rerio), pequeno peixe teledsteo, tem sido
amplamente empregado nas pesquisas em ambito mundial, e isso deve-se as caracteristicas
vantajosas que este possui, como: pequeno porte, facil manutencao, baixo custo de criagéo,
alta taxa reprodutiva e fecundacdo externa. Além disso, adequa-se a ensaios in vivo em larga
escala por possuir alta fecundidade e curto ciclo de vida, o que possibilita a utilizacdo de uma
grande quantidade de grupos experimentais de uma s6 vez, fornecendo resultados
estatisticamente confidveis (FUKUSHIMA et al., 2020). Ainda, vale ressaltar que o zebrafish
possui homologia genética, fisioldgica, anatbmica e comportamental com o ser humano, o que
assegura sua eficiéncia no estudo de doencas humanas (BASNET et al., 2019).

Adicionado a isto, a homologia fisiol6gica e anatbmica entre o zebrafish e o ser

humano é evidenciada na maioria dos 6rgdos, incluindo o sistema nervoso. A estrutura



anatémica basica, as populacdes celulares e a quimica do zebrafish e do sistema nervoso
humano séo evolutivamente conservadas. O sistema nervoso do zebrafish é anatomicamente
dividido em cérebro anterior, médio e posterior, incluindo o diencéfalo, o telencéfalo,
cerebelo e medula espinhal (VAZ et al., 2018). Ainda, foi sugerido que o diencéfalo ventral
do zebrafish é uma regido funcionalmente homdloga a substancia negra humana, na qual a
patogénese da DP se desenvolve (SON et al 2003). Ademais, 0s neur6nios dopaminérgicos ja
sdo detectados no diencéfalo dos embrides de zebrafish 24 hpf (LAM et al., 2005), e as
projecbes dopaminérgicas estdo completamente formadas entre 3 e 4 dias pos-fertilizacdo
(dpf) (DU et al., 2016), o que viabiliza o estudo de doengas associadas aos neur6nios
dopaminérgicos, como a DP (KALYN et al., 2019).

Diante do exposto, o zebrafish tem sido utilizado como modelo animal para inducdo a
DP-like através da administracdo de neurotoxinas padronizadas capazes de atuar no sistema
nervoso central do animal ocasionando fendtipos neuroquimicos e comportamentais
pertinentes a DP (KHOTIMAH et al., 2017; WANG et al.,, 2017; KALYN et al., 2019).
Dentre as substancias mais utilizadas para mimetizar a DP, pode-se mencionar o 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina (MPTP), a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), o paraquat e a
rotenona (RAZALI et al., 2021; THIRUGNANAM; SANTHAKUMAR, 2022; BRINEZ-
GALLEGO et al., 2023).

A rotenona é um composto natural lipofilico usado como pesticida e comumente
utilizado como agente indutor da DP (ALGHAMDI et al., 2023). Devido sua lipofilicidade, a
rotenona atravessa livremente a barreira hematoencefadlica e membranas celulares,
acometendo diversas organelas como a mitocéndria, por exemplo (BETARBET et al., 2000;
AZIMULLAH et al., 2023). Como resultado, recapitula caracteristicas clinicas e patologicas
da DP primariamente atraves da inibicdo do complexo mitocondrial I (ROCHA et al., 2022).
Por exemplo, uma das caracteristicas patoldgicas da DP é a degeneracdo seletiva de neurénios
dopaminérgicos, que foi associada comportamentalmente a hipocinesia e rigidez; alguns dos
sintomas da doenca (BETARBET et al., 2000).

Utilizando o zebrafish como modelo para DP-like induzida por rotenona, ha a
possibilidade de que a exposi¢do ocorra por imersdo, havendo a reducdo da necessidade de
procedimentos invasivos, como por exemplo, por meio de injecdo intracerebral, como na
modelagem da DP-like com 6-OHDA em zebrafish adulto (KHOTIMAH et al., 2015;
VIJAYANATHAN et al. 2017).

Adicionalmente, a presenca de condi¢bes semelhantes & DP no zebrafish exposto a

rotenona pode ser averiguada através da avaliagdo de pardmetros comportamentais e



locomotores estabelecidos no tocante ao quadro clinico da doenca (WANG et al., 2017,
ANDRADE et al., 2022). E no que se refere a comportamento, assim como 0s humanos, o
zebrafish apresenta um repertério comportamental complexo, incluindo comportamento
social, ansiedade, aprendizagem e memdria, e comportamento de defesa, o que pode ser (til
para modelar doencas neuroldgicas e psiquiatricas. Ainda, assim como os adultos, as larvas de
zebrafish exibem comportamentos relevantes para a neurofarmacologia (BASNET et al.,
2019). Nesse contexto, alguns testes comportamentais realizados com o zebrafish podem ser
ferramentas importantes para o estudo de disturbios que refletem no comportamento (KALYN
et al., 2019; CADENA et al., 2020a; ANDRADE et al., 2022), uma vez que fendtipos
comportamentais do zebrafish podem proporcionar informacbes relevantes sobre funcédo
cerebral normal e patoldgica (KALUEFF et al., 2013).

Adicionalmente, dada a toxicidade da substancia utilizada no presente estudo para
induzir fenotipos comportamentais pertinentes a DP, vale acrescentar que de acordo com
Melo et al. (2015) o limiar entre as concentracGes de rotenona capazes de causar efeitos
fisiologicos e as concentracOes ineficazes € bastante estreito. Isto fundamenta a utilizagdo de
diferentes concentracGes de rotenona com pequenas variacfes entre estas com o intuito de
provocar alteracfes observaveis sem ocasionar a morte dos animais. Ainda, no que diz
respeito ao regime de exposi¢do as substancias indutoras de DP-like no zebrafish, Kalyn et al.
(2019) sugeriram que a falta de padronizacdo no tempo de inicio de exposicdo a essas
substancias produziu resultados conflituosos. 1sso porque maior parte dos estudos iniciaram a
exposicdo 24 hpf e continuaram até 4 ou 7 dpf, tornando dificil discernir se as alteracfes nos
neurdnios dopaminérgicos resultaram da morte celular, comprometimento da diferenciacao
neurodopaminérgica ou neurogénese retardada. Sendo assim, de acordo com Kalyn et al.
(2019), o tempo de inicio de exposicdo deve ser selecionado considerando o evitamento da
inibicdo da neurogénese do zebrafish.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar parametros comportamentais
de larvas de zebrafish (linhagem selvagem) expostas a diferentes concentrac6es de rotenona a
partir de 72 hpf (3 dpf). Este regime de exposicdo visa assegurar um desenvolvimento
neurodopaminérgico avancado e a garantia da avaliacdo de alteracdes comportamentais

decorrentes da neurodegeneracdo dopaminérgica pela acdo da rotenona.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DOENCA DE PARKINSON

A DP foi descrita com o nome de “paralisia agitante” ha mais de 200 anos pelo médico
inglés James Parkinson em seu ensaio intitulado “An Essay on the Shaking Palsy” (OBESO et
al., 2017). Depois do Alzheimer, a DP ¢é a enfermidade neurodegenerativa mais comum no
mundo, possuindo prevaléncia global de 1-2% (UNAL; EMEKLI-ALTURFAN, 2019),
acometendo majoritariamente individuos do sexo masculino e pessoas com idade acima de 65
anos (OU et al., 2021). Com o aumento da expectativa de vida, e consequentemente, 0
envelhecimento da populagdo, o nimero de individuos acometidos por essa condi¢éo tende a
aumentar, havendo uma projecdo mundial de excedéncia aos 12 milhdes de casos até 2040
(DORSEY; BLOEM, 2018).

A DP consiste em uma desordem neurodegenerativa e progressiva predominantemente
resultante da perda de neurdnios dopaminérgicos da por¢do compacta (dorsal) da substancia
negra pertencente ao mesencéfalo (HAYES, 2019). Ademais, a neurodegeneracdo €
acompanhada pelo acimulo intraneural de corpusculos de Lewy, compostos em sua maior
parte pela proteina a-sinucleina dobrada incorretamente; sendo este o correlato patolégico
caracteristico da DP (DICKSON, 2018).

No que se refere ao declinio de neurbnios dopaminérgicos, 0 neurotransmissor
dopamina passa a ser produzido de forma insuficiente, resultando principalmente em sintomas
motores que incluem tremor de repouso, bradicinesia, rigidez e instabilidade postural
(RYMAN; POSTON, 2020). Além dos sintomas motores ocasionados pela reducdo dos niveis
do neurotransmissor dopamina, a DP engloba manifestacdes neuropsiquiatricas e outras
manifestacdes ndo motoras que acarretam a diminuicdo da qualidade de vida do individuo
(JUNIOR et al., 2022). Alguns sintomas ndo motores como dificuldade de concentragéo,
distdrbios do sono e hiposmia podem manifestar-se alguns anos antes dos sintomas motores
(MADSEN et al., 2021). Alem disso, déficits cognitivos, quadros de depressao e ansiedade
também podem ser observados (DRAOUI et al., 2020).

No que diz respeito a etiologia da DP, esta tem se mostrado complexa, podendo estar
associada a combinacdo de fatores genéticos e ambientais, como a exposicdo a pesticidas,
produtos quimicos e metais (CABREIRA; MASSANO, 2019; IBARRA-GUTIERREZ et al.,
2023). lgualmente, em razdo da diversidade dos quadros clinicos apresentados pelos
pacientes, subentende-se que sua fisiopatologia também é complexa, estando relacionada a

interacdo de diferentes mecanismos moleculares, como estresse oxidativo, disfuncéo



mitocondrial, neuroinflamacéo, disfuncdo do sistema ubiquitina-proteassoma, ruptura de
microtdbulos e defeitos no transporte axonal (IBARRA-GUTIERREZ et al., 2023).

Adicionalmente, recursos que resultem na regressdo da DP ainda sdo inexistentes, e 0s
tratamentos disponiveis amenizam apenas 0s sintomas motores através da reposicdo de
dopamina (DORSEY et al., 2018). Ademais, os agentes terapéuticos utilizados para esses fins
geralmente causam efeitos adversos a longo prazo, como é o caso da L-3,4-dioxifenilalanina
(levodopa) (LIU et al., 2019). Diante disso, alguns estudos tém sido realizados com 0s
objetivos de investigar novas possibilidades terapéuticas para a DP e aprimorar os tratamentos
ja existentes para que seja possivel otimizar os efeitos destes limitando as reacOes adversas
(NASKAR et al., 2021).

2.2. MODELOS ANIMAIS PARA O ESTUDO DA DP

Tendo em vista a complexidade etiofisiopatologica da DP e os efeitos adversos dos
regimes terapéuticos sintomaticos utilizados atualmente, modelos animais tém sido
empregados no estudo de diversos aspectos da doenca. Esses feitos objetivam o
compreendimento da patogénese, e consequentemente, o desenvolvimento de novas
alternativas terapéuticas (BETARBET et al., 2000; CHIA et al., 2020; NAJIB et al., 2023).
Ainda, os estudos pré-clinicos sdo pré-requisitos indispensaveis para ensaios clinicos de
grande escala (LARIJANI et al., 2019).

Frente a isso, € necessario escolher a espécie animal adequada considerando
similaridades anatémicas, fisioldgicas, comportamentais e genéticas com o ser humano
(POTASHKIN et al, 2011). Ademais, no que diz respeito a aspectos experimentais,
caracteristicas como sensibilidade a um composto quimico especifico e disponibilidade
tornam uma espécie viavel para o estudo da DP (LARIJANI et al., 2019). Diante do exposto,
trés grandes grupos de animais tém sido comumente utilizados para o estudo da DP:
roedores, primatas ndo-humanos e espécies ndo-mamiferas, como o0 nematoide
Caenorhabditis elegans e a mosca da fruta Drosophila melanogaster (CHIA et al., 2020).

Na pesquisa médica, os primatas ndo-humanos desempenharam um papel fundamental
no fornecimento de informacGes relevantes sobre os mecanismos de doengas humanas, uma
vez que estdo estritamente relacionados aos humanos em relacdo a aspectos genéticos e
fisiologicos. Entretanto, as pesquisas com esses modelos demandam muito trabalho e
despesas, bem como questdes éticas (PHILLIPS et al., 2014). Diante do exposto, apenas um
pequeno percentual dos estudos de DP utilizou os primatas ndo-humanos como modelo
(GROW et al., 2016; CHIA et al., 2020).



Os roedores sdo amplamente empregados como modelos animais pela viabilidade de
cuidados em ambiente de laboratério, disponibilidade de cepas de animais transgénicos, e
protocolos bem estabelecidos. Além disso, apresentam diversas caracteristicas importantes
durante a modelagem da DP, como: déficits motores diretamente correlacionados a
neurodegeneracdo dopaminérgica, ampla gama de testes disponiveis para verificacdo das
alteracbes comportamentais ocasionadas pela inducdo da condicdo patol6gica, entre outros
(MEREDITH; KANG, 2006; SEDELIS et al., 2001). No entanto, apesar do pequeno porte, da
similaridade desses modelos com o0 ser humano e das vantagens supracitadas, 0s custos para
manutencdo sdo relativamente altos e a producdo de linhagens transgénicas desses animais
demanda alto suporte e infraestrutura (LIESCHKE; CURRIE, 2007).

N&o obstante a isso, modelos invertebrados ja mencionados como Caenorhabditis
elegans e Drosophila melanogaster tém sido utilizados ha varios anos como modelos para a
pesquisa medica, e aléem de possuirem diversos processos biologicos e muitos genes
conservados com os mamiferos, estes possuem baixo custo de manutengdo (SEGALAT,
2007). Nesse contexto, estes invertebrados emergiram como modelos relevantes para ensaios
in vivo em larga escala, como por exemplo, a descoberta de medicamentos e o estudo da DP.
Sobre este ultimo, esses modelos forneceram informacdes sobre vias relevantes na patogénese
da doenca (CORREA et al., 2023). No entanto, estes ndo possuem algumas estruturas e
orgaos envolvidos na patogénese de doencas humanas, portanto, o papel desses animais
durante a modelagem ¢é limitado (LIESCHKE; CURRIE, 2007).

Diante disso, um modelo ndo-mamifero alternativo aos invertebrados € o Danio rerio,
uma espeécie de peixe teledsteo comumente conhecida como zebrafish. Este tornou-se bastante
relevante para o estudo de doencas humanas nos Gltimos anos, uma vez que ha a combinacéo
das vantagens basicas que permitem 0s ensaios in vivo em larga escala proporcionada pelos
inertebrados com a semelhanca que o zebrafish possui com os mamiferos (SPENCE et al.,
2008; CHIA et al 2020; DOYLE; CROLL, 2022).

2.2.1. ZEBRAFISH (Danio rerio)) COMO MODELO ANIMAL

O zebrafish (Danio rerio) (Figura 1), pequeno peixe tropical de 4&gua doce pertencente
a classe Actinopterygii e familia Cyprinidae, é um teledsteo nativo da india, Paquisto,
Bangladesh, Nepal e outros paises do sul da Asia (SPENCE et al., 2008; DAMMSKI et al.,
2022; LIU, 2023). Sua denominacado é proveniente das listras que possui do dorso a barbatana
anal, sendo estas semelhantes as listras de uma zebra. Os machos sdo estreitos, de coloracéo

mais escura e listras brilhantes, enquanto as fémeas possuem abdémen eminente, coloracéo



mais clara e atingem a maturidade sexual por volta de 4 meses apds a eclosdo. Ainda, sdo

peixes de pequeno porte e possuem entre 3 e 5 cm de comprimento (L1U, 2023).

Figura 1 - Zebrafish adulto (linhagem selvagem) obtido de criadouros comerciais. Fonte: Prépria

A priori, era usado apenas na piscicultura ornamental, no entanto, foi estabelecido com
sucesso como sistema modelo de vertebrados na década de 1960, gracas ao trabalho do
Bidlogo George Streisinger (CANEDO et al., 2022). Atualmente, tem sido amplamente
empregado nas pesquisas em ambito mundial, e isso se deve as diversas caracteristicas
favoraveis que possui para o cenario cientifico. Dentre essas caracteristicas vantajosas estao:
pequeno porte, facil manutencdo, baixo custo de criacdo, alta taxa reprodutiva
(aproximadamente 200 ovos por postura), fecundacdo externa e breve ciclo de vida. Sua alta
fecundidade e curto ciclo reprodutivo fazem dele um modelo adequado para ensaios in vivo
em larga escala pela possibilidade da utilizacdo de muitos grupos experimentais de uma so
vez, proporcionando resultados estatisticamente confiaveis (FUKUSHIMA et al., 2020).

Adicionalmente, o zebrafish apresenta sensibilidade a compostos quimicos por ser
capaz de absorvé-los rapidamente quando adicionados a agua, havendo a acumulacdo destes
em diferentes tecidos (FUKUSHIMA et al., 2020). Outra vantagem da utilizacdo do zebrafish
é a transparéncia optica, o que possibilita a observacdo direta de processos fisioldgicos in vivo
em tempo real (VAZ et al, 2018). Diante disso, deformagdes pela exposicdo a compostos
quimicos, medicamentos e vacinas em fase de teste sdo facilmente observadas (FUKUSHIMA
et al., 2020).



Em 2013, o genoma do zebrafish foi totalmente sequenciado, revelando mais de 70%
de homologia genética com o ser humano, além de elevado grau de conservacdo nas
propriedades funcionais de muitas proteinas codificadas (HOWE et al., 2013). Assim, a
pesquisa com o zebrafish também contribui fortemente para a determinacdo de mutacdes e
compreensdo das funcBes de genes especificos em doencas humanas (DOOLEY; ZON, 2000;
SCHNEIDER et al., 2009; HOWE et al., 2013; HU et al., 2017). Por exemplo, num estudo
realizado por Hu et al. (2017) observou-se que o0 gene ATG5 do zebrafish e dos humanos se
expressam de forma similar durante uma condicdo patolégica humana como a DP induzida
quimicamente no zebrafish. Avaliando o papel do gene ATG5 durante a modelagem da
doenca no zebrafish, foi possivel chegar a conclusdo da funcdo que este mesmo gene exerce
durante a manifestacdo da patologia em humanos.

Como um modelo vertebrado, o zebrafish compartilha algumas estruturas anatdmicas
semelhantes com os mamiferos (rins, cérebro, figado, intestino, coracdo, coluna vertebral,
olhos, boca dentre outros), que mesmo sendo adaptadas ao ambiente aquatico, possuem
fisiologia e fungdes bastante similares (FUKUSHIMA et al., 2020). Em vista disso, 0
zebrafish mostra-se passivel no estudo de disturbios hematopoiéticos, cardiovasculares, renais
entre outros (DOOLEY; ZOON, 2000). Ademais, estudos recentes mostraram o potencial do
zebrafish como modelo para o estudo de doencas cronicas como diabetes (CAO et al., 2023;
LIN et al., 2023), cancer (AL-HAMALY et al., 2023), alem de doencas neurodegenerativas
como a Doenga de Alzheimer (SALEEM; KANNAN, 2019) e DP (ANDRADE et al., 2022).
Ainda, ha a possibilidade de pesquisas de processos infecciosos no peixe, uma vez que ha a
presenca de elementos de imunidade inata e adaptativa, e o zebrafish é sensivel a acdo de
bactérias, virus e fungos (SILVEIRA et al., 2012; PATEL et al., 2023).

Além de similaridade anatdmica, fisiologica e genética, o zebrafish apresenta
repertorio comportamental semelhante a alguns comportamentos humanos, como:
aprendizado, memdria, comportamento social, defesa, estresse e ansiedade (ABREU et al.,
2019). Ainda, estudos recentes constataram respostas comportamentais dependentes do
contexto em que o zebrafish se encontra. Por exemplo, quando expostos a estimulos
(quimicos ou mecanicos), este teledsteo tende a apresentar uma gama de comportamentos
mensuraveis bem estabelecidos (KALUEFF et al., 2014; GIACOMINI et al., 2016;
ZIMMERMAN et al., 2016), sendo possivel correlaciona-los as alteracdes moleculares tipicas
de determinadas patologias. Ainda, a larva do zebrafish (Figura 2) exibe semelhanca com o

peixe adulto e outros vertebrados no que se refere a comportamentos-chave usados em



neurofarmacologia, como ansiedade e estresse (BASNET et al., 2019), podendo representar

uma alternativa ao uso dos adultos.

Figura 2: Larva de zebrafish com 144 hpf (vista dorsal e lateral) obtida do plantel préprio do biotério.
Fonte: Equipe LECA - UFRPE

2.2.1.1 UTILIZACAO DO ZEBRAFISH (Danio rerio) PARA ESTUDOS SOBRE DP

A indisponibilidade de cérebros humanos levou os cientistas a desenvolverem varios
modelos experimentais utilizando animais para mimetizar diversos aspectos da DP, e dentre
0s modelos animais utilizados ao longo dos seculos, pode-se citar o zebrafish. Este teledsteo é
um dos modelos ndo-mamiferos que apresentam vantagens pertinentes a facilidade de
manipulacdo genética, curto ciclo de vida, baixo custo de manutencdo e neuropatologia e
comportamentos bem estabelecidos. Diante disso, adequa-se a triagem de compostos
quimicos em larga escala, sendo relevante em diversas areas de pesquisa, inclusive no estudo
da DP (CHIA et al, 2020).

Adicionalmente, a homologia anatdmica e fisiologica entre o ser humano e o zebrafish
ocorre na maioria dos 6rgdos, inclusive no sistema nervoso, dividido em cérebro anterior,
médio e posterior, incluindo diencéfalo, telencéfalo, cerebelo e medula espinhal (LIESCHKE;
CURRIE, 2007; KALUEFF et al., 2014a). Ainda, propbe-se que o telencéfalo ventral do
peixe seja equivalente ao corpo estriado humano (RAZALI et al., 2021). Além disso, a

identificacdo de uma massa de neurdnios dopaminérgicos semelhante as da substancia negra
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humana em larvas de zebrafish reforca o potencial de aplicabilidade do peixe quanto ao
estudo de doengas humanas, como a DP (DONGIJIE et al., 2022).

Vale ressaltar que os sintomas motores da DP em humanos estéo ligados a reducdo da
sinalizagdo de dopamina entre a substancia negra e o corpo estriado causada pela perda
neuronal dopaminérgica (COOPER; VAN RAAMSDONK, 2018). Assim sendo, as relacoes
entre estruturas anatémicas e aspectos neuroquimicos entre humanos e zebrafish sdo fatores
que podem justificar a incorporacao do peixe aos mecanismos patolégicos da DP.

Além disso, a rapidez no desenvolvimento neuroldgico e transparéncia éptica durante
a embriogénese do zebrafish viabilizam o estudo de doengas associadas a neurdnios
dopaminérgicos (KALYN et al., 2019), uma vez que a projecdo dopaminérgica nesses animais
estd completamente formada entre 3 e 4 dpf (DU et al., 2016) e os processos celulares e
fisiologicos podem ser facilmente observados por serem transparentes (VAZ et al., 2018).

Outrossim, o zebrafish pode apresentar alteragdes neuroquimicas e comportamentais
quando expostos a alguns compostos quimicos que possam ocasionar a manifestacdo de
fendtipos pertinentes 8 DP (KHOTIMAH et al., 2015; WANG et al., 2017). E no que se refere
a comportamento, assim como 0s humanos, o zebrafish apresenta um repertério
comportamental referente a uma série de processos cognitivos como: aprendizado, memoria,
medo, ansiedade, percepc¢do, habilidades sociais e padrdo de sono (OLIVEIRA, 2013;
CADENA et al., 2020a).

Ademais, as alteracbes nos padrbes de comportamento do zebrafish sob a
administracdo de compostos quimicos podem ser averiguadas por meio de testes
comportamentais. Por exemplo, as alteracdes referentes a DP-like podem ser mensuradas no
zebrafish através de testes que avaliam parametros de atividade locomotora, como a distancia
total percorrida e a velocidade média (KALYN et al., 2019; ANDRADE et al., 2022).

Adicionalmente, os sintomas semelhantes a DP (DP-like) podem ser ocasionados no
zebrafish através da administracdo de neurotoxinas andlogas a dopamina, como o 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina  (MPTP) e a 6-hidroxidopamina (6-OHDA), além de
agrotoxicos, como a rotenona e o paraquat (KALYN et al., 2019; CHIA et al., 2020; RAZALI
et al., 2021). Ademais, dada a importancia dos genes na patogénese da DP, também é possivel
mimetiza-la utilizando o zebrafish como modelo animal a partir da formacdo de linhagens
transgénicas do peixe. Esse processo consiste em conduzir o material genético do animal a
expressdo de genes relacionados ao desenvolvimento da DP (RAZALI et al., 2021). No
entanto, os estudos sobre os mecanismos patoldgicos subjacentes ao desenvolvimento da DP

consideram mais adequado o uso dos modelos induzidos quimicamente. Isso porque a
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interacdo entre as fungdes dos neurdnios dopaminérgicos e a atividade oxidativa no cérebro
continua sendo um campo intrigante de possiveis mecanismos de regulacdo (ROBEA et al.,
2020).

2.3 ROTENONA COMO INDUTORA DE SINTOMAS DP-like

A rotenona é um composto natural lipofilico extraido de raizes, sementes e caules de
leguminosas, proveniente principalmente das espécies dos géneros Lonchocarpus e Derris
(HEINZ et al., 2017; ANGUCHAMY; MUTHUVEL, 2023). Esta toxina natural tem sido
bastante utilizada na aquicultura para o controle e erradicacdo de peixes indesejaveis, sendo
empregada também na agricultura para o controle de pragas em hortas (RADAD et al., 2019).
Ademais, a rotenona é considerada pela OMS um pesticida moderadamente perigoso, e em
razdo de sua toxicidade, o uso da rotenona foi restringido nos Estados Unidos e proibido na
Unido Europeia (INNOS; HICKEY, 2021).

No que se refere a causa da DP, diversos fatores indicam uma etiopatogénese
heterogénea, fundamentada na interagdo genética-ambiente (CABREIRA; MASSANO,
2019). Neste contexto, estudos epidemioldgicos mencionam a correlacdo entre a exposicdo a
pesticidas e 0 aumento do risco de manifestacdo da DP (CABREIRA; MASSANO, 2019; DE
OLIVEIRA et al., 2020). Alem disso, estudos toxicoldgicos sustentam essa hipotese por haver
evidéncias de neurotoxicidade fornecidas pelo contato de animais e células com pesticidas.
Ainda, as razdes pelas quais os pesticidas podem estar associados a patogénese da DP integra
estresse oxidativo e inibicdo do complexo mitocondrial I (NARAYAN et al., 2017); a
rotenona € um dos pesticidas que compreendem esses mecanismos de toxicidade, sendo
utilizada como agente indutor da DP (ALGHAMDI et al., 2023).

Devido sua lipofilicidade, a rotenona atravessa livremente a barreira hematoencefalica
e membranas celulares, acometendo diversas organelas como a mitocondria, por exemplo
(BETARBET et al., 2000; AZIMULLAH et al., 2023). A rotenona possui mecanismo de acao
similar ao MPTP, que ocorre através da inibicdo do complexo mitocondrial I, reducdo da
producdo de ATP, geracdo de espécies reativas de oxigénio e liberacdo de moléculas proé-
apoptoticas que impulsionam a apoptose ao desencadear a acdo das caspases (SINHA et al.,
2016). Ainda, possui a capacidade de inibir a formacdo de microtubulos, o que pode
configurar um fator crucial no mecanismo de neurodegeneracdo dopaminérgica, uma vez que
0 excesso de monémeros de tubulina dentro da célula pode ser bastante toéxico (RIBEIRO et
al., 2012).



12

Em suma, a exposi¢édo a rotenona pode mimetizar caracteristicas clinicas e patologicas
da DP através da sua toxicidade expressa primariamente pela inibicdo do complexo
mitocondrial 1 e inferéncias relacionadas, resultando na reproducdo de alteragOes
comportamentais, anatbmicas, neuroquimicas e neuropatoldgicas pertinentes a DP. Isso pode
ser visto no estudo de Betarbet et al. (2000), uma das primeiras pesquisas em que a rotenona
foi utilizada como agente indutor da DP. Nesse estudo, ratos expostos a rotenona de forma
cronica, continua e sistémica nas concentracbes de 2-3 mg/kg ao dia durante 5 semanas
apresentaram neurodegeneracdo dopaminérgica altamente seletiva, sendo estas alteracfes
associadas comportamentalmente a hipocinesia e rigidez; alguns dos sintomas da DP. Além
disso, a rotenona mostrou-se capaz de ocasionar a acumulacdo de inclusbes citoplasmaticas
fibrilares semelhantes aos corpusculos de Lewy nos neurbnios da substancia negra;
caracteristica patologica importante da DP ndo observada em outros modelos de inducgéo pela
administracao de neurotoxinas.

Embora os roedores sejam as espécies mais usadas para simular distarbios
neurodegenerativos no contexto atual, o zebrafish surge como um relevante modelo animal
para explorar mecanismos moleculares e fisiologicos de neurodegeneracdo, e alguns dos
fatores para este feito sdo o rapido desenvolvimento neurologico e alto potencial
farmacolégico (BASHIRZADE et al.,, 2022). Sobre este ultimo, vale salientar que a
administracdo de farmacos no zebrafish é facilitada por meio aquoso, com isso, a eficacia,
biodisponibilidade e toxicidade do farmaco podem ser determinadas de imediato (VAZ et al.,
2018). Adicionalmente, a rotenona mostra-se altamente toxica para peixes, e isso pode ser
justificado pela grande area de superficie sobre a qual a rotenona é absorvida; as branquias
(INNOS; HICKEY, 2021).

Diante do exposto, estudos tém sido realizados com a utilizagcdo do zebrafish exposto a
rotenona para induzir as condi¢cGes neuroguimicas e comportamentais associadas a DP. Por
exemplo, adultos de zebrafish foram expostos a rotenona numa concentracdo final de 3 pg/L
por 4 semanas consecutivas. Os dados obtidos demonstraram que houve diminuicdo
significativa da liberacdo e captacdo do neurotransmissor dopamina, este possui um papel
fundamental na DP. Ainda, foi observada a reducdo da aceleracdo e distancia percorrida pelos
peixes, além de comprometimento cognitivo, um sintoma comum entre 0s pacientes com DP
(HETTIARACHCHI et al., 2022). Num outro estudo com zebrafish adultos, sendo estes
expostos a concentracdo de 5 pg/L durante 28 dias, também se observou a reducdo
significativa dos niveis de dopamina acompanhada de déficits locomotores. Além disso,

verificou-se o aumento da expressao de a-sinucleina, apoptose de neurénios dopaminérgicos,
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além da reducdo do fator neurotréfico, que possui papel fundamental na neuroprotecdo
(KHOTIMAH et al., 2015).

Num estudo realizado por Kalyn et al. (2019), larvas de zebrafish foram expostas a
rotenona a partir de 3 dpf, e observou-se perda dopaminérgica significativa no diencéfalo
ventral das larvas, sendo esta a area escolhida para analise de perda dopaminérgica por ser
funcionalmente homadloga a via nigroestriatal em mamiferos. Além disso, houve a verificagéo
de possiveis alteragdes locomotoras decorrentes da deplecdo dopaminérgica, e constatou-se
uma reducdo de 46% na distancia total percorrida pelas larvas durante a analise da atividade
de natacéo.

Ainda, a rotenona tem se destacado nos ultimos anos por desenvolver o modelo
experimental de forma progressiva permitindo aprofundar os conhecimentos dos sintomas néo
motores da DP (HETTIARACHCHI et al., 2022). Por exemplo, além de sintomas motores,
Wang et al. (2017) mensuraram sintomas ndo motores da DP em zebrafish adultos expostos a
uma concentracdo de 2 pg/L durante 4 semanas. Dentre outros sintomas ndo motores
observados, verificou-se a presenca de sintomas analogos a ansiedade e depressao, alem de
disfuncao olfativa, sendo estes resultados associados a reducdo dos niveis de dopamina.

Ainda, dada a alta toxicidade da rotenona para peixes, ha a possibilidade da realizacéo
de testes de embriotoxicidade por meio da exposicdo de embrides de zebrafish a rotenona para
estipular concentracdes letais. Num estudo realizado por Melo et al. (2015) a concentracao de
12,2 pg/L foi determinada como a LCso, sendo esta capaz de causar a mortalidade
significativa dos embrides. Ademais, a exposicdo a rotenona mostrou-se capaz de afetar o
desenvolvimento dos embrifes, que apresentaram edema cardiaco, deformidade na cauda,

atraso na formacédo de somitos e absor¢édo de saco vitelinico, aléem da falta de pigmentacéo.

2.4 OUTRAS NEUROTOXINAS UTILIZADAS PARA INDUCAO DE SINTOMAS DP-like

Como suprarrelatado, existe uma relacdo entre a exposicdo a pesticidas e outros
agentes quimicos e a manifestacdo da DP (CABREIRA; MASSANO, 2019; DE OLIVEIRA
et al., 2020). Assim, alguns sistemas modelo de inducdo a DP-like foram desenvolvidos, e
dentre esses sistemas, hd os que induzem quimicamente os fendtipos parkinsonianos (ZENG
et al., 2018). Alguns compostos quimicos sdo capazes de reproduzir as condi¢cdes patoldgicas
da DP como: perda dopaminérgica, estresse oxidativo, inflamacdo, apoptose e, em alguns
cenarios, a agregacdo de a-sinucleina e formacéo de estruturas similares aos corpusculos de
Lewy (BRINEZ-GALLEGO et al., 2023). Dentre os compostos quimicos mais utilizados para

indugdo a DP-like além da rotenona € possivel citar: o MPTP e o 6-OHDA (analogos da
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dopamina) além do herbicida paraquat (RAZALI et al., 2021; THIRUGNANAM,;
SANTHAKUMAR, 2022).

O potencial do MPTP como agente indutor da DP foi descoberto quando jovens
desenvolveram quadros de parkinsonismo ao fazerem uso do que denominavam ‘“heroina
sintética”, que ao atravessar a barreira hematoenceféalica era rapidamente convertida em uma
forma tdxica, sendo esta responsavel pelos efeitos parkinsonogénicos (SAMPAIO; CALDAS,
1988; LANGSTON et al, 2017). Adicionalmente, o MPTP consiste em um composto
lipofilico, que assim como a rotenona, é capaz de atravessar livremente a barreira
hematoencefalica, e ao cruza-la, é convertido pela monoamina oxidase B nas células gliais em
jon 1-metil-4-fenil-2,3-di-hidropiridinio (MPDP+), e posteriormente, em sua forma toxica ion
1-metil-4-fenilpiridina (MPP+) (HARE et al., 2013).

O efeito toxico do MPTP consiste precipuamente na inibicdo do complexo
mitocondrial I, que leva a perda de ATP, disfuncdo mitocondrial e producéo de radicais livres
causando a morte dos neurénios dopaminérgicos que capturaram seletivamente o MPP+ do
espaco entre as células via transportador de dopamina, uma vez que o MPP+ compartilha
semelhanca com o neurotransmissor (HARE et al., 2013; KALYN; EKKER, 2021; RAZALI
et al., 2022). Ainda vale ressaltar que o transportador de dopamina se trata de uma proteina de
membrana responsavel por manter os niveis de dopamina pela captacdo extracelular, sendo
esta envolvida diretamente na etiologia de transtornos neuropsiquiatricos como a DP
(HETIARACHCHI et al., 2022).

Adicionalmente, por ser um dos compostos capazes de causar neurodegeneracao
dopaminérgica e outras caracteristicas patologicas da DP, o MPTP tem sido amplamente
empregado para mimetizar a doenca em diversos modelos animais, inclusive no zebrafish
(RAZALLI et al., 2021). Por exemplo, em larvas de zebrafish expostas ao MPTP a partir de 3
dpf numa concentracdo de 0,25 mM foi verificada a perda de neur6nios dopaminérgicos no
diencéfalo ventral das larvas, que coincidiu com uma reducdo substancial na distancia total
percorrida e velocidade media das larvas durante a atividade de natacdo, e isso pode ser
justificado pelo fato da disfuncdo motora esta tradicionalmente relacionada a dopamina
(KALYN et al., 2019).

A exposicdo ao MPTP também € capaz de ocasionar déficit olfatério no zebrafish,
sendo este um dos sintomas ndo motores da DP. Isso pode ser visto no estudo de Kalyn e
Ekker (2021), onde adultos de zebrafish expostos ao MPTP por via intraperitoneal numa
concentracdo de 25 mM apresentaram reducGes substanciais nos neurdnios dopaminérgicos

do telencéfalo e dos bulbos olfatérios, que se traduziu em um fen6tipo locomotor e olfativo
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transitorio (KALYN; EKKER, 2021). Ainda, embribes de zebrafish expostos ao MPTP por
imersdo 24 hpf em uma concentragdo de 800 um apresentaram reducdo no nimero de células
que expressam o transportador de dopamina ap0s 24 horas de exposi¢do (LAM et al., 2005).

O 6-OHDA é outra neurotoxina que proporciona modelos animais Uteis por meio da
degeneracdo neuronal dopaminérgica na substancia negra compacta (MUTHUSAMY et al.,
2023), e tem sido utilizada ha tempos para induzir neurodegeneracdo dopaminérgica em
modelos animais, ja que boa parte destes apresenta sensibilidade ao 6-OHDA (GOMES et al.,
2023). Adicionado a isto, seu suposto mecanismo de neurotoxicidade estd descrito
essencialmente correlacionado a sua captacdo pelo transportador de dopamina (por ser um
analogo da dopamina) e a producéo de radicais de livres, além da inibicdo direta do complexo
| e IV da cadeia respiratéria mitocondrial (GOMES et al., 2023).

Sabe-se que o 6-OHDA ndo simula perfeitamente a patologia da DP, ja que nédo
proporciona a formacdo de corpusculos de Lewy, mas, apesar disso, ocasiona a manifestacao
de outras caracteristicas patologicas da DP como a perda neuronal dopaminérgica,
modificagdes no complexo mitocondrial I (como mencionado anteriormente) além das
alteracbes comportamentais semelhantes aos sintomas da DP (BRINEZ-GALLEGO et al.,
2023).

Distintivamente de outros modelos de inducéo, a neurotoxina 6-OHDA ndo possui a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, sendo assim, a forma de administracéo
utilizada para exposicdo € mais invasiva que a sistémica, ocorrendo por meio da injecdo
intracerebral (IBARRA-GUTIERREZ et al., 2023). Mas, em contrapartida, a exposicdo de
embrides e larvas de zebrafish ocorre por imersdo, uma vez que a barreira hematoencefalica é
formada 72 hpf, assim, as lesdes neuronais sdo possiveis antes desse tempo
(THIRUGNANAM; SANTHAKUMAR, 2022). Por exemplo, no estudo de Cronin e Grealy
(2017) larvas de zebrafish em 48 hpf foram expostas a concentracdo de 250 uM de 6-OHDA
durante 3 dias, onde foi observada a reducdo na atividade locomotora e perda de neurénios
dopaminérgicos em todos o0s grupos dopaminérgicos do cérebro. Além disso, em outro estudo
com larvas expostas ao 6-OHDA, verificou-se a reducdo significativa de biomarcadores
responsaveis pela supressao da formacdo de radicais livres, indicando reacdo oxidativa dentro
das células. Ainda, foi observada a presenca de radicais livres nas células induzidas por 6-
OHDA; o estresse oxidativo possui um papel crucial na progressdo da DP (KESH et al.,
2021).

Diferentemente de embribes e larvas, o zebrafish adulto é exposto a 6-OHDA para

indugdo a DP-like por meio de injecdo intracerebral, uma vez que no adulto a barreira
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hematoencefalica esta completamente formada. Num estudo realizado por Vijayanathan et al.
(2017), adultos de zebrafish foram expostos a 6-OHDA por meio de injecdo no cérebro com
uma concentragdo de 25 mg/kg de 6-OHDA, onde foi observada a presenca de lesdes nos
neurbnios dopaminérgicos do diencéfalo ventral e consequentemente, alteragdes significativas
na atividade locomotora como: a redugdo na velocidade e distancia percorrida pelos peixes
lesionados. Ainda, nesse estudo, optaram pela 6-OHDA como neurotoxina para mimetizar
caracteristicas da DP com o intuito de garantir uma lesdo limitada ao cérebro, anulando a
possibilidade de vazamento da neurotoxina para o sistema nervoso periférico, evitando assim
supostos efeitos secundarios (VIJAYANATHAN et al., 2017).

O paraquat (N-dimetil-4,4-bipiridina-dicloreto) é um herbicida pertencente a classe
bipiridil, e trata-se de mais uma toxina envolvida na manifestacdo da DP, ja que é
estruturalmente similar ao MPP+, consequentemente, também é reconhecido pelo
transportador de dopamina (BRINEZ-GALLEGO et al., 2023). Sua capacidade de ocasionar
caracteristicas patologicas da DP foi descoberta quando uma autdpsia de um trabalhador rural
exposto ao paraquat exibiu alteracbes degenerativas nas células da substancia negra
(DORSEY; RAY, 2023).

Assim como as outras neurotoxinas, a toxicidade do paraquat tem sido relacionada a
inibicdo do complexo mitocondrial |, causando alteracbes na cadeia transportadora de
elétrons, e consequentemente, a producdo exacerbada de radicais livres (DOYLE; CROLL,
2022). Ainda, a superproducdo dessas espécies reativas pode culminar no aumento da
lipoperoxida¢do, além de fundamentar parcialmente a agregagdo de a-sinucleina nos
neurdnios dopaminérgicos, resultando em morte neuronal dopaminérgica, uma vez que a
agregacao dessas proteinas malformadas pode acionar respostas autoimunes (VACCARI et
al., 2019).

Em modelos animais, a administracdo sistémica de paraquat pode induzir sintomas
semelhantes a DP (VACCARI et al., 2019). Por exemplo, a exposicao de larvas de zebrafish
ao paraquat a partir de 3 dpf a uma concentracdo de 1 mM foi usada para causar fenotipos
semelhantes a DP. Verificou-se uma reducdo de 18% nos neurdnios dopaminérgicos
diencefalicos ventrais, além da diminuicdo de 41% da tirosina hidroxilase (enzima envolvida
na sintese de dopamina) e 37% transportador de dopamina, porém nédo foi observado efeito
significativo na locomocdo (KALYN et al., 2019). No estudo de Nunes et al. (2017), zebrafish
adultos expostos a concentracdo de 20 mg/kg de paraquat administrado por via intraperitoneal

induziu lesdes cerebrais, alteracbes no sistema de defesa antioxidante, diminuicdo da
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viabilidade mitocondrial além de comportamentos do tipo ansiedade, um sintoma ndo motor
da DP.

Diante do exposto, é possivel inferir que a exposi¢do as neurotoxinas é capaz de
reproduzir diversos atributos da DP, entretanto, os mecanismos utilizados para alcangar
fendtipos semelhantes ndo representam necessariamente todas as caracteristicas da doenca
com precisédo (DOYLE; CROLL, 2022). Embora ndo exista um modelo que reproduza todas
as caracteristicas clinicas e patoldgicas da DP, modelos animais farmacolégicos existentes
cooperam fortemente para a compreensdo da fisiopatologia da doencga e investigacdo de
possiveis alternativas terapéuticas (THIRUGNANAM; SANTHAKUMAR, 2022).

2.5 AVALIA(;AO COMPORTAMENTAL DO ZEBRAFISH (Danio rerio) COMO
MODELO PARA A DP

Estudos anteriores descreviam o comportamento dos peixes como simples e
estereotipados (ROSE, 2002; ROSE, 2007), no entanto, estudos mais recentes constataram
respostas comportamentais complexas e dependentes do contexto em que o zebrafish se
encontra (ABREU et al., 2016; GIACOMINI et al., 2016). Por exemplo, quando exposto a
estimulos (mecénicos ou quimicos), o zebrafish tende a apresentar respostas comportamentais
mensuraveis bem estabelecidas (KALUEFF et al., 2014b), sendo estas evolutivamente
conservadas e semelhantes aos comportamentos das espécies de mamiferos (KALUEFF et al.,
2014a).

Ainda, os fendtipos comportamentais do zebrafish podem proporcionar informacées
relevantes sobre funcdo cerebral normal e patoldgica durante a modelagem de doencas
humanas (KALUEFF et al., 2013). Neste contexto, alguns testes realizados com o zebrafish
podem ser ferramentas importantes para criar modelos validos para o estudo de distdrbios que
refletem no comportamento (KALYN et al.,, 2019; CADENA et al., 2020a), como por
exemplo, a DP. Ademais, alteracbes nos padrdes de comportamento sdo indicadores
elementares do estabelecimento do modelo e da eficacia dos agentes terapéuticos propostos
para o tratamento da condicdo patologica (WANG et al., 2021). Ainda, mudancas no
comportamento normal do zebrafish exposto a substdncias indutoras de sintomas DP-like
podem fornecer informacdes sobre o mecanismo de acdo dessas substancias, indicar falhas na
neurotransmissao e outros mecanismos neurais, sugerir modificacbes na sinalizacao
intracelular entre outros (BRINEZ-GALLEGO et al., 2023).

Adicionalmente, dentre os testes realizados no contexto de modelagem da DP €

possivel citar: atividade locomotora, sensibilidade ao toque, tigmotaxia e teste de preferéncia
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claro/escuro (LAM et al., 2005; WANG et al., 2017; ANDRADE et al., 2022). O teste de
atividade locomotora consiste em quantificar a agdo natatoria espontanea do zebrafish; e para
esse teste, videos com duracdo definida sdo gravados e analisados por um software especifico.
Este gera de forma automatica linhas que representam a trajetoria realizada pelo peixe durante
a gravacdo. Ainda, a partir desse teste, é possivel obter dados como: distancia total percorrida
(cm), velocidade média (cm/s) e tempo parado (s). Diante disso, € possivel verificar se a
substancia administrada para inducéo de sintomas DP-like no zebrafish ocasionou disfungdes
motoras, caracteristicas pertinentes ao quadro clinico da DP (ANDRADE et al., 2022).

No teste de sensibilidade ao toque, os animais sdo submetidos a estimulos mecénicos,
sendo estes realizados na regido da cabega ou da cauda com o auxilio de objetos pontiagudos.
Os estimulos sdo executados com o intuito de ativarem os reflexos sensorio-motores das
larvas de zebrafish, e consequentemente, ocasionar a manifestacdo do comportamento de fuga
como resposta ao estimulo que se apresenta como o aumento repentino da velocidade e
movimento ou natacdo erratica. Ademais, a resposta de fuga fornece informacgdes sobre o
estado funcional dos neurénios motores das larvas de zebrafish. As larvas afetadas apresentam
respostas tateis fracas e breves, ou até mesmo ndo exibem nenhum tipo de resposta, o que
pode indicar que a substancia utilizada para causar sintomas semelhantes a DP pode ter
comprometido a sensibilidade ou a capacidade locomotora das larvas (LAM et al., 2005;
WANG et al., 2021; ANDRADE et al., 2023).

Quanto ao teste de tigmotaxia, este € utilizado para avaliar um comportamento analogo
a ansiedade, um dos sintomas ndo motores da DP (ANDRADE et al., 2023). Adicionalmente,
a tigmotaxia € caracterizada pela tendéncia do individuo em evitar o centro de um ambiente
novo, possuindo preferéncia pelos limites deste. Ainda, é exibido por uma ampla gama de
espécies e tem sido comumente empregado como parametro comportamental em estudos pré-
clinicos por ser um indice validado de ansiedade (SCHNORR 2012; WANG et al., 2023). No
contexto de modelagem da DP utilizando larvas de zebrafish como modelo animal, a
tigmotaxia é considerada afetada quando os animais se mantém no centro de um ambiente
novo ainda nos instantes iniciais de acondicionamento (ANDRADE et al., 2023).

O teste de preferéncia claro/escuro também é utilizado para avaliar um comportamento
semelhante a ansiedade utilizando o zebrafish como modelo animal para a DP. Para esse teste,
zebrafish adultos sob administracdo de rotenona foram alocados em tanques, sendo estes
separados em compartimentos escuros e claros. Os peixes foram colocados no compartimento
claro e deixados para nadar espontaneamente durante 6 minutos, sendo este também o periodo

em que houve o registro da atividade dos peixes mediante gravagdo de video. A laténcia para
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entrar no compartimento escuro, 0 tempo gasto no compartimento claro e o nimero de
cruzamentos entre compartimentos foram calculados utilizando um software. O aumento do
tempo no compartimento claro e uma laténcia mais longa para entrar no compartimento
escuro sugeriram um comportamento semelhante a ansiedade e depressdo induzido pela
rotenona no zebrafish adulto (WANG et al., 2017), sendo estes sintomas ndo motores
apresentados por individuos acometidos pela DP (RAY; AGARWAL, 2020).

3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar parametros comportamentais relacionados a ansiedade, sensibilidade tatil,
percepcao visual e locomocdo de larvas de zebrafish sob a administracdo do pesticida
rotenona para inducéo a DP-like.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Induzir a DP-like em larvas de zebrafish utilizando a rotenona como modelo
experimental;

e Avaliar os parametros comportamentais nos animais afetados atraves dos testes de

Tigmotaxia, Sensibilidade ao Toque e Bolas Saltitantes.

4 METODOLOGIA
4.1 MANUTENCAO DO ZEBRAFISH (Danio rerio) E COLETA DOS EMBRIOES

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento
Animal (LECA), biotério cadastrado na plataforma do Conselho Nacional de Experimentacao
Animal (CIUCA-CONCEA), pertencente ao Departamento de Morfologia e Comportamento
Animal (DMFA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Todos os
protocolos utilizados no presente estudo foram previamente autorizados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais - (CEUA/UFRPE), licenca n° 3581030221.

Os espécimes adultos de zebrafish (Danio rerio, linhagem selvagem) utilizados nos
experimentos foram originarios de plantel do proprio do biotério, sendo acondicionados em
aquarios com capacidade de 80 litros, sistema de filtragem, temperatura da agua mantida em
26 =1 °C, pH em 7,0 £ 0,5 e fotoperiodo 14/10 h (claro/escuro), condicdes ideais para a
manutencdo do bem-estar dos animais (OLIVEIRA et al., 2023). Adicionalmente, 0s peixes
foram alimentados duas vezes ao dia, havendo alternancia da dieta entre racdo comercial

extrusada e artémia salina.
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O processo de obtencdo dos ovos baseou-se no protocolo da Organizacdo para
Cooperagdo e Desenvolvimento Econémico (OCDE 236, 2013), onde os animais adultos
foram separados para reproducdo de acordo com o sexo em aquarios de policarbonato (Figura
3) (Zebclean, Alesco) com fémeas e machos numa proporgéo de 2:4 respectivamente.

Figura 3. Aquério confeccionados em policarbonato utilizados para reproducdo do zebrafish (Zebclean,

Alesco). Fonte: Propria.

Apbs a desova, os ovos vidveis (fertilizados e ndo-coagulados) foram coletados e
separados aleatoriamente, sendo acondicionados em potes estéreis (15 ovos por pote) de
poliestireno (capacidade de 80 mL) com agua estéril e declorada para a formacgéo de 7 grupos
experimentais (7 grupos X 15 animais por pote x 8 repeticdes = 840 animais). Os grupos
formados foram mantidos em incubadora somente na agua estéril e declorada até 72 hpf. A
temperatura da agua foi preservada em 26 + 1 °C, pH 7,0 = 0,5 e fotoperiodo 14/10 h
(claro/escuro) (OLIVEIRA et al., 2023).

4.2 PREPARACAO DA SOLUCAO DE ROTENONA, EXPOSIGCAO E SOBREVIVENCIA
DOS ANIMAIS

Preparou-se uma solucdo aquosa 0,02 mg/mL de rotenona (ROT R8875, SIGMA, St.
Louis MO, EUA) em 0,1% (v/v) de dimetilsulfoxido (DMSO). Esta solu¢do concentrada foi
usada para diluigdo em 80 mL de agua nos potes de poliestireno. Foram obtidas concentragdes
nominais finais de 5 (RT 5), 10 (RT 10), 11 (RT 11), 11,25 (RT 11,25), 12 (RT 12) e 15 pg/L
(RT 15), onde as larvas, a partir de 72 hpf foram expostas a rotenona formando os respectivos

grupos. O grupo controle foi exposto apenas a 0,1% (v/v) de DMSO (designado grupo
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DMSO). A exposicdo das larvas ocorreu a partir de 72 hpf até 144 hpf com renovacédo diaria

das solugdes, bem como a verificagdo da sobrevivéncia dos animais (OCDE 236, 2013).

4.3 AVALIAQAO DOS PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Em 144 hpf, as larvas visivelmente saudaveis (sem a presenca de defeitos
morfolégicos) (CADENA et al., 2020a) foram transferidas dos potes de poliestireno para
placas de 48 poc¢os (uma larva por poco) para serem submetidas aos ensaios comportamentais;
realizados entre 10:00 - 12:00 h para evitar influéncias sob a atividade locomotora e
sensibilidade visual dos animais (SOUZA et al., 2023). Antes de cada teste, as larvas foram
aclimatadas para evitar alteragdes comportamentais provenientes do manejo e transporte
(MACPHAIL et al.,, 2009). O teste de Tigmotaxia foi o primeiro teste realizado, sendo
categorico na identificacdo de comportamentos preditivos de ansiedade (BASNET et al.,
2019). As placas contendo as larvas foram dispostas horizontalmente sobre um monitor
(LCD, Dell E2211H), e a resposta foi registrada para avaliar a preferéncia delas pelas bordas
dos pocos. O registro da resposta ocorreu mediante fotografia; capturada por uma camera
(Canon EOS 6D DSLR; lente: Canon EF 75-300 mm f/4-5.6) com vista superior e uma
distancia de 150 cm das placas dispostas sobre o monitor, enquanto este exibia fundo branco.
Para este teste, foi obtida resposta dicotbmica, para cada animal: sim (para larvas proximas a
borda) e ndo (para larvas afastadas da borda). Do mesmo modo, houve obtencdo de resposta
dicotdmica para o teste Sensibilidade ao Toque, sendo realizado apds o teste de Tigmotaxia
para avaliar a resposta larval aos estimulos mecanicos feitos na regido da cabeca ou da cauda.
A resposta registrada foi: sim (para larvas que demonstraram comportamento de fuga) e ndo
(para larvas que ndo demonstraram comportamento de fuga). Por Gltimo, realizou-se o teste
das Bolas Saltitantes usado para avaliar respostas pertinentes a interacdo espacial, coesao
social, capacidade cognitiva e fuga das larvas a estimulos visuais (PELKOWSKI et al. 2011,
NERY et al. 2014; BRIDI et al. 2017). As larvas foram transferidas para placas de 6 pocos,
cada poco comportando '5 de cada grupo experimental. As placas foram dispostas sobre o
monitor, e apos 1,53 minutos de aclimatacdo em tela escura, foi exibida uma animacdo com
estimulos visuais criada no Microsoft Power Point (Office 365). A animacdo continha bolas
vermelhas (diametro 1,35 cm) que se moviam da esquerda para a direita numa reta com
trajetéria de 2 cm na area de estimulo (metade inferior do poco) durante 5 minutos. O
quantitativo de larvas no mesmo quadrante do poco forneceu dados referentes ao nivel de
agrupamento e coesao social entre elas. Para coleta dos dados foi realizada uma analise a cada
30 s (NERY et al. 2014; BRIDI et al. 2017).
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4.4. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados dos testes de Tigmotaxia, Sensibilidade ao Toque e os dados referentes a
sobrevivéncia dos animais foram analisados por oneway ANOVA. Quando a diferenga foi
significativa, as médias foram comparadas por meio do teste de Tukey com p < 0,05. Para 0s
dados referentes as Bolas Saltitantes, foi usado o teste de simetria de MCNemar. Para as
analises estatisticas utilizou-se o software Origin Pro Academic 2015 (Origin Lab.
Northampton, MA, EUA).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dados referentes a sobrevivéncia dos animais sdo apresentados na figura 4. A partir
da figura 4, observa-se que o percentual de sobrevivéncia das larvas de zebrafish foi

significativamente reduzido nos grupos expostos as concentracdes de 12 e 15 ug/L de

rotenona.
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Figura 4: O percentual de sobrevivéncia das larvas de zebrafish foi significativamente reduzido (p < 0,05) nos

grupos expostos as concentragoes de 12 e 15 pg/L de rotenona.

Andrade et al. (2023) observaram alta taxa de mortalidade no modelo de toxicidade
embriolarval de zebrafish nas maiores concentragoes utilizadas (15 ¢ 20 pg/L). Segundo os

mesmos autores, a execucdo de testes com animais expostos a essas concentragfes mais altas
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podem ser dificultadas pela reducéo significativa na sobrevivéncia destes. Ainda vale ressaltar
que no modelo embriolarval utilizado por Andrade et al. (2023) houve maior mortalidade do
que no modelo larval utilizado em nosso estudo, o que torna este Gltimo mais adequado para o
estudo da DP, onde h& o enfoque nos parametros neurocomportamentais.

Os resultados do teste de tigmotaxia, utilizado para avaliar comportamentos analogos a
ansiedade, séo apresentados na figura 5. A partir dos dados contidos na figura 5, observa-se
que a rotenona afetou a tigmotaxia nos grupos com concentragdes maiores e iguais a 11 pg/L.
Ainda, neste teste, observou-se que aproximadamente 90% das larvas do grupo DMSO
mantiveram-se proximas as bordas dos pogos, sendo este 0 comportamento esperado para o

referido grupo.
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Figura 5: A tigmotaxia foi significativamente afetada (p < 0,05) em larvas de zebrafish expostas as

concentracdes maiores e iguais a 11 pg/L de rotenona.

Andrade et al. (2023) também utilizaram o teste de tigmotaxia para avaliar
comportamentos analogos a ansiedade em modelo embriolarval de zebrafish exposto a
rotenona. A exposicao dos embribes de zebrafish foi feita a partir de 2 hpf as concentrac6es
de 5, 10, 15 e 20 pg/L. Ainda, no referido estudo, foram observadas mudancas na tigmotaxia
das larvas nas maiores concentragdes utilizadas (15 e 20 pg/L). Os mesmos autores

concluiram que as alteragdes na tigmotaxia podem indicar que a rotenona é capaz de alterar a
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atividade neuronal, causando mudangas no comportamento semelhante a ansiedade, o que
fundamenta os nossos achados. Os estudos que investigaram comportamentos do tipo
ansiedade em larvas de zebrafish expostas as neurotoxinas para inducdo a DP-like ainda sdo
escassos. No entanto, existem alguns outros estudos que avaliaram este tipo de
comportamento em peixes adultos. Por exemplo, Wang et al. (2017) avaliaram um
comportamento semelhante a ansiedade em zebrafish adultos como modelo DP-like expostos
a rotenona. Este comportamento foi avaliado por meio do teste de preferéncia claro/escuro.
Nesse mesmo estudo, uma concentragao de 2 pg/L foi capaz de afetar 0 comportamento dos
animais. De acordo com 0s mesmos autores, estes achados foram relacionados principalmente
com a deplecdo de dopamina no cérebro ocasionada pela acdo da rotenona, ja que esta € capaz
de inibir o complexo mitocondrial | dos neurénios dopaminérgicos, ocasionando a morte
destes. Adicionalmente, assim como os peixes adultos, as larvas de zebrafish possuem sistema
dopaminérgico — nas larvas de zebrafish, as projecGes dopaminérgicas estdo completamente
formadas entre 3 e 4 dpf (DU et al., 2016; KALYN et al., 2019). Diante disso, assim como foi
visto no estudo utilizando peixes adultos, sugere-se que a rotenona tenha atuado de forma
semelhante em nosso estudo causando perda dopaminérgica, e consequentemente, as
alteracdes no comportamento analogo a ansiedade das larvas utilizadas no nosso estudo.

No teste de sensibilidade ao toque, utilizado para verificar a capacidade de resposta a
estimulos mecanicos, observou-se reducdes significativas na exibicdo de comportamento de
fuga como resposta ao toque (Figura 6) nos grupos com as 4 maiores concentracdes (RT 11,
RT 11,25, RT 12, RT 15).
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Figura 6: Larvas de zebrafish apresentaram reducdes significativas (p < 0,05) na exibicdo de comportamento de

fuga em resposta ao toque quando expostas as concentragdes maiores e iguais a 11 pg/L.
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Andrade et al. (2023) também utilizaram zebrafish exposto a rotenona para avaliar
respostas a estimulos mecénicos por meio do teste de sensibilidade ao toque em um modelo
de toxicidade embriolarval. Como resultado, observaram uma redugdo significativa no
comportamento de fuga como resposta ao toque em larvas expostas a maior concentragdo de
rotenona (20 pg/L). Ademais, os autores explicaram que a diminuicao da sensibilidade pode
estar associada & agdo neurotoxica da rotenona. Ainda, num estudo realizado por Lam et al.
(2005), a neurotoxina MPTP foi administrada para induzir neurodegeneracdo em embrides de
zebrafish 24 hpf, quando os neurbnios dopaminérgicos sdo detectados pela primeira vez no
diencéfalo, e foi utilizado um teste semelhante ao nosso para verificar respostas a estimulos
tateis em 72 hpf. Os mesmos autores observaram que as larvas do grupo controle
apresentaram fortes reflexos por meio da movimentacdo do tronco, enquanto as larvas tratadas
com MPTP produziram respostas tateis fracas e breves. Ou seja, a exposi¢cdo a neurotoxina
MPTP ocasionou deéficits na resposta de natacdo das larvas. Este resultado fornece espaco
para a seguinte questdo: além da diminuicdo sensorial, a incapacidade ou dificuldade das
larvas de responderem ao teste de sensibilidade ao toque pode estar relacionada a defeitos na
locomocdo gerados pela neurotoxina utilizada para inducdo de sintomas DP-like. A rotenona
por também induzir neurodegeneracdo dopaminérgica, e consequentemente, a reducdo dos
niveis de dopamina, pode ter afetado a capacidade das larvas de apresentar respostas motoras
quando submetidas ao teste de sensibilidade ao toque, da mesma forma que foi observado em
modelo DP-like exposto a MPTP. Isso pode ser justificado pelo fato de que, além de outros
aspectos, o neurotransmissor dopamina esta intrinsecamente relacionado ao controle motor
(ISAACSON et al., 2023), e a producdo da dopamina de forma insuficiente resulta em déficits
locomotores, o que também pode ter ocorrido com as larvas do nosso estudo. Portanto, 0s
resultados encontrados em nosso trabalho confirmaram que a rotenona pode afetar a

capacidade de resposta ao teste de sensibilidade ao toque dos animais.
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Os resultados do teste de bolas saltitantes sdo apresentados na figura 7. A partir da
figura 7, € possivel observar que a rotenona afetou a capacidade de resposta de agrupamento

das larvas em concentragdes maiores e iguais a 11 pg/L.
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Figura 7: Larvas de zebrafish apresentaram reducdes significativas (p < 0,05) na resposta de agrupamento em

concentracdes maiores e iguais a 11 pg/L.

Pouco se sabe sobre 0s impactos da rotenona no comportamento social do zebrafish.
Entretanto, um estudo recente mostrou que a rotenona alterou esse comportamento no peixe
adulto (ILIE et al., 2022). Apesar disso, ndo foram encontrados na literatura estudos avaliando
a capacidade de agrupamento como resposta a estimulos aversivos em larvas de zebrafish
expostas a neurotoxinas utilizadas para inducdo de sintomas DP-like. Sendo assim, € preciso
levar em consideracdo que o comportamento social integra alguns aspectos, como por
exemplo, a capacidade cognitiva — percepcdo de fatores ambientais e manifestacdo de
respostas de interacdo espacial e social adequadas por parte das larvas. Além disso, a resposta
cognitiva esta relacionada com a capacidade visual (perceber o ambiente e o estimulo) e
locomotora (movimento de fuga e aproximacao entre os coespecificos) (BAILEY et al., 2015;
MESALKINA et al., 2017; GERLAI et al., 2020). Diante disso, a resposta de agrupamento
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das larvas de zebrafish no nosso teste de bolas saltitantes pode ter sido prejudicada por
alteracdes locomotoras ocasionadas pela acdo da rotenona, assim como foi observado no teste
de sensibilidade ao toque. No estudo de Kalyn et al. (2019) larvas de zebrafish, que assim
como no presente estudo, foram expostas a rotenona a partir de 72 hpf (3 dpf), apresentaram
defeitos de locomocédo que resultaram em uma reducdo de 46% na distancia total percorrida
durante a natacdo. Além disso, houve diminui¢des acentuadas na expressdo génica de thl
(tirosina hidroxilase), uma enzima envolvida na sintese de dopamina, além da perda
significativa de neurdnios dopaminérgicos no diencéfalo ventral das larvas. O que também
pode justificar neuroquimicamente os provaveis déficits locomotores encontrados nas larvas
dos nossos testes. Ainda, apesar dos mesmos autores terem realizado a exposicéo de larvas de
zebrafish em 72 hpf (3 dpf), o tempo de exposicdo foi até 168 hpf (7 dpf). Além disso, o
modelo utilizado foi de linhagem transgénica e a temperatura ambiente a qual os animais
estavam submetidos foi de aproximadamente 23 °C. Diante do exposto, ndo é possivel uma
comparacgdo direta de resultados devido ao artigo de Kalyn et al. (2019) ser realizado em
condigdes diferentes do nosso. Neste contexto, variagdes relevantes no comportamento podem
ser observadas dependendo da linhagem do zebrafish e dos parametros ambientais sob 0s
quais os animais estdo expostos (SILVA et al., 2023), o0 que torna 0 nosso estudo distinto ao
estudo de Kalyn et al. (2019).

Ainda, considerando que o teste de bolas saltitantes envolve estimulos visuais e
interacdo entre coespecificos, € valido considerar que a capacidade de resposta das larvas a
este teste também envolve competéncia visual, ou seja, as larvas devem ser capazes de
visualizar os estimulos e umas as outras para responderem positivamente ao teste. Poucos
estudos avaliaram a acuidade visual do zebrafish exposto a rotenona e outras neurotoxinas
utilizadas para induzir DP-like. No entanto, Li e Dowling (2000) avaliaram a sensibilidade
visual do zebrafish adulto exposto a 6-OHDA por injecao intraocular, e concluiram que houve
alteracdes visuais decorrentes primariamente da reducdo de dopamina na retina dos peixes,
uma vez que esta neurotoxina também é capaz de causar neurodegeneracdo dopaminérgica.
Adicionalmente, existem estudos que mostram danos na retina e alteracGes visuais em ratos e
camundongos sob administracdo da rotenona (BIEHLMAIER et al., 2007; ZHANG et al.,
2006; SASAOKA et al., 2020) e MPTP (TATTON et al., 1990). Ainda, ha um consenso entre
0s mesmos autores de que as alteracGes visuais ou retinianas nos modelos propostos possuem
relacdo com estresse oxidativo e deficiéncia dopaminérgica. Os mecanismos de acdo da
rotenona, assim como de outras neurotoxinas, envolvem estresse oxidativo e reducdo dos

niveis de dopamina, e da mesma forma que os modelos utilizados nos referidos estudos, as
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larvas de zebrafish apresentam neurdnios dopaminérgicos na retina, sendo estes ja detectados
em 72 hpf (HOLZSCHUH et al., 2001). Diante disso, além das provaveis alteracdes
locomotoras ja observadas em outro teste do nosso estudo, ha a possibilidade de que a
incapacidade das larvas de responderem ao teste das Bolas Saltitantes também esteja
relacionada a alteragdes visuais decorrentes da degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos da
retina das larvas pela acdo da rotenona.

Em face do exposto, ¢ possivel realizar o seguinte questionamento: “Serd que a
rotenona afetou a capacidade visual das larvas, e a partir disso, elas apresentaram dificuldade
em enxergar 0s coespecificos? Ou serd que a rotenona afetou a locomogdo, e
consequentemente, a capacidade das larvas de nadarem até os coespecificos?”. Estas duas
hipoGteses precisam ser comprovadas através de futuros experimentos.

Como foi visto ao decorrer do presente estudo, as concentracdes de rotenona capazes
de causar alteracdes comportamentais nas larvas de zebrafish consistem no intervalo de 11 a
15 pg/L, no entanto, as concentragcbes de 12 e 15 pg/L reduziram significativamente a
sobrevivéncia dos animais. Diante disso, considerando um maior percentual de sobrevivéncia
e a presenca de defeitos significativos em todos os testes, as concentragdes mais indicadas

para se observar efeitos comportamentais neste modelo foram 11 e 11,25 ug/L.
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6 CONCLUSOES

o Diante do trabalho exposto, podemos concluir que foi possivel avaliar pardmetros
comportamentais de larvas de zebrafish expostas a rotenona, uma vez que o modelo
utilizado se mostrou adequado para analisar sintomas DP-like;

o Foi possivel inferir que o tempo de inicio e duracdo de exposicao a rotenona, bem como
as quatro maiores concentracdes utilizadas (11, 11,25, 12 e 15 ug/L) forneceram efeitos
comportamentais satisfatérios (no que diz respeito a mimetizacdo de fenotipos
parkinsonianos) em todos os testes realizados;

o Levando em consideragdo um maior percentual de sobrevivéncia e a presenca de
defeitos significativos em todos os testes, as concentracdes mais indicadas para se
observar efeitos comportamentais neste modelo foi 11 e 11,25 pg/L;

o Haja vista que o modelo utilizado se mostrou apropriado, hd a possibilidade da
aplicacdo deste para a triagem de compostos que possam contribuir para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o tratamento da doenca e

melhora da qualidade de vida dos individuos acometidos.
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