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RESUMO

A inducdo de sintomas semelhantes aos da Doenca de Parkinson (DP-like) em diferentes
estagios de vida do zebrafish por exposicao a rotenona foi analisada e o desenvolvimento de
produtos tecnoldgicos para o tratamento da DP foi proposto. Para a avaliacdo dos parametros
comportamentais e da atividade locomotora de zebrafish adultos expostos a rotenona, foi
desenvolvido um dispositivo para captacdo de imagens com suportes para cameras de video.
O desenvolvimento deste dispositivo resultou em uma patente de invencdo, um desenho
industrial e permitiu a realizacdo dos testes comportamentais. Apds previa aprovacao pela
CEUA-UFRPE, foram realizados testes em zebrafish adultos e em estagios iniciais. Com
intuito de induzir sintomas DP-like em adultos de zebrafish, os peixes foram expostos a 2 € 5
ug/L de rotenona por 28 dias e sintomas motores e ndo motores DP-like foram avaliados. As
concentragOes utilizadas em zebrafish foram capazes de produzir efeitos negativos
semelhantes aos sintomas motores da DP, porém ndo foram observadas alteraces
comportamentais como sintoma ndo motor da DP. Zebrafish em estagios iniciais de vida
expostos a 5, 10, 15 e 20 pg/L de rotenona foram avaliados em parametros toxicoldgicos.
Além disso, testes comportamentais foram realizados nas larvas com 144 horas pos-
fertilizagdo (hpf), para avaliar os sintomas ndo motores da DP, relacionados com ansiedade,
resposta a estimulos fisicos, acuidade visual e capacidade motora. Os resultados
demonstraram o potencial de 10 e 15 pg/L de rotenona causar efeitos toxicos avaliaveis e
Uteis nas triagens de farmacos, como atraso no desenvolvimento embrionario, defeitos
teratogénicos, reducdo de tamanho e mortalidade. A rotenona também provocou mudanca em
padres de ansiedade e auséncia de resposta a estimulos fisicos, que corrobora o zebrafish
como um modelo animal DP-like adequado para estudos de triagem e terapéutica de novos
farmacos para DP. Posteriormente, o potencial terapéutico da levodopa (LD) e do 6leo
essencial (OE) de Piper nigrum nos mesmos parametros toxicoldgicos e comportamentais de
zebrafish DP-like expostos a concentracdo de rotenona determinada no teste anterior foi
avaliado. Foi observado que o tratamento do zebrafish DP-like com LD resultou na protegédo
parcial contra a toxicidade da rotenona, enquanto o tratamento com OE forneceu protecédo
contra déficits motores e visuais. Como alternativa nanotecnologica para o tratamento da DP,
foram propostas diferentes formulagdes de nanoemulsdes 6leo/agua, contendo LD associada
ao OE de P. nigrum. O desenvolvimento desta nanoemuls@o resultou em uma patente de
processo que produziu vesiculas estaveis, compostas pelo OE, um surfactante, LD e tampéo
fosfato com pH neutro, de tamanho medio de 154,80 + 3,40 nm, 0,322 de indice de

polidispersdo e potencial zeta de -33,8 mV. Diante dos resultados obtidos, consideramos que



0 zebrafish exposto a rotenona é um modelo animal viadvel para realizacdo de estudos de
triagem e de terapéutica de novos farmacos para a DP. Adicionalmente, a utilizacdo do OE de
P. nigrum e sua formulacdo de nanoemulsdo associada com LD pode ser uma alternativa para
reduzir os sintomas da DP, porém ainda é necessario a realizacdo de estudos adicionais para

entender os efeitos da nanoemulsdo em testes in vivo.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson; Modelo animal; Zebrafish; Comportamento animal;

Nanotecnologia.



ABSTRACT

The induction of symptoms similar to Parkinson’s disease (PD-like) in different stages of
zebrafish life by rotenone exposure was analyzed and the development of technological
products for the treatment of PD was proposed. For the evaluation of behavioral parameters
and locomotor activity of adult zebrafish exposed to rotenone, a device was developed to
capture images with supports for video cameras. The development of this device resulted in
an invention patent, an industrial design and allowed the conduct of behavioral tests. After
previous approval by CEUA-UFRPE, tests were performed on adult and in early stages
zebrafish. In order to induce PD-like symptoms in adults of zebrafish, fish were exposed to 2
and 5 pg/L of rotenone for 28 days and motor and non-motor symptoms of PD-like were
evaluated. The concentrations used in zebrafish were able to produce negative effects similar
to the motor symptoms of PD, but no behavioral changes were observed as a non-motor
symptom of PD. Zebrafish in early stages of life exposed to 5, 10, 15 and 20 pg/L of rotenone
were evaluated in toxicological parameters. In addition, behavioral tests were performed on
larvae with 144 hours post-fertilization (hpf), to evaluate the non-motor symptoms of PD,
related to anxiety, response to physical stimuli, visual acuity and motor capacity. The results
demonstrated the potential of 10 and 15 pg/L of rotenone to cause evaluable and useful toxic
effects in drug screening, such as delay in embryonic development, teratogenic defects, size
reduction and mortality. Rotenone also caused changes in anxiety patterns and absence of
response to physical stimuli, which corroborates zebrafish as a suitable PD-like animal model
for screening and therapeutic studies of new drugs for PD. Subsequently, the therapeutic
potential of levodopa (LD) and Piper nigrum essential oil (EO) in the same toxicological and
behavioral parameters of zebrafish PD-like exposed to rotenone concentration determined in
the previous test was evaluated. It was observed that the treatment of zebrafish PD-like with
LD resulted in partial protection against rotenone toxicity, while the treatment with OE
provided protection against motor and visual deficits. As a nanotechnological alternative for
the treatment of PD, different formulations of oil/water nanoemulsions containing LD
associated with P. nigrum EO were proposed. The development of this nanoemulsion resulted
in a process patent that produced stable vesicles, composed by EO, a surfactant, LD and
phosphate buffer with neutral pH, average size of 154.80 3.40 nm, 0.322 polydispersity index
and zeta potential of -33.8 mV. Given the results obtained, we consider that the zebrafish
exposed to rotenone is a viable animal model for conducting screening studies and therapy of

new drugs for PD. Additionally, the use of P. nigrum EO and its formulation of nanoemulsion



associated with LD may be an alternative to reduce the symptoms of PD, but further studies

are still necessary to understand the effects of nanoemulsion in vivo tests.

Keywords: Parkinson's Disease; Animal model; Zebrafish; Animal behavior;

Nanotechnology.
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1 INTRODUCAO

A Doenca de Parkinson (DP) é o segundo distdrbio neurodegenerativo mais comum
apos a Doenca de Alzheimer e possui prevaléncia de aproximadamente 1% na populacao
acima dos 60 anos e 4% acima dos 85 anos (DENG; WANG; JANKOVIC, 2017). No entanto,
a DP é a doenga neurodegenerativa progressiva com crescimento mais rapido em prevaléncia
e numero de incapacitados, tornando-se uma das principais causas de incapacidade no mundo
(DORSEY, 2018). Esta doenca se caracteriza por ser um distarbio neurodegenerativo
progressivo com sintomas motores, como tremores, rigidez e instabilidade postural
(DICKSON, 2018). Apesar dos sintomas motores serem mais aparentes e faceis de identificar,
a DP possui uma gama de sintomas ndo-motores, como perda de olfato, disturbios do sono,
alteracdes de personalidade, depressdo, desordens neuropsiquiatricas, dificuldade de fala e
degluticdo (SANTOS et al., 2022).

Além dos fatores acima citados, a DP é considerada uma doenca complexa pois a
etiologia exata e 0s mecanismos patogénicos ainda ndo sdo totalmente compreendidos e
provavelmente sdo multifatoriais (WRANGEL et al., 2015; GEORGIOU et al., 2019). Dentre
o0s principais fatores de risco relacionados com a DP estdo os ambientais, como exposi¢édo a
neurotoxinas, traumatismos cranianos e idade, e os fatores genéticos (GEORGIOU et al.,
2019). Adicionalmente, evidéncias sustentam que o estresse oxidativo e a deficiéncia do
complexo | da cadeia respiratoria mitocondrial desempenha um papel central na patogenia da
DP (WRANGEL et al., 2015). Todavia, € estabelecido que a DP envolve a perda progressiva
de neuronios dopaminérgicos da parte compacta da substancia nigra e a acumulacdo de a-
sinucleina nos corpos de Lewy, ocasionando desnervagdo nas vias neurotransmissoras
responsaveis pelos principais defeitos motores (ZESIEWICZ, 2019).

Em razdo da morte dos neurbnios dopaminérgicos e a consequente reducao dos niveis
de dopamina, um precursor de dopamina conhecido como levodopa (LD) é a principal
estratégia farmacologica e considerada padrdo ouro no tratamento da DP (ARMSTRONG,;
OKUN, 2020). A LD é um farmaco que atua primariamente na reposi¢cdo de dopamina para a
melhora dos sintomas motores da doenca, porém a LD n&o reduz a progressdo da doenca e
n3o trata diretamente os sintomas ndo motores (ARMSTRONG; OKUN, 2020; VAZQUEZ-
VELEZ; ZOGHBI, 2021). Em contrapartida, mesmo sendo considerado padrdo ouro, 0
tratamento com LD pode provocar varios efeitos colaterais neurolégicos, na qual muitos
pacientes que respondem ao medicamento também desenvolvem flutuacbes motoras e

discinesias (LEE; YANKEE, 2021). Adicionalmente, dentre os principais desafios
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farmacoldgicos enfrentados em relacdo a LD estdo sua distribuicdo descontinua no
organismo, meia-vida curta, baixa biodisponibilidade e janela terapéutica estreita
(TAMBASCO; ROMOLI; CALABRESI, 2018).

Diante dos desafios ja citados do tratamento com a LD, é necessario a realizacdo de
estudos em busca de alternativas para melhorar os tratamentos disponiveis ou o
desenvolvimento de novos tratamentos. Uma alternativa para auxiliar as caracteristicas da LD
e de outros farmacos é a utilizacdo de sistemas de nanoemulsdo, pois possuem o potencial
carreador para a entrega eficiente através da barreira hematoencefalica (ZAINOL et al., 2012).
As nanoemulsdes sdo capazes de aumentar a permeabilidade ou biodisponibilidade de
farmacos com baixa biodisponibilidade através da pele e membrana gastrointestinal
(HARWANSH et al.,, 2019). Outras vantagens atribuidas a esses sistemas estdo a
biocompatibilidade e a biodegradabilidade, serem fisicamente estaveis e relativamente faceis
para producdo em larga escala utilizando tecnologia comprovada (LI et al., 2008).

Outra abordagem que tem sido utilizada consiste na utilizagdo dos farmacos da
medicina convencional associados a produtos naturais oriundos de plantas, conhecidos como
fitoterapicos, para prevencdo e tratamento da DP (MYTHRI et al., 2012). Os fitoterapicos
possuem uma ampla variedade de moléculas fitoquimicas, como flavonoides, taninos e
terpendides que revelaram beneficios protetores e terapéuticos em diferentes enfermidades,
como as doencas neuropsicolégicas (SHAHPIRI et al., 2016). Um dos compostos que se
destaca entre os fitoterapicos sdo os 6leos essenciais (OES), liquidos volateis presentes em
diferentes partes das plantas (BUKOLA et al., 2020). Em estudos prévios, os OEs se
destacaram por possuir varias propriedades bioldgicas incluindo atividades antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antioxidante, anticancer e antidiabéticas (LI et al., 2012; FORRESTER et
al., 2014; RASHED et al., 2021). Na pesquisa de Shrivastava et al., (2013), foi utilizado
fitoquimicos de Piper nigrum (pimenta negra), uma das especiarias mais populares utilizadas
no mundo pertencente a familia Piperaceae, para o tratamento de ratos como modelo animal
de sintomas semelhantes a DP (DP-like) induzidos pela neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-
OHDA). Nesta pesquisa foi demonstrado propriedades antioxidantes, anti-apoptéticos e anti-
inflamatdrias dos fitoquimicos de P. nigrum que melhoraram a capacidade de aprendizagem
cognitiva dos ratos tratados em comparacao aos nao tratados (SHRIVASTAVA et al., 2013).

A descoberta de novos tratamentos para uma doenca complexa como o Parkinson
necessita da realizacdo de estudos pré-clinicos em modelos animais para responder questdes
cruciais sobre a eficicia e seguranca dos novos tratamentos (LARIJANI et al., 2019). Um

modelo animal que se mostra adequado para esse tipo de pesquisa € o peixe Danio rerio



19

(mundialmente conhecido como zebrafish) pois apresenta diversas vantagens como modelo
animal e é bastante utilizado como modelo de doencas neuroldgicas e testes farmacoldgicos
(BASNET et al., 2019). Zebrafish sdo peixes teledsteos de d&gua doce com pequeno porte (3 a
4 cm de comprimento) pertencentes a familia Cyprinidae oriundos do Sul da Asia, possuindo
preferéncia pela regido tropical (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012). As principais
vantagens do zebrafish sdo: pequeno tamanho na fase larval e adulta, embrides transparentes,
baixos custos para sua manutencdo, fertilizacdo externa e rapida, capacidade reprodutiva
robusta e alta possibilidade de testes com métodos quantitativos em larga escala (DOYLE;
CROLL, 2022). Esse peixe se destaca como modelo animal pelo genoma altamente
conservado com os dos humanos, sendo cerca de 76 até 82% dos genes de doencas humanas
também presentes no zebrafish (CALISKAN; EMEKLI-ALTURFAN, 2021).

A utilizacdo do zebrafish como modelo animal respeita o principio bioético dos "3
Rs", pois podem substituir (Replacement) animais de maiores niveis taxondémicos, como 0s
mamiferos, promover a reducdo (Reduction) no uso de mamiferos nas primeiras fases de
testes de substancias candidatas para tratamento farmacologico e refinar (Refinement) da
administracdo das substancias que serdo testadas por imersdo no ambiente aquoso, reduzindo
0 uso de procedimentos invasivos (CASSAR et al., 2020). Para que o zebrafish se torne um
modelo animal que apresente mecanismos e sintomas semelhantes ao da DP utiliza-se
substancias neurot6xicas indutoras como 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridna (MPTP), a
6-OHDA, o paraquat e a rotenona (KALYN M, et al., 2020). Dentre essas substancias a
rotenona, um pesticida utilizado na aquicultura, foi escolhida por agir na inibicao funcional do
complexo mitocondrial I, criando estresse oxidativo que resulta na perda de neurdnios
dopaminérgicos (WATABE; NAKAKI, 2007). No entanto, mesmo a rotenona ja tendo sido
utilizada em estudos para inducdo do zebrafish DP-like, a sua natureza toxica em peixes
dificulta na determinacdo de uma concentracdo O&tima para reduzir os neurbnios
dopaminérgicos, provocar sintomas e a0 mesmo tempo causar baixa mortalidade (KALYN et
al., 2020). Alem disso, ainda ha necessidade do entendimento dos variados sintomas da DP,
principalmente os ndo-motores, que foram pouco estudados em zebrafish em diferentes

estagios de vida.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA DE PARKINSON

Inicialmente a Doencga de Parkinson (DP) foi descrita no ano de 1817 como "shaking
palsy" por James Parkinson e aproximadamente 50 anos depois o neurologista Jean Martin
Charcot reconheceu o significado da descoberta de Parkinson e renomeou o transtorno como
"maladie de Parkinson™ ("Mal de Parkinson"), de acordo com Obeso et al. (2017). Essa
doenca é um distdrbio neurodegenerativo progressivo caracterizado por bradicinesia, tremor,
rigidez e instabilidade de postura (WHO, 2006; DICKSON, 2018). No entanto, atualmente
essa doenca ndo € mais considerada um transtorno puramente de movimento, mas uma
desordem multissistémica e multi-sintomatica (OERTEL; SCHULZ, 2016). Portanto, além
dos sintomas motores da DP, h& outros sintomas ndo motores como a hiposmia, desordens no
sono, alteracdes de personalidade, dor, depressdo e em portadores com a doenca em estagios
mais avancados ocorrem distlrbios neuropsiquiatricos, instabilidade postural e quedas,
congelamento da marcha, dificuldade de fala e degluticdo (SANTOS et al., 2022).

A fisiopatologia da DP envolve a perda progressiva de neurénios dopaminérgicos da
parte compacta da substancia nigra e a acumula¢do de a-sinucleina nos corpos de Lewy,
ocasionando desnervagdo nas vias neurotransmissoras responsaveis pelos principais defeitos
motores (ZESIEWICZ, 2019). Os sintomas da DP ndo se desenvolvem até que cerca de 50-
60% dos neurdnios da substancia nigra sejam perdidos e cerca de 80-85% do conteudo de
dopamina do corpo estriado esteja esgotado (WIRDERFELDT et al., 2011). No entanto, a
etiologia exata da DP continua desconhecida e é provavelmente multifatorial, mas evidéncias
experimentais sustentam o conceito de que o estresse oxidativo e a deficiéncia do complexo |
da cadeia respiratoria mitocondrial desempenha um papel central na patogenia (WRANGEL
et al., 2015).

A DP é provavelmente causada por varios fatores que levam a deterioracdo dos
neurdnios dopaminérgicos, sendo estimado que 5% até 10% dos pacientes possuem causas
genéticas para a doenga (ZESIEWICZ, 2019). Outras causas apontadas que podem ser
associadas com a DP sdo fatores ambientais, como ferimentos na cabeca, e exposicdo a
substancias toxicas, incluindo pesticidas (como rotenona e paraquat), metais pesados (como
manganés, chumbo e cobre) e outras substancias (como bifenilos policlorados, tricloroetileno,
percloroetileno e tetracloreto de carbono) (ZESIEWICZ, 2019).
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Segundo Postuma et al. (2015), provavelmente existe um periodo pré-sintomatico de
varios anos ou decadas, em que alteracfes neuropatoldgicas e uma reducdo de dopamina ja
esteja presente sem a manifestacdo de sintomas clinicos. Estudos extensivos em cérebros
humanos normais e doentes mostraram que as inclusdes de o-sinucleina emergem numa
ordem previsivel em diferentes partes do cérebro, tornando possivel distinguir seis fases do
acumulo da a-sinucleina e isso relaciona-se com a progressdo da sintomatologia da doenca, de
acordo com Braak e Del Tredici (2009). Nos estagios iniciais (I e II), as inclusdes de a-
sinucleina geralmente ocorrem nos neurdnios colinérgicos e monoaminérgicos do tronco
encefélico inferior, no nicleo motor dorsal vago e nervos glossofaringeo ou no bulbo olfativo,
sendo casos ainda assintomaticos. Os estagios Il e IV sdo representados por infiltracGes
semelhantes nos neurdnios do mesencéfalo, prosencéfalo basal e a substantia nigra comeca,
mesmo subclinicamente, a ser afetada, assim como o inicio dos sintomas motores da DP. Nos
ultimos estagios (V e VI), os corpos de Lewy sdo encontrados nas regides do cérebro limbico
e neocortex com progressdo da doenca, provavelmente causando muitos dos sintomas
cognitivos associados a DP avancada (OERTEL; SCHULZ, 2016; POEWE et al., 2017).

Adicionalmente, o diagnostico preciso e a deteccdo precoce da DP tém o potencial de
ser um beneficio crucial para o tratamento clinico dos pacientes e para o estudo de abordagens
terapéuticas (NALLS et al., 2015). Dessa forma, como forma de evitar que haja falsos
positivos ou diagndsticos equivocados da DP, a Sociedade Internacional de Parkinson e
Disturbios no Movimento (MDS, do inglés: International Parkinson and Movement Disorder
Society), apresenta critérios de diagnéstico para a DP (POSTUMA et al., 2015). Os critérios
sdo divididos em dois passos, 0 primeiro avalia o diagnéstico de parkinsonismo (principal
caracteristica) pela presenca de bradicinesia como lentiddo de movimento e decréscimo na
amplitude ou velocidade a medida que os movimentos sdo continuados, em combinacdo com
pelo menos um entre rigidez e/ou tremor de repouso (POSTUMA et al., 2015). O segundo
passo é determinar a DP como causa do parkinsonismo com dois niveis de certeza
diagnostica, para que essa certeza seja estabelecida € necessario preencher todos os trés
seguintes parametros: 1. auséncia de critérios absolutos de exclusao, que incluem evidéncias
clinicas ou de imagem para diagnoésticos alternativos de parkinsonismo, como parkinsonismo
atipico, parkinsonismo induzido por drogas ou tremor essencial; 2. dois ou mais dos seguintes
critérios: a responsividade a levodopa, presenca de tremor de repouso classico, a presenca de
discinesias induzidas por levodopa, ou presenca de perda olfatdria; 3. auséncia de fortes
sinais, no qual refere-se a caracteristicas que sdo incomuns, mas ndo absolutamente

excludentes para a DP, por exemplo, a rapida progressdo do comprometimento da marcha que
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requer o uso de cadeiras de rodas ou o desenvolvimento de insuficiéncia autondmica severa
dentro de 5 anos apos o inicio (POSTUMA et al., 2015).

Embora o diagnostico da DP seja possivel, entre 75% e 95% dos pacientes
diagnosticados com DP por especialistas tém seu diagnéstico confirmado em autopsia
(POSTUMA et al., 2015). Assim como o diagndstico, o tratamento para DP é bastante
complexo e permanece apenas sintomatico, pois ainda ndo ha tratamento efetivo ou
medicamento que possa interromper ou retardar o0 processo de neurodegeneracdo da DP até o
momento (OERTEL; SCHULZ, 2016; GAO et al., 2019). Atualmente o tratamento para a DP
inclui farmacoterapia, neurocirurgia estereotaxica funcional e terapia de suporte, como
exemplo a fisioterapia, terapia da fala e medidas dietéticas (OERTEL; SCHULZ 2016). Os
sintomas motores podem ser reduzidos pela utilizacdo de drogas que aumentam o nivel de
dopamina no sistema nervoso central ou mimetizam os seus efeitos (BASSANI; VITAL,;
RAUH, 2015).

2.1.1 Prevaléncia e custos da Doenca de Parkinson

Os distarbios neurolégicos contribuem aproximadamente para 11% da carga global de
doencas e é previsto um incremento desse nimero nos préximos anos devido ao
envelhecimento da populagdo global (KARAMI et al., 2019). Entre esses distarbios
neurodegenerativos a Doenca de Parkinson (DP) é a segunda mais comum apds a Doenca de
Alzheimer (DA), sendo que a prevaléncia da DP é de aproximadamente 1% dos individuos
acima dos 60 anos e 4% da populacdo acima dos 85 anos (DENG; WANG; JANKOVIC,
2017). Paralelamente, de acordo com os dados examinados por Dorsey et al. (2018) no ultimo
Estudo Global de Doenca, Lesbes e Fatores de Risco (GBD, do inglés: Global Burden of
Disease, Injuries, and Risk Factors Study) em 2016, a doenca de Parkinson foi o distdrbio
neuroldgico que mais cresceu em prevaléncia, incapacidade e obitos. Nesse mesmo estudo,
estimou-se que o0 numero total de pessoas afetadas pela DP tenha mais que dobrado
globalmente entre 1990 e 2016.

No ano de 2016 o numero de pessoas com DP foi de 6,1 milhdes no mundo todo,
desse nimero 2,9 milhdes (47,5%) eram mulheres e 3,2 milhdes (52,5%) foram homens. De
acordo com Rocca (2018), o padréo dimdrfico da DP pode fornecer um ponto relevante para o
entendimento dos fatores de riscos ambientais e sociais. Pois a frequéncia de exposi¢do a
alguns fatores de risco é diferente entre homens e mulheres (SAVICA et al., 2013), como

tabagismo, traumatismo craniano e uso de pesticidas, ainda, é possivel que esses fatores de
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risco exercam interacOes diferentes de devido varidveis sexuais (por exemplo, efeitos de
hormdnios sexuais) ou varidveis de género (como educacgdo ou ocupactes diferentes).

No entanto, 0 aumento no nimero de pacientes com DP em todo mundo entre 1990 e
2016 nédo é explicado exclusivamente por um aumento no numero de pessoas mais velhas
(Dorsey et al., 2018). As taxas globais de prevaléncia padronizadas por idade aumentaram em
21,7% de 1990 a 2016 (de 18,1% para 25,3%, respectivamente) em comparagdo com um
aumento de 74,3% para a taxa de prevaléncia bruta (de 69,2% para 79,6%, respectivamente)
(Dorsey et al., 2018). Segundo o GBD, em 2016 no Brasil foram contadas aproximadamente
4.033 mortes causadas pela DP, com um aumento percentual de 15% entre 1990 e 2016 (de
11,1% para 19,6%). Em relacdo ao numero da prevaléncia o numero foi 128.836
representando um aumento de 16,4% (de 14,2% em 1990 para 18,7% em 2016). Em um
estudo de realizado por Dorsey et al. (2007), a previsao do numero de pessoas com a DP para
0 ano de 2030 serd de aproximadamente 9 milhdes em todo mundo, representando um
aumento de cerca de 48% em relagéo aos dados de 2016.

Em relacdo aos custos da DP, uma pesquisa realizada em 28 paises europeus
classificou a DP como a quarta doenca mais dispendiosa dentre os 12 disturbios neurolégicos
mais prevalentes e custosos (GUSTAVSSON et al., 2010). O custo anual da DP esta
diretamente correlacionado com a gravidade da doenca, de modo que 0s custos aumentam
com a progressdo da DP nas idades mais avancadas (DOWDING; SHENTON; SALEK,
2006). O primeiro estudo realizado no Brasil com objetivo de avaliar os custos associados a
DP foi realizado por Bovolenta et al. (2017), no qual foi mensurado que a média anual do
custo da DP por paciente em Séo Paulo é de US$ 5,853.50, sendo US$3.076,84 em custos
diretos, como compra de medicamentos e terapias, e 0 restante em custos indiretos. Nos
Estados Unidos, com uma prevaléncia de 630.000 casos de DP o custo calculado foi de
aproximadamente de US$ 22,800 por paciente e a carga econdmica da DP ultrapassou US$
14,4 bilhdes para este pais em 2010 (KOWAL et al., 2013). J4 em 2017, a prevaléncia
mensurada nos Estados Unidos aumentou para 1.040.000 individuos com DP diagnosticada,
gerando um salto na carga econdmica total para US$ 51,8 bilhdes (YANG et al., 2020). No
Japdo, de acordo com Yoritaka et al., (2016), o maior custo no tratamento clinico da DP sdo
os farmacos, que representam mais que 90% dos custos diretos. De acordo com Yang e Chen
(2017), o custo anual médio por paciente com DP na China foi de US$ 3,255.94, sendo
24,19% do total gasto com medicamentos antiparkinsonianos, principalmente levodopa e

agonistas dopaminérgicos.
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2.1.2 Tratamentos da Doenca de Parkinson

As opcdes de tratamento para DP devem ser direcionadas tanto para 0s sintomas
motores, quanto para os ndo-motores, podendo diferir dependentemente da severidade e
duracdo da doenca (ZESIEWICZ, 2019). A principal estratégia farmacol6gica para o
tratamento da DP consiste primariamente na reposicdo de dopamina para a melhora dos
sintomas da doenca (ARMSTRONG; OKUN, 2020). A levodopa (LD), agonistas de
dopamina e inibidores de monoamina oxidase-B (MAO-B) sdo Uteis para a reposi¢do dos
niveis dopaminérgicos na terapia inicial da doenca (ARMSTRONG; OKUN, 2020).

A LD é o padrdo ouro para o tratamento de DP e a droga mais eficaz para sintomas
motores (BALESTRINO; SCHAPIRA, 2019) (mais detalhes no tépico 2.1.2.1.). Os agonistas
da dopamina, que podem ser indicados como monoterapia nas fases iniciais da DP, pois
estimulam diretamente os receptores de dopamina pds-sinapticos no corpo estriado e estdo
associados com menor risco para discinesia, mas ndo sao tao efetivos quanto a LD na reversédo
de sintomas motores (BALESTRINO; SCHAPIRA, 2019). J& o potencial terapéutico dos
inibidores MAO-B esta na habilidade de diminuicdo do metabolismo da dopamina, capaz de
prolongar e potencializar a estimulacdo dopaminérgica, quando utilizado como tratamento
inicial pode atrasar a deterioracdo motora e a necessidade por terapia dopaminérgica adicional
(POEWE et al., 2017).

Entre os tratamentos farmacol6gicos por via dopaminérgica, a LD alcanga um melhor
controle dos sintomas motores da DP, porém ap6s seu uso em longa duracdo ou em altas
doses o paciente pode desenvolver discinesias e flutuagdes motoras (RIZEK et al., 2016). A
medida que o tratamento da DP se estende, os portadores geralmente necessitam de uma
frequéncia maior de LD e com maiores doses, pois 0s pacientes perdem a resposta ao longo
prazo para medicacBes dopaminérgica (ARMSTRONG; OKUN, 2020). Uma das formas de
reduzir os efeitos colaterais do tratamento por PD é utilizando forma de liberacdo prolongada
da LD, adicionando um inibidor MAO-B ou pela adi¢do de um agonista de dopamina para
prover uma resposta mais estavel (ZESIEWICZ, 2019). No entanto, ainda ndo existem
tratamentos que mudem o rumo da DP e consigam reverter a doenga (BALESTRINO,;
SCHAPIRA, 2019).

Neste sentido, pesquisas estdo sendo realizadas para utilizacdo de terapias com
medicamentos ndo-dopaminérgicos, com intuito de melhorar a sintomatologia motora da DP
sem causar potenciais efeitos colaterais oriundos do tratamento com reposi¢do dopaminérgica
(FREITAS; FOX, 2016; GONZALEZ-LATAPI et al., 2020). A maior parte do sucesso da
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terapia ndo-dopaminérgica esta sendo direcionada a reducdo de flutuagbes motoras e
discinesia, porém em monoterapia dos sintomas motores ndo houve novos farmacos n&o-
dopaminérgicos bem-sucedidos (GONZALEZ-LATAPI et al., 2020).

Além das estratégias farmacoldgicas, existem trés tratamentos cirdrgicos mais
utilizados para a DP, que s&o a cirurgia ablativa, estimulagdo cerebral profunda (EPC) e
enxerto de células mesencefalicas fetais (LEE; YANKEE, 2021). Dentre as cirurgias a
ablativa é a mais antiga e que possui maiores riscos, pois se baseia na criacdo de uma lesdao
dentro do globo palido interno, talamo ou nucleo subtalamico para interromper a via
hiperativa, causada pela perda da inervacdo dopaminérgica (LEE; YANKEE, 2021). A
cirurgia de EPC foi desenvolvida como uma alternativa menos arriscada para as cirurgias
ablativas bilaterais, as vias e sintomas que este tipo de cirurgia tenta mitigar é similar ao da
ablativa, mas envolve uma entrega de estimulacdo elétrica de alta frequéncia incessante para
0s ganglios da base (LEE; YANKEE, 2021). A utilizacdo de transplante de células pode ser
considerada potencialmente um tratamento futuro para DP, células-tronco embrionérias
humanas e células-tronco pluripotentes sdo algumas das células que estdo incluidas em
estudos de transplante (YASUHARA et al., 2017).

Devido ao fato de evidéncias indicarem que o estresse oxidativo e disfungdes
mitocondriais provavelmente atuam com um papel importante na patogénese da DP, a
tendencia da utilizacdo de produtos naturais, principalmente plantas com acéo antioxidantes,
como tratamento da DP tem ganhado espaco (RABIEI et al., 2019). Estudos indicaram que
uma parte dos compostos ativos de plantas medicinais e formulacdes de ervas tiveram efeitos
positivos sobre os modelos de DP in vitro e in vivo (LI et al., 2012).

Adicionalmente, além das interacbes medicamentosas, todos os pacientes com DP
devem ser encorajados a realizarem exercicios, desde que pratiguem em seguranca, pois
algumas evidéncias sugerem que exercicios aerobicos praticados por longos periodos podem
retardar a progressao da doenca (AHLSKOG, 2018).

2.1.2.1. Levodopa como tratamento da Doenca de Parkinson

O farmaco mais utilizado e considerada padréo ouro para o tratamento da DP hoje € o
Levodopa (LD), também denominada de L-Dopa (BALESTRINO; SCHAPIRA, 2019) (ver
propriedades Fisico-Quimicas na Tabela 1). Esse farmaco € um precursor da dopamina, que

possui a fungdo de repor os niveis deste neurotransmissor no sistema nervoso central
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(BASSANI; VITAL; RAUH, 2015). A LD é convertida em dopamina pela enzima L-
aminoacido aromatico descarboxilase no sangue (ABBOTT, 2010).

Segundo Hornykiewicz (2010), a LD € um L-isémero natural do aminoacido D, L-
dihidroxifenilalanina e foi isolado pela primeira vez do feijdo-fava em 1910-1911.
Posteriormente, a pesquisa realizada por Blaschko em 1942 descobriu que a enzima L-dopa
descarboxilase, através da descarboxilagdo, converte a LD biologicamente inerte na
catecolamina biologicamente ativa, a dopamina. Uma década depois, foi relatado pela
primeira vez o efeito excitatorio central da LD em roedores e foi sugerido a dopamina como o
metabdlito ativo da levodopa no cérebro (CARLSSON; LINDQVIST; MAGNUSSON, 1957).
Paralelamente a isso, na década de ‘60 ocorre o reconhecimento que o prejuizo neuroquimico
predominante da DP é uma deficiéncia de dopamina nas regides do cérebro envolvidas no
controle do movimento (EHRINGER; HORNYKIEWICZ, 1998). Subsequentemente,
Cortzias e colaboradores (1967), com as evidéncias iniciais sobre o papel da LD e sua relagao
com a DP, trataram alguns pacientes com a doenca e relataram melhorias marcantes em
alguns sintomas, como acinesia, tremor e rigidez. Apos a realizacdo de varios testes e estudos,
a agéncia federal dos EUA, Food and Drug Administration (FDA), aprovou a levodopa como
tratamento para a DP em 1970 (HAUSER, 2017).

Tabela 1 — Propriedades Fisico-Quimicas da levodopa.

Nome comum Levodopa; L-Dopa; LD.

Nome comercial do | Parkidopa, Prolopa, Madopar, Sinemet.
produto

Nome da IUPAC Acido (S)-2-amino-3-(3,4-diidroxifenil) propanoico

Estrutura quimica

Férmula molecular CoH11NO4

Peso molecular 197.17 g/mol

Solubilidade em agua | 5000 mg/L (a 20 ° C)
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Soluvel em: Prontamente solGvel em acidos cloridrico e formico diluidos;

a 25 °C (g/100 ml) Praticamente insol(ivel em etanol, benzeno, cloroférmio, acetato de
etila;

pKa 2.32(25°C)

Ponto de fuséo 284-285 °C

Cor/Forma Cristais incolores a brancos ou po cristalino

Estabilidade Estavel. Incompativel com agentes oxidantes fortes, leve e sensivel
ao ar.

Descrigdo Fisica Sélido

Odor Sem odor

Gosto Sem gosto

Fonte: Proprio autor (2022).

No entanto, os desafios do tratamento farmacolégico com LD possuem varios efeitos
neuroldgicos adversos, pois pacientes que responderam positivamente ao medicamento
também desenvolveram flutuacbes motoras e discinesias (HAUSER, 2009). De acordo com
Olanow et al. (2014), tem havido uma preocupacdo de longa data da qual a LD pode ser
toxica e acelerar a degeneracao neuronal e progressao clinica, principalmente em tratamentos
duradouros, como consequéncia de espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas pelo
metabolismo oxidativo do farmaco. Contudo, ndo ha evidéncias concretas, apos testes in
vitro, in vivo e clinicos que indiqguem que o tratamento com LD seja toxico ou que tenha um
efeito adverso na taxa de progressdo clinica (BASMA et al., 1995; DATLA; BLUNT,;
DEXTER, 2001). Diante do exposto, ainda é recomendado que os médicos continuem usando
LD, mas na menor dose que forneca controle clinico satisfatério, pois a LD continua a ser o
agente antiparkinsoniano mais eficaz disponivel (OLANOW, 2014). Adicionalmente, o
tratamento da discinesia induzida por LD precisa identificar se este efeito colateral esta
relacionado com a dosagem da LD, apds isso, indica-se a redistribuicdo das dosagens e a
mudanga na forma de aplicagdo da medicacdo de liberacdo imediata para liberacdo
prolongada para possibilidade de melhora dos efeitos colaterais da LD (ZESIEWICZ, 2019).

Além da problematica dos efeitos colaterais, os principais desafios farmacoldgicos
enfrentados até hoje em relacdo a LD séo sua distribui¢cdo descontinua no organismo, possuli
meia-vida curta, baixa biodisponibilidade e janela terapéutica estreita (TAMBASCO;
ROMOLI; CALABRESI, 2018). Por exemplo, segundo Hauser (2009), apenas 1% da dose
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administrada por via oral entra no cérebro para atuar efetivamente na transmissdo
dopaminérgica, e seu tempo meia-vida atinge apenas uma hora. 1sso ocorre devido ao rapido
metabolismo e depuracdo plasmatica pela L-aminoacido aromatico descarboxilase no sangue
provocando efeitos colaterais periféricos, como nauseas e reduz a quantidade de LD
disponivel para atravessar para o cérebro (JANKOVIC, 2002; ABBOTT, 2010). Como forma
de resolver e mitigar a metabolizacdo da LD em dopamina antes de atingir o cérebro, utiliza-
se uma associacdo com inibidor da dopa-descarboxilas (DDC), como a carbidopa e
benserazida, resultando em um aumento da disponibilidade de 10 vezes no SNC, melhor perfil
terapéutico, eficacia prolongada e melhor tolerabilidade (CEDARBAUM, 1987;
PLETSCHER; DAPRADA, 1993; HAUSER, 2009). Complementarmente, essa associacéo
prolonga a meia-vida periférica da LD em cerca de 90 minutos e a dose necessaria é reduzida
em 60-80% (CEDARBAUM, 1987; HAUSER, 2009).

2.2 NANOEMULSOES

Nanoemulsdes sdo dispersdes de dois liquidos imisciveis, por exemplo dleo em agua
(O/A) e agua em 6leo (A/O), estabilizados pelo uso de um surfactante apropriado (MANSON
et al., 2006; LIAO et al., 2020). As nanoemulsdes sdo feitas com a utilizacdo de surfactantes
aprovados para consumo humano e substancias alimentares comuns, denominadas “Generally
Recognized as Safe” (GRAS) pelo Food and Drug Administration (FDA) (LOVELYN;
ATTAMA, 2011). De acordo com Aboofazeli (2010), o diametro médio de uma particula de
nanoemulsdo é < 500 nm. Em contrapartida, Gupta et al. (2016) afirma que o tamanho de uma
particula de nanoemulsdo é na ordem de 100 nm. Vale ressaltar que o didmetro da particula
pode influenciar na aparéncia da nanoemulsdo, segundo Capek (2004), quando o tamanho da
particula é inferior a 200 nm a emulsdo possui aparéncia translicida e quando possui 0
tamanho de 200 a 500 nm, a aparéncia € leitosa.

Ha uma certa confuséo na literatura sobre uma precisa definicdo de nanoemulsao, na
qual confunde-se com a definicdo de microemulsdes termodinamicamente estaveis (ANTON;
VANDAMME, 2011). Essa confusdo se da pelo fato das micro e nanoemulsdes possuirem
escalas de tamanho parecidos, apesar de diferirem drasticamente em aspectos estruturais e
estabilidade termodinamica de longo prazo (MCCLEMENTS, 2012). As nanoemulsdes s&o
termodinamicamente instaveis, por conta disso com o decurso do tempo possibilidade de
separacdo de fases desse tipo de emulsdo aumenta, algo que ndo ocorre nas microemulsoes.

Em relacdo ao aspecto cinético, as nanoemulsdes, por possuirem menores tamanhos que as
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microemulsdes, geralmente sdo mais estaveis por longos periodos (GUPTA et al., 2016).
Além disso, as nanoemulsbes sdo relativamente menos sensiveis as mudancas fisicas e
quimicas, quando comparadas as microemulsées (ANTON; VANDAMME, 2011;
MCCLEMENTS, 2012).

O alcance das aplicagdes das nanoemulsdes espalha-se em diversos campos, incluindo
sistema de liberacdo controlada de farmacos, que tem utilizado nanoemulsbes de O/A para
facilitar a liberacdo das doses dos medicamentos (ZAINOL et al., 2012; PANGENI et al.,
2014; GABA et al., 2019) e na indastria alimentar, na qual utiliza-se nanoemulsdes
aromatizadas melhoradas com vitaminas e maior digestibilidade (OSTERTAG; WEISS;
MCCLEMENTS, 2012). Essas particulas podem ser utilizadas em varios tipos de formas,
como liquidos, cremes, sprays, géis, aerossois e espumas. Também podem ser administradas
por variadas vias, como a tdpica, oral, intravenosa, intranasal, pulmonar e ocular (SINGH et
al., 2017).

A preparacdo desse tipo de particula é tipicamente realizada em um processo de dois
passos na qual uma macroemulsdo é primeiramente formulada e entdo convertida em uma
nanoemulsdo no segundo passo (GUPTA et al., 2016). Nas ultimas décadas, a formulacao de
nanoemulsdes tem sido focada em varios métodos, divididos em dois principais: método de
alta ou baixa energia. O método de alta energia, tal como homogeneizacdo de alta pressao
(HAP) e ultrasonicacdo consome energia expressivamente para produzir pequenas particulas
(FYRD; MASON, 2012). Por outro lado, métodos de baixa energia exploram propriedades
especificas do sistema para fazer pequenas particulas sem consumir muita energia. Os dois
métodos de baixa energia mais utilizados sdo: ponto de inversao da emulsdo (PIE ou EPI do
inglés: emulsion inversion point) (IZQUIERDO et al., 2002) e temperatura de inverséo de fase
(TIF ou PIT do inglés: phase inversion temperature) (FORGIARINI et al., 2001). Além desses
dois métodos de baixa energia, as nanoemulsdes podem ser formadas por meio de
emulsificacdo espontanea, na qual a formacéo da particula pode ser alcancada pelo contato de
dois liquidos imisciveis que ndo estdo em equilibrio sem a necessidade de entrada de energia
externa (SOLANS; MORALES; HOMS, 2016).

As nanoemulsdes preparadas por métodos de baixa energia frequentemente requerem
grandes quantidades de surfactantes para estabilizacdo das particulas (SINGH et al., 2017).
Dito isto, uma emulséo € considerada estavel quando nenhuma ou infima mudanca ocorre em
relacdo ao tamanho de vesicula da fase dispersa num determinado intervalo de tempo

(BECHER, 2001). Pois as emulsdes apresentam uma tendéncia natural para separar-se em
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suas duas fases constitutivas diminuindo a area interfacial e consequentemente a energia
interfacial.

A utilizacdo desses surfactantes tensoativos ndo-iénicos que conferem a estabilizacao
estérica entre as particulas, mitigando a possibilidade de coalescéncia, assim como pela
superacdo da forca da gravidade atuante nessas particulas pelo movimento browniano
presente nesses sistemas, evitando, dessa forma, processos de instabilidade (TADROS et al.,
2004; FERNANDEZ et al., 2004). O tamanho granulométrico do sistema de nanoemulsao
também previne o fendmeno da coalescéncia, pois essas particulas ndo sdo facilmente
deforméveis. A grande espessura da pelicula interfacial, relativo ao tamanho da particula,
previne que a diminuicdo natural dessa pelicula seja suficiente para causar 0 rompimento da
particula (IZQUIERDO et al., 2002; MOREIRA DE MORAIS et al., 2006).

Adicionalmente, algumas das excelentes propriedades das NE, como a dispersdo
coloidal dos agentes terapéuticos hidrofébicos, o transporte celular por vias paracelulares ou
transcelulares, impedindo que as substancias retidas sofram degradacdo enzimatica e/ou
hidrolise, e, por fim, sua notavel biocompatibilidade, tornam-nas altamente promissoras para
técnicas avancadas de distribuicdo de farmacos (KADAPPAN et al., 2018).

Sumariamente, as nanoemulstes sdo consideradas um sistema de liberacdo de
farmacos mais eficaz devido ao pequeno tamanho das particulas, natureza fluidica, capacidade
de permeacdo eficiente, interacdo acentuada com as células da pele e capacidade de protecdo

para liberar até compostos com natureza volatil e irritante (BANDIWADEKAR et al., 2022).

2.2.1 Vantagens e Desvantagens das Nanoemulsdes como Sistemas de Liberacéo
Controlada

O atrativo das nanoemulsdes para aplicacdo em salde é devido as seguintes vantagens
(TADROS et al., 2004; ABOOFAZELL, 2010):

1. O tamanho pequeno das particulas gera uma grande reducdo na forga
gravitacional e no movimento browniano que pode ser suficiente para superar a
gravidade. Ou seja, as nanoemulsdes ndo correm o risco de se sedimentarem ou formar
nata (creaming);

2. O pequeno tamanho das particulas também previne qualquer floculagéo.
Floculacdo fraca é prevenida e isso permite que o sistema permanega disperso sem

separacdo de fase;
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3. O efeito da coalescéncia € prevenido, também por causa do pequeno
tamanho, e a flutuagdo da superficie é prevenido pois essas particulas sdo elasticas;

4. Nanoemulsdes sdo adequadas para liberacdo controlada de farmacos atraves
da pele. A grande area superficial do sistema de nanoemulsao permite uma rapida acéo
dos bioativos;

5. Diferente das microemulsfes, que requerem uma alta concentracdo de
surfactantes (20% ou mais), as nanoemulsdes podem ser preparadas menores
quantidades de surfactantes;

As desvantagens do uso de nanoesmulsfes sdo as seguintes (TADROS et al., 2004;
ABOOFAZELLI, 2010):

1. Falta de entendimento do mecanismo de producdo de particulas
submicrométricas e o papel dos surfactantes e co-surfactantes;

2. Falta de demonstracdo dos beneficios que podem ser obtidos pelo uso de
nanoemulsdes quando comparado com 0s sistemas classicos de microemuls&o;

3. Falta de entendimento da quimica interfacial que estd envolvida na
producao das nanoemulsoes;

4. As preparacfes de nanoemulsdes por métodos de alta energia precisam de
aplicacdo de técnicas especiais e equipamentos especificos custosos, como 0 uso de
homogeneizadores de alta presséo e ultrasonicadores.

2.2.2 Uso de Nanoemulsdo para Tratamento da DP

Nanoemulsdes sdo potenciais carreadores para liberagdo eficiente de farmacos através
da barreira hematoencefalica, tornando-se uma alternativa farmacoldgica para o tratamento da
DP por LD (ZAINOL et al.,, 2012). Um dos objetivos das nanoemulsbes é aumentar a
permeabilidade ou biodisponibilidade de farmacos de baixa biodisponibilidade através da pele
e membrana gastrointestinal (HARWANSH et al., 2019). Geralmente, esses sistemas sdo
biocompativeis, biodegradaveis, fisicamente estaveis e relativamente faceis para produgdo em
larga escala utilizando tecnologia comprovada (L1 et al., 2008). Sua natureza ndo toxica e ndo
irritante faz desses sistemas ideais, visto que ndo danificam as células humanas ou animais
(ABOOFAZELLI, 2010).

A pesquisa realizada por Zainol et al. (2012), propés uma formula¢do contendo
nanoemulsdo a base de 6leo de palma (Elaeis guineenses) contendo LD. As nanoemulsfes

foram formuladas usando uma mistura de Oleo de palma e triglicerideo de cadeia média
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contendo LD como fase oleosa dispersa e como fase aquosa continua, o surfactante
(Cremophor EL) e glicerol em &gua desionizada. A formulagéo foi realizada pelo método de
alta energia por meio de um homogeneizador de alta pressdao a 4000 rpm. As variaveis de
resposta foram tamanho de particula (109,6 nm), potencial zeta (-31,06 mV) e o indice de
polidispersdo (0,17 PDI). Por fim, foi observado que a formulacdo otimizada com as
caracteristicas acima permaneceu estavel por seis meses a 4 °C.

No trabalho apresentado por Pangeni et al. (2014) foi proposto uma formulacdo de
nanoemulsdo com resveratrol e vitamina E. A nanoemulsdo foi preparada pelo método de
emulsificacdo espontanea, seguida de homogeneizagdo por alta pressdo. A formulacdo
utilizou vitamina E e sefsol (1:1) como fase oleosa, Tween 80 como surfactante, Transcutol P
como co-surfactante e resveratrol. A fase aquosa consistiu em agua destilada. As formulacGes
preparadas foram avaliadas em relacdo ao tamanho, potencial zeta, indice de refracéo,
viscosidade e liberagdo ex vivo. Como resultados foi observado vesiculas esféricas com um
didmetro de 102 + 1,46 nm, indice de polidispersdo de 0,158 e valores 6timos de potencial
zeta de -35 £ 0,02. A liberacdo ex vivo apresentou uma porcentagem cumulativa do farmaco
de 85,48 + 1,34% ap6s 24 h. Por fim, foi observado nos resultados histopatoldgicos um
decréscimo nas alteragcdes degenerativas nos grupos que foram administradas nanoemulsGes
de resveratrol. A liberacdo percentual cumulativa de farmaco para a suspensdo pré-
homogeneizada de resveratrol, a nanoemulsdao pré-homogénica e a nanoemulsdo pos-
homogeneizada foram de 24,18 + 2,30%. 54,32 + 0,95% e 88,57 + 1,92%, respectivamente,
apos 24 h.

O estudo realizado por Gaba et al. (2019) teve como objetivo desenvolver uma
formulacdo de nanoemulsdo de naringenina contendo vitamina E para uma liberacdo direta
entre o nariz e o cérebro para melhor controle dos sintomas da DP. O método para formular a
nanoemulsdo foi o de titulacdo de fase aquosa. A fase oleosa consistiu em vitamina E, o 6leo
(Capryol 90), o surfactante (Tween 80) e o co-surfactante (Transcutol-HP), a fase agquosa
continha &gua destilada. A formulacdo otimizada foi avaliada quanto ao tamanho das
vesiculas, indice de polidispersdo (PDI), indice de refracdo, transmitancia, potencial zeta e
viscosidade. Apos a definicdo da formulacdo otimizada, mdultiplos estudos avaliaram
parametros comportamentais em ratos como modelo animal para analisar a eficiéncia da
nanoemulsdo como tratamento da DP. Os resultados obtidos para formulagdo otimizada, a
nanoemulsdo apresentou tamanho de vesicula de 38,70 £ 3,11 nm, PDI de 0,14, potencial zeta
de - 27,4 = 0,14 mV e viscosidade de 19,67 + 0,25 Pa.s. Os resultados dos estudos
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comportamentais mostraram que a PD foi parcialmente revertida com sucesso quando
administrada com a nanoemulsdo de naringenina intranasal juntamente com a LD.

Junior et al. (2021) realizaram um estudo comparando os efeitos da curcumina
nanoemulsionada contra a curcumina livre para tratamento de camundongos induzidos para
sintomas DP-like por rotenona. As nanoemulsfes continham 1,5 mg/mL de curcumina e
tiveram um tamanho aproximado de 20 nm, PDI de 0,250 e potencial zeta de -14,8. Os grupos
de animais experimentais receberam os dois tratamentos por via oral durante 30 dias e ap0s
isso avaliaram pardmetros motores e mensuraram marcadores de estresse oxidativo e a
atividade do complexo mitocondrial | dos tecidos cerebrais. Em ambos os tratamentos foi
observado melhoras nos problemas motores, reducfes da lipoperoxidacdo e prevencdo da
inibicdo do complexo I. No entanto, o grupo tratado com a curcumina nanoemulsionada
demonstrou uma prevencdo das alteracdes motoras e da prevencdo da inibicdo do complexo |

mais efetivas quando comparada ao fitoterapico na forma isolada.

2.3 OLEOS ESSENCIAIS

O interesse no uso de medicamentos derivados de plantas, como alternativa de
tratamento para varias doencas, aumentou significativamente em todo mundo, estima-se que
cerca de 64% das medicagdes terapéuticas disponiveis sdo derivadas de fontes naturais,
principalmente de plantas (VALLI et al., 2013). Esse crescente interesse no emprego de
compostos derivados de plantas em tratamentos modernos € devido a ampla variedade
moléculas fitoquimicas que revelaram beneficios protetores e terapéuticos em muitas
indicacdes para tratamento de doencas neurodegenerativas, como a doenca de Parkinson (DP)
(SHAHPIRI et al., 2016).

Diante disso, o Brasil dettm a flora com a maior biodiversidade no mundo,
compreendendo mais de 45,000 espécies de plantas superiores (cerca de 20 — 22% da
biodiversidade mundial), de acordo com o Sistema de informagéo sobre a biodiversidade
brasileira — SIBR (2018). No entanto, apesar de possuir uma grande biodiversidade e um
grande interesse cientifico nesse topico, o0 mercado brasileiro de medicamentos derivados de
plantas ainda & muito modesto. Estima-se que esse mercado movimenta cerca de 261 milhdes
de dolares anuais, porém representa menos de 5% do mercado total de farmacos, que é
avaliado em cerca de 28 bilhdes de ddlares (DUTRA et al., 2016). Nesse sentido, o Brasil

possui a oportunidade para estabelecer um modelo de desenvolvimento proprio para o uso de
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plantas medicinais e fitoterapicos na &rea de saude, que priorize 0 uso sustentavel desses
componentes da biodiversidade.

Um dos compostos que se destaca entre farmacos derivados de plantas sdo os 6leos
essenciais (OEs). Os termos "0leo essencial™, "0leo volatil”, "6leo etérico™ sdo usados para
denominar uma substancia liquida contida em células especializadas de plantas, e que € obtida
usando certos métodos de extracdo (GUTTERIDGE, 2014). Do ponto de vista quimico, 6leos
essenciais possuem misturas complexas de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, aldeidos,
alcoois, ésteres e outros constituintes, mas a classe de compostos predominantes é
representada pelos terpendides (DA COSTA et al., 2017). Os Oleos essenciais contém
centenas de bioestruturas formadas por diferentes moléculas, cada uma com propriedades
especificas (antisséptico, antibacteriano, imunoestimulante, descongestionante etc.), segundo

Samfira et al. (2015).

2.3.1 Utilizacéo de Oleos essenciais no tratamento da DP

As desordens neurodegenerativas sdo geralmente caracterizadas por fortes evidéncias
de estresse oxidativo em suas patogéneses, como consequéncia da sintese desregulada de
ERO (YAN et al., 2013). Entre os fatores que contribuem para essa desregulacdo estdo a
disparidade entre mecanismos celulares pro-oxidantes e antioxidantes inter-relacionados com
disfuncdo mitocondrial, peroxidacdo lipidica, processos neuroinflamatérios e metabolismo
enddgeno da dopamina (SARRAFCHI et al., 2016).

Além disso, as doencas neurodegenerativas sdo atualmente incuraveis e as terapias
disponiveis apenas controlam os sintomas ou prolongam o crescimento da doenca (RASHED
et al., 2021). Diante das dificuldades apresentadas nos tratamentos convencionais da DP,
abordagens alternativas tém sido adotadas, como a utilizacdo de medicamentos fitoterapicos
ou associacdo entre compostos de plantas medicinais e farmacos tradicionais (MYTHRI,
HARISH; BHARATH, 2012). Por isso, os OEs tém sido propostos como estratégias
preventivas e de tratamento subjacentes para doencas antienvelhecimento e
neurodegenerativas (FORRESTER et al., 2014).

Estudos indicaram que uma parte dos compostos ativos de plantas medicinais e
formulacGes de ervas tiveram efeitos positivos sobre os modelos de DP in vitro e in vivo (LI
et al., 2012). Um desses estudos foi realizado por MOHANASUNDARI e SABESAN (2007),
gue examinaram o efeito protetor do OEs de hipérico (Hypericum perforatum) em

camundongos injetados com MPTP como modelo de DP-like. Esses autores observaram que o
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tratamento com o OE resultou em uma inibicdo da atividade da monoamina oxidase-B e
reducdo da ativacdo de astrocitos na area estriatal induzida por MPTP. Guo et al. (2007)
demonstrou que o extrato das folhas de cha-da-india (Camellia sinensis), em estudo in vitro,
atenuou a morte celular induzida por 6-OHDA nas células SH-SY5Y e o risco da DP em rato.

Em outra pesquisa, realizada por Zhang et al., (2012), foi utilizado o zebrafish como
modelo animal de DP-like ap6s injecBes de 6-OHDA para entender o efeito neuroprotetivo da
Alpinia (Alpinia oxyphylla). Como resultados, os autores observaram que o OE preveniu e
restaurou a degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos e atenuou os déficits da atividade
locomotora causados pela 6-OHDA. No estudo realizado por Ramazani et al. (2020), foi
utilizado o extrato hidroalcodlico do 6leo essencial de canela-da-india (Cinnamomum verum)
e canela-da-china (C. cassia) em modelo de DP in vitro de células PC12 induzidas a
citotoxicidade e apoptose pela exposicdo a 6-OHDA. Os efeitos protetores dos OEs foram
determinados pela medi¢do da viabilidade celular, quantidade de ERO e apoptose. Os
pesquisadores observaram que o 6-OHDA provocou morte e apoptose celular nos grupos néo
tratados, enquanto as células pré-tratadas com 20 pg/mL de OEs aumentaram a viabilidade e
diminuiram a quantidade de ERO significativamente. Desta forma, os autores concluiram que
o0s OEs de canela podem ser efetivo contra a citotoxicidade do 6-OHDA.

Entre estudos com plantas brasileiras, destacam-se a utilizacdo de componentes de
Croton celtidifolius, popularmente conhecida como Sangue de Dragdo e distribuida na regido
Sul e Sudeste, por possuir atividade neurobioldgicas, com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, importantes para inibicdo da producdo de espécies reativas de oxigénio
(MOREIRA et al., 2010). No estudo de Shi et al. (2013) foi observado o efeito neuroprotetor
de Uncaria tomentosa, conhecida popularmente como Unha de Gato com distribuicdo na
regido Norte e Centro-Oeste, no qual aumentou a viabilidade celular e o potencial da
membrana mitocondrial de células in vitro. Na pesquisa realizada por Chies et al (2013) foi
observado propriedades antioxidantes, eliminacdo de radicais livres e minimizacdo de danos
oxidativos, fatores que podem causar DP na espécie Lippia alba, comumente conhecida como

Verbena india, distribuida em todo Brasil.
2.3.2 Pimenta negra (Piper nigrum)
A pimenta negra (P. nigrum) pertencente a familia Piperaceae, € uma das especiarias

mais populares utilizadas em todo o mundo e é nativa do sul da india (TAKOOREE et al.,

2019). A pimenta preta é uma trepadeira perene que cresce bem na sombra com arvores ou
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postes de apoio, possui 10-20 raizes adventicias primarias desenvolvidas a partir de a base do
caule maduro (ASHOKKUMAR et al., 2021). O aroma e a pungéncia da pimenta preta séo
atribuidos principalmente a piperina e aos 6leos volateis (SRINIVASAN, 2007).

O oleo essencial de pimenta preta constitui aproximadamente 0,4-7% do peso seco do
fruto e é benéfico para a gestdo de reumatismo, frio, cansaco, dores musculares dores,
infeccbes e foi usado como um nervo estimulante para melhorar a circulagdo sanguinea
(ASHOKKUMAR et al.,, 2021). A pimenta negra € usada ha milénios por possuir
propriedades organolépticas e nutricionais e por isso tem sido usado na medicina tradicional e
moderna (ASHOKKUMAR et al., 2021).

Na pesquisa realizada por Shrivastava et al. (2013), a utilizacdo de fitoquimicos
isolados da pimenta negra (Piper nigrum) como um tratamento oral melhorou a capacidade de
aprendizagem cognitiva no modelo de rato DP-like induzido por 6-OHDA. Devido a estes
resultados, os autores sugeriram que a propriedade antioxidante dos fitoquimicos da pimenta
negra foi demonstrada pelo seu mecanismo anti-apoptotico e anti-inflamat6rio no modelo de
DP-like induzido por 6-OHDA.

2.4 MODELOS ANIMAIS NO ESTUDO DE DOENCAS

A descoberta de novos tratamentos para uma doenca complexa como o Parkinson
necessita da realizacdo de estudos pré-clinicos em modelos animais para responder questdes
cruciais sobre a eficacia e seguranca dos novos tratamentos (LARIJANI et al., 2019). Devido
a isso, a escolha de uma espécie animal adequada, considerando as similaridades anatémicas,
fisiol6gicas, comportamentais e genéticas com o ser humano, é de suma importancia para
realizacdo de estudos in vivo (POTASHKIN et al., 2011). Além disso, outro fator importante
para o estudo de um modelo animal é a possibilidade de um alto nivel de replicabilidade
(CARAMILLO; ECHEVARRIA, 2017).

A utilizacdo de modelos de células humana para estudos in vitro para fornecer
informagdes é eticamente mais adequada que a experimentagdo em animais, porém esses
modelos ainda ndo replicam totalmente as interacdes multissistémicas observadas na doenca
humana ou em modelos animais in vivo (DOYLE; CROLL, 2022). Devido a este fato, a
substituicdo completa da modelagem animal em experimentos ainda nao é viavel (LARIJANI
etal., 2019).

Os modelos animais mais tradicionais utilizados para estudar doengas humanas sdo

camundongos, ratos e primatas ndo-humanos, pois possuem anatomia e fisiologia
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relativamente similar a dos humanos (LARIJANI et al., 2019; DOYLE; CROLL, 2022). No
entanto, existem alguns argumentos éticos contra a utilizacdo de animais em experimentos,
principalmente mamiferos, mas a regra dos 3Rs (substituicdo, reducdo e refinamento, do
inglés: replacement, reduction, and refinement) é quase um principio universal e amplamente
aceitavel para utilizacdo ética de animais (LARIJANI et al., 2019). Apesar da similaridade
desses modelos tradicionais com os seres humanos, a utilizagdo dos camundongos e ratos,
mesmo sendo animais de pequeno porte, ainda é custosa para se manter e a producdo de
linhagens transgénicas € bastante trabalhosa (JUCKER, 2010).

Em contrapartida, invertebrados tém sido utilizados por véarios anos como modelos
animais em estudos meédicos, como a mosca da fruta, Drosophila melanogaster, e o
nematoide, Caenorhabditis elegans (DOYLE; CROLL, 2022). Estes invertebrados séo
bastante utilizados por possuirem 0s mesmos processos celulares basicos e funcdes genéticas
basicas dos mamiferos, mas com a vantagem de serem menos custosos na manutencao e
adequados para experimentos em larga escala (SEGALAT, 2007). Entretanto, a falta de
estrutura cerebral e 6rgdos similares aos humanos impossibilita a mimetizacdo com precisao
de doencas humanas (DOYLE; CROLL, 2022).

Alternativamente aos modelos mamiferos e invertebrados, a espécie de peixe teledsteo
Danio rerio (popularmente denominada na literatura como zebrafish) tornou-se amplamente
estabelecida como um modelo para estudo de doen¢as humanas nos Gltimos anos. O zebrafish
possui como vantagem a combinacdo da versatilidade e a possibilidade de estudos em larga
escala dos invertebrados com as semelhancas anatdmicas e fisiologica dos modelos
mamiferos tradicionais (DOYLE; CROLL, 2022).

2.4.1 Uso de Danio rerio (Hamilton, 1822) como Modelo Animal

Danio rerio (Figura 1) é um pequeno vertebrado aquatico que tem sido amplamente
utilizado como organismo modelo em diversos estudos neurocomportamentais,
farmacologicos, toxicoldgicos e na investigacdo de inumeras doengas humanas (BENCAN;
SLEDGE; LEVIN, 2009; SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012; AHMAD;
RICHARDSON, 2013; LIU et al., 2016; VAZ; OUTEIRO; FERREIRA, 2018). Essa espécie
tem sido usada pela ciéncia desde o final da década de 1960 como um modelo animal,
principalmente por ser adequada para ensaios in vivo em larga escala devido ao seu pequeno
tamanho e rapida reproducdo (GRUNWALD; EISEN, 2002; VAZ; OUTEIRO; FERREIRA,
2018).
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Figura 1 — Danio rerio adulto criado no Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal — LECA —
UFRPE.

Fonte: Proprio autor (2022)

A espécie D. rerio, de acordo com dados obtidos de colecBes originais, possivelmente
possui origem no Sul da Asia entre o Paquistdo, india, Mianmar e Nepal (ENGESZER et al.,
2007). Sao peixes teledsteos de pequeno porte (3 a 4 cm de comprimento) pertencentes a
familia Cyprinidae, popularmente conhecidos no Brasil como paulistinha e zebrafish
mundialmente (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012). A espécie possui preferéncia
pela regido tropical, vive em &aguas doces com temperatura em 26 °C (SILVEIRA,;
SCHNEIDER; HAMMES, 2012).

Adicionalmente, o desenvolvimento do zebrafish é rapido e possui um curto ciclo de
vida de aproximadamente 3 anos (NAGEL, 2002). A espécie possui embrides e larvas
transparentes durante a primeira semana ap0s fertilizacdo, a cada 2 a 3 dias as fémeas
colocam cerca de 200 a 300 ovos, com réapido desenvolvimento, transformam-se de ovo a
larva (Figura 2) em 48 a 72 horas e se tornam adultos em 3 meses de vida (GRUNWALD;
EISEN, 2002; SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES, 2012; SARACENI et al., 2016; VAZ;
OUTEIRO; FERREIRA, 2018).
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Figura 2 — Larva de Danio rerio com 144 horas pos-fertilizacdo criado no Laboratério de Ecofisiologia e
Comportamento Animal — LECA — UFRPE.

Fonte: Proprio autor (2022)

Diante do exposto, sdo peixes que possibilitam uma facil manutencdo e aquisicéo,
possuem baixos custos para sua criagdo e apresentam alta taxa de fecundidade,
desenvolvimento externo rapido e bem caracterizado (SILVEIRA; SCHNEIDER; HAMMES,
2012; SELDERSLAGHS et al., 2009). Selderslaghs et al. (2009) e Liu et al. (2016) afirmam
que o zebrafish tornou-se um peixe modelo para uso geral na ciéncia por ser viavel
economicamente e possuir vantagens no estudo da toxicidade aquatica. Entre as vantagens
estdo a facilidade de alimentacédo, serem sensiveis a produtos quimicos e 0s experimentos com
zebrafish podem ser adaptados para métodos de médio a alto rendimento, sendo eficiente em
relacdo aos custos e tempo. A transparéncia Optica € outra vantagem deste teledsteo, pois
possibilita a observacdo direta de e processos fisioldgicos in vivo e em tempo real (VAZ,
OUTEIRO; FERREIRA, 2018). Como também a administracdo de farmacos é facilitada
através do ambiente aquoso, e a eficacia, biodisponibilidade e toxicidade podem ser
prontamente determinadas (VAZ; OUTEIRO; FERREIRA, 2018).

Adicionalmente, outro fator favoravel ao zebrafish, apesar das evidentes diferencas, é
uma certa homologia fisiolégica e gendmica quando comparado aos humanos (BASNET et
al., 2019). A espécie possui 0 genoma completo sequenciado e disponivel em banco de dados,
com cerca de 71% de similaridade genética com o ser humano e um alto grau de conservacgao
nas propriedades funcionais de muitas proteinas codificadas, ja& 0s camundongos de
laboratorio possuem cerca de 85% (WILLIAMS; HONG, 2011; HOWE et al., 2013; VAZ;
OUTEIRO; FERREIRA, 2018). Desta forma, muitos dos genes envolvidos nas doengas
neurodegenerativas humanas foram identificados no zebrafish e os seus padrdes de expressao
séo conhecidos ou facilmente estudados (PANULA et al., 2010). A semelhanca fisioldgica e



40

anatdmica também é evidenciada na maioria dos 6rgdos, incluindo o sistema nervoso
(WILLIAMS; HONG, 2011). E uma espécie com padroes fisiologicos e gendmicos
homologos aos mamiferos, no qual permite aos pesquisadores sondar novos caminhos e
mecanismos relevantes para patogénese humana e tratamentos clinicos (SHIN; FISHMAN,
2002; FONSEKA et al., 2016).

Diante das distintas vantagens no uso do zebrafish em pesquisas, esta espécie
possibilita diferentes tipos de estudos comportamentais. Diversos estudos utilizaram
avaliacbes comportamentais de zebrafish em estudos de ansiedade (AHMAD;
RICHARDSON, 2013), como um modelo de resposta ao estresse e efeitos de farmacos
ansioliticos (BENCAN; SLEDGE; LEVIN, 2009). Zebrafish pode ser usado para estudar 0s
mecanismos neurais de uma variedade de tipos de comportamento (BENCAN; SLEDGE;
LEVIN, 2009). Ainda, a retina do zebrafish possui semelhanca com a dos seres humanos e
possui capacidade de visualizar e discriminar cores (SHIN; FISHMAN, 2002; AHMAD;
RICHARDSON, 2013). Além da capacidade de discriminacdo de cores, adultos de zebrafish
também sdo capazes de aprendizagem condicionada que se baseia na cor como uma sugestdo
de condicionamento (AHMAD; RICHARDSON, 2013). Por exemplo, zebrafish adultos eram
treinados com sucesso para forragear alimentos de uma determinada cor que correspondesse
ao tipo (cor) dos alimentos aos quais eles estavam expostos desde o inicio da vida (SPENCE
etal., 2007; AHMAD; RICHARDSON, 2013).

Por fim, a pesquisa com zebrafish oferece vérias vantagens, dentre elas estdo: i.
tamanho pequeno das formas larval e adulta; ii. embriGes transparentes; iii. menor custo na
manutencdo e alojamento; iv. fertilizacdo externa relativamente rapida; v. capacidade
reprodutiva robusta em laboratérios padronizados; vi. métodos quantitativos de
comportamento em varios individuos diferentes concomitantemente; vii. possibilita a
realizacdo de estudos de alto rendimento; viii. pode facilitar na compreensdo dos mecanismos
neurofarmacolégicos in vivo promovendo descoberta de novos farmacos (BENCAN et al,
2009; CHAMPAGNE et al., 2010; PANULA et al., 2010; NGUYEN et al., 2013; DOYLE;
CROLL, 2022).

2.4.2 Utilizagdo da espécie Danio rerio para estudos sobre DP
Como ja relatado na literatura, a espécie D. rerio é um dos modelos animais que estao

sendo mais utilizados para diversos tipos de pesquisas, principalmente em neuropatologias,

pois se adequa a ensaios in vivo em larga escala, devido ao seu pequeno tamanho e rapida
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reproducdo. Como outras vantagens, a inducdo a DP e administragdo dos farmacos sdo
facilitadas através do meio aquoso e a eficacia, biodisponibilidade e toxicidade podem ser
prontamente determinadas (VAZ; OUTEIRO; FERREIRA, 2018). A transparéncia Optica é
outra vantagem deste teledsteo, pois possibilita a observacdo direta de processos celulares e
fisioldgicos in vivo e em tempo real (VAZ; OUTEIRO; FERREIRA, 2018). A utilizacdo do
zebrafish como modelo animal para estudos da DP permite o uso de metodologias de baixos
custos e eficientes para avaliacdo de parametros dos sintomas motores, como atividade
locomotora e dorméncia, e sintomas ndo motores, como comportamento animal, preferéncia
olfatoria e ansiedade (DOYLE; CROLL, 2022).

O cérebro do zebrafish é compardvel ao cérebro dos mamiferos, com sec¢bes do
cérebro anterior, médio e posterior também contendo o diencéfalo e telencéfalo e a funcéo do
neurotransmissor primario € geralmente similar a dos humanos (PANULA et al., 2010;
CARAMILLO; ECHEVARRIA, 2017). Outra caracteristica anatdmica cerebral tambem
presente em zebrafish € a presenca da barreira hematoencefalica, que atua fisiologicamente
com a permeabilidade semelhante a encontrada nos seres humanos (WAGER; RUSSELL,
2013). Devido a estas caracteristicas, o zebrafish € um modelo ideal de neurociéncia
comportamental pois o zebrafish também possui uma série de processos cognitivos, como 0s
humanos, incluindo aprendizado, meméria, medo, ansiedade, percepcao, habilidades sociais e
até mesmo padrdo de sono (OLIVEIRA, 2013; CADENA et al., 2020a). Para acessar estas
respostas comportamentais de zebrafish, varios testes bem desenvolvidos estdo se tornando
cada vez mais disponiveis, como o teste de tanque novo e teste do espelho que sdo usados
para mensurar ansiedade (RAZALI et al., 2021). No teste de tanque novo o zebrafish que
exibe altos niveis de ansiedade passam mais tempo na borda do tanque que no centro,
comportamento conhecido como tigmotaxia, que pode ser facilmente mensurado (HAGHANI
etal., 2019; CADENA et al., 2021).

A inducdo do zebrafish para se tornar um modelo animal com sintomas semelhantes a
DP (DP-like) decorre de duas formas distintas: i. modelo induzido por neurotoxinas, dentre as
mais utilizadas estdo o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridna (MPTP), a 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), o paraquat e a rotenona (KALYN M, et al., 2020); ii. modelo de
linhagens transgénicas de zebrafish que expressam genes mutados direcionados para imitar a
DP autossémica dominante ou recessiva em humanos (RAZALI et al., 2021).

O zebrafish como espécie utilizada no modelo para inducéo de sintomas semelhantes a
DP tem ganhado cada vez mais forga, nos ultimos 10 anos foram publicados 251 artigos

relacionando a DP com zebrafish nas mais variadas formas de estudos e tipos de inducéo
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(Figura 3). Para encontrar esse nimero de publicagfes, a seguinte estratégia de pesquisa foi
utilizada na base de dados Scopus na data 15/05/2022: Titulo, resumo, palavras-chave:
(“Parkinson’s disease” OR “Parkinsons disease” OR “parkinsonism” AND “zebrafish” OR
"Danio rerio"); Ano: 2012 - 2021; Tipo de documento: artigo cientifico; Estagio de

publicagdo: versdo final; Tipo de fonte: revistas cientificas; Lingua: apenas inglés.

Figura 3 — NUmero de artigos publicados encontrados na base de dados Scopus relacionados com Doenga de
Parkinson e zebrafish durante 2012 — 2021.
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Fonte: Scopus (2022)

2.4.3 Utilizacdo da rotenona para inducdo de sintomas DP-like

Para avaliar novos tratamentos para a DP, emprega-se modelos de indugdo a DP em
animais com neurotoxinas ja padronizadas, como a rotenona. A rotenona é uma toxina natural
derivada das raizes, sementes e caules de algumas plantas tropicais, incluindo espécies de
Derris, Tephrosia, Lonchocarpus e Mundulea, oriundas do sudeste da Asia, as ilhas do
Pacifico e a América do Sul (RADAD et al., 2019). A rotenona é comercializada no mundo
todo como pesticida e na aquacultura, é utilizada para eliminar peixes e outros organismos
indesejados dos sistemas de producdo e nos ecossistemas naturais tem sido utilizado para
controlar espécies de peixes invasoras (NANDA et al., 2009; MELO et al., 2015). Esta
toxicidade em peixes € provavelmente devido a grande area de superficie sobre a qual a
rotenona € absorvida, as branquias (INNOS; HICKEY, 2021). Os seres humanos expostos a
altos niveis de rotenona sdo 2,5 vezes mais propensos a desenvolver sintomas do tipo

parkinsoniano do que a populagéo em geral (TANNER et al., 2011). Devido a este fato, 0 uso
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da rotenona como pesticida e inseticida ndo é mais permitido nas plantacdes terrestres ou em
pecuaria nos EUA e foi banido na Unido Europeia (INNOS; HICKEY, 2021).

A rotenona (ver propriedades Fisico-Quimicas na Tabela 2) se apresenta como um pé
cristalino inodoro e incolor a acastanhado que pertence a uma classe de compostos de
estrutura molecular relacionada como isoflavonas (RADAD et al., 2019). Esta substancia é
insolivel em &gua, porém é muito solivel em vérios solventes organicos, como o
dimetilsulfoxido (DMSO), e possui alta sensibilidade a luz e oxigénio (RADAD et al., 2019).
A decomposicdo da rotenona depende de varios fatores como temperatura, pH, luz solar,
concentracdo e presenca de detritos organicos (RADAD et al., 2019). Em condigdes de
laboratério € considerada mais estavel, com tempo de meia-vida entre 13 e 22 dias até 17 °C
(MARKING; BILLS, 1976).

Tabela 2 — Propriedades Fisico-Quimicas da rotenona.

Nomes comuns Rotenona, Dactinol, Paraderil, Barbasco.

Nome comercial do | Rotenona ->95%
produto

Numero CAS 83-79-4

(2R,6aS,12aS)-1,2,6,6a,12,12a-hexahydro-2-isopropenyl-8,9-

Nome da IUPAC dimethoxychromeno[3,4-b]furo(2,3-h)chromen-6-one

HoC
N\—CHs,

A

Estrutura quimica

Férmula molecular C23H2206

Peso molecular 394,41 g/mol

Solubilidade em agua | 0,17 mg/Lem 25°C

Prontamente solGvel em acetona, dissulfeto de carbono, acetato de
Sollvel em: etila e cloroférmio;

a 25 °C (g/100 ml) Praticamente insollvel éter dietilico, &lcoois, éter de petroleo e
tetracloreto de carbono;

Ponto de fusdo 176 °C
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Cristais incolores a acastanhados ou um po cristalino branco a
Cor/Forma
branco acastanhado.
Estabilidade Decompde-se por exposicao a luz e ao ar.
Descricdo Fisica Sélido
Odor Sem odor
Gosto Sem gosto

Fonte: Proprio autor (2022).

Assim como o MPTP, a rotenona é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica
por ser um composto lipofilico e inibe a atividade do complexo mitocondrial I,
proporcionando um ambiente de estresse oxidativo na célula, prejudicando o metabolismo
energético e, eventualmente, causa a perda neuronal da dopamina (JAGTAP; MAKHIJA,
2014; BISBAL; SANCHEZ, 2019). A rotenona como agente de inducdo a sintomas DP-like
em modelos animais ganhou destaque a partir do ano 2000 com a pesquisa realizada por
Betarbet et al., (2000), que conseguiu reproduzir duas caracteristicas da DP, perda de
neurbnios dopaminérgicos e formacgéo de corpos do tipo Lewy, em ratos expostos a rotenona
por inalacdo. ApoOs este fato, a rotenona continuou a ser utilizada como composto quimico
indutor de DP-like em modelos animais por possuir as seguintes caracteristicas: i. alta
lipofilicidade que permite ultrapassar a barreira hematoencefélica; ii. implicar em vérias vias
patogénicas que provocam morte dos neurdnios dopaminérgicos, como estresse oxidativo,
agregacdo da a-sinucleina e formacdo dos corpos de Lewy; iii. capacidade de reproduzir
distarbios olfatérios e gastrointestinais (CANNON et al., 2009; RADAD et al., 2019).

Em relacdo ao zebrafish, a utilizacdo da rotenona para inducdo de sintomas DP-like é
relativamente recente e possui poucos estudos publicados na literatura, aproximadamente 10%
dos estudos publicado nos ultimos dez anos que utilizam o zebrafish para estudos com a DP
(Figura 3) foram com rotenona. No entanto, nos ultimos quatro anos a publicacdo deste tema
estd progressivamente aumentando. O total de publicacdes encontradas na base de dados
Scopus no periodo entre 2012 e 2022 foi de 25, sendo que 19 publicac¢6es foram realizadas no
periodo de 2019 até 2022 (Figura 4). Os anos 2012 e 2013 ndo apresentaram artigos
publicados, por essa razdo o grafico tem como ano inicial 2014. A estratégia de pesquisa
utilizada para encontrar os artigos na base de dados Scopus na data 15/06/2022 foi esta:
Titulo, resumo, palavras-chave: (“Parkinson's disease” OR "Parkinsons disease” OR
"parkinsonism™ AND "zebrafish" OR "Danio rerio” AND "Rotenone"); Ano: 2012 - 2022,
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Tipo de documento: artigo cientifico; Estagio de publicacdo: versdo final; Tipo de fonte:

revistas cientificas; Lingua: apenas inglés.

Figura 4. Numero de artigos publicados encontrados na base de dados Scopus relacionados com Doenca de
Parkinson, zebrafish e rotenona durante 2014 — 2022.
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No estudo realizado por Khotimah et al. (2015) em que expds adultos de zebrafish a
rotenona, foi avaliado os efeitos protetores do extrato da planta Centella asiatica sobre a
agrega¢do de a-sinucleina. Os animais foram expostos a 2, 5 e 10 pg/L de rotenona por 28
dias concomitantemente a extrato metandlico de C. asiatica. Os parametros avaliados pelos
autores foram: nivel de dopamina e a-sinucleina no cérebro, imuno-histoquimica e atividade
locomotora. O teste de atividade locomotora foi observado uma diminui¢do no movimento de
natacdo espontanea dos animais tratados com 5 pg/L de rotenona. Nos grupos com o extrato
da planta e rotenona a motilidade foi semelhante ao do grupo controle. O nivel de dopamina
nos grupos de zebrafish expostos a rotenona diminuiu, mas o grupo contendo também o
extrato de C. asiatica foi observado aumento no nivel.

O estudo realizado por Wang et al. (2017), no qual empregou 2 ug/L de rotenona para
avaliar a inducédo a sintomas motores e ndo motores semelhantes a DP em zebrafish adultos.
Diferentemente do trabalho de Khotimah et al. (2015), o foco de Wang e colaboradores
consistiu em mensurar uma maior gama de parametros, como atividade locomotora, ansiedade
a partir do teste de preferéncia de claro/escuro, acuidade olfativa e niveis de dopamina. Em
relacdo a atividade locomotora foi observado uma diminuicdo do tempo de natagdo em

velocidade rapida dos animais expostos a rotenona em comparagdo ao controle. No teste de
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preferéncia de claro/escuro os animais expostos a rotenona passaram mais tempo no
compartimento claro, refletindo comportamentos semelhantes a ansiedade e depresséo.
Ademais, foi registrado uma reducdo da acuidade olfatoria, devido ao fato que houve uma
reducdo do interesse mostrado pelos peixes na isca olfativa. Segundo Wang et al., (2017),
todos esses pardmetros comportamentais foram associados com a diminui¢do dos niveis de
dopamina nos cérebros dos individuos expostos a rotenona.

A exposicdo de embrides de zebrafish a 0, 5, 10, 20, 40 e 80 ug/L de rotenona foi
utilizada para estimar concentracdo letal e analisar alteraces embrionias (MELO et al., 2015).
Como resultado, estes autores observaram que a rotenona induziu mortalidade significativa
nos embriGes com uma LCso de 96-h de 12,2 ug/L, além de observarem formacao de edemas
cardiacos, deformacdes na cauda, atraso no desenvolvimento e perda de equilibrio.

Em outro estudo que expds larvas de zebrafish a rotenona em uma concentracéo de 50
nM resultou em uma reducdo locomotora moderada e reducdo na quantidade de neurdnios
dopaminérgicos no diencéfalo ventral (KALYN et al., 2020). No entanto, a natureza toxica da
rotenona a peixes dificulta a determinacdo de uma dose étima que reduz de forma eficiente
neurdnios dopaminérgicos com baixa moratlidade (KALYN et al., 2020). Ainda, segundo
Melo et al. (2015), o limite entre as concentraces de rotenona que podem causar efeitos

negativos e as concentragdes que ndo provocam efeitos é bastante estreito.

2.4.4 Outras neurotoxinas utilizadas para inducao de sintomas DP-like

Como ja mencionado anteriormente, a causa exata da DP ainda é incerta, porém varias
hipoteses sdo atribuidas a herangas genéticas, drogas e fatores ambientais, como pesticidas e
metais pesados (ZESIEWICZ, 2019). Devido a isso, a administracdo de alguns compostos
quimicos esta sendo usada para estudos de DP em modelos animais pois podem influenciar o
metabolismo celular gerando sintomas semelhantes a doenca (ROBEA et al., 2020).

O primeiro composto quimico a ser utilizado com o propoésito de induzir DP em
modelos animais foi o 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridna (MPTP), uma toxina
ambiental perigosa e um narcético obtido como subproduto, que induz acidentalmente
sintomas de DP em humanos (LANGSTON, 2017). Uma caracteristica importante para o
MPTP ser utilizado para induzir sintomas semelhantes a DP ¢ ser altamente lipofilico e capaz
de atravessar a barreira hematoencefalica e ser convertido no metabdlito i6nico 1-metil-4
fenilpiridinio (MPP+) pela monoamina oxidase B (LANGSTON, 2017). Este composto,

relativamente simples, que pode causar degeneracdo seletiva da substancia nigra apoés
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administracdo sistémica, pode matar neurénios dopaminérgicos em zebrafish nos estagios
embrionarios, larval e adulto (KALYN et al., 2020). Em um estudo com zebrafish adultos que
recebeu injecao intraperitoneal de MPTP foi observado um decréscimo no comportamento de
natacdo e aumento de tempo parado como resposta ao estresse da inducdo (BABU et al.,
2016). Quando a larva de zebrafish foi exposta por imersdo por MPTP observaram perda de
39% dos neurdnios dopaminérgicos no diencéfalo ventral (KALYN et al., 2020).

O 6-OHDA é outra neurotoxina bastante utilizada para induzir os principais sintomas
parkinsonianos, sendo uma forma hidroxilada de dopamina, sintetizada endogenamente em
menor quantidade no cérebro (HERNANDEZ-BALTAZAR et al., 2018). Esta substancia age
na inibicdo do complexo mitocondrial | e 1V, e na auto-oxidacdo resultando em espécies
reativas de oxigénio (ROBEA et al., 2020). Diferentemente do MPTP, a 6-OHDA néo possui
a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e por esse motivo, as lesdes neuronais
sdo induzidas em modelos animais por injecéo direta no corpo estriado (THIRUGNANAM,;
SANTHAKUMAR, 2022). A inducdo de zebrafish DP-like pela exposi¢cdo da 6-OHDA em
embribes e larvas ocorre por imersdo contendo a solu¢do com a substancia, pois a barreira
hematoencefalica se desenvolve apds 72 horas poés fertilizacdo (hpf) nessa espécie, permitindo
dano nos neurénios antes desse periodo (THIRUGNANAM; SANTHAKUMAR, 2022). No
entanto, no zebrafish adulto é necessaria uma injecdo intracerebral e no estudo de
Vijayanathan et al. (2017) a injecdo contendo 25 mg/kg de 6-OHDA provocou redugdes na
atividade locomotora e menos neurdnios dopaminérgicos no bulbo olfatorio.

O paraquat € um herbicida amplamente utilizado para controlar o crescimento de
gramineas e ervas daninhas que subsequentemente se torna um contaminante aquatico devido
ao escoamento e ma manipulacdo (DOYLE; CROLL, 2022). Humanos expostos a altos niveis
de paraquat, geralmente durante a producdo ou pelo uso como herbicida podem desenvolver
sintomas parkinsonianos (DOYLE; CROLL, 2022). O paraquat age principalmente nos
neurbnios dopaminérgicos prejudicando o complexo mitocondrial | e seu mecanismo de acéo
é similar ao do MPTP e seu metabdlito MPP+ (Wang et al., 2018). O paraquat ja foi utilizado
em adultos de zebrafish no estudo de Bortolotto et al. (2014), na qual induziram sintomas DP-
like por meio de injecOes intraperitoneal contendo 20 mg/kg e observaram redugdo na
atividade locomotora, diminui¢cdo dos niveis de dopamina, problemas de memorizagdo
espacial, mas ndo observaram mudancas na performance social e ansiedade. Em embrides de
zebrafish a exposicdo de 0,04 ppm de paraquat entre 24 até 96 hpf provocou uma reducéo
dependente de tempo na atividade locomotora e nos niveis de serotonina e dopamina
(NELLORE; NANDITA, 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atuacdo da rotenona como substancia indutora de sintomas motores e nio
motores da Doenca de Parkinson-like em diferentes estagios de vida do zebrafish como
modelo animal e propor o desenvolvimento de produtos tecnoldgicos para o tratamento da
DP.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Desenvolver dispositivo para auxiliar na captacdo de dados comportamentais de
peixes e depositar pedido de patente e de desenho industrial,

2. Avaliar e determinar concentracGes de rotenona para inducdo de sintomas motores e
ndo motores DP-like em adultos de zebrafish como modelo animal,

3. Analisar diferentes concentracGes de rotenona em zebrafish nos estagios iniciais
capazes de provocar alteragcbes nos parametros toxicolégicos e nos comportamentais
como modelo animal;

4. Avaliar o tratamento do modelo zebrafish DP-like nos estagios iniciais com levodopa
e com oOleo essencial de Piper nigrum sobre parametros toxicoldgicos e
comportamentais;

5. Produzir e caracterizar nanoemulsdes 6leo/agua a partir do 6leo essencial de Piper
nigrum contendo levodopa encapsulada e depositar pedido de patente;
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4 RESULTADO

AVALIACAO DA TOXICIDADE E DOS SINTOMAS NAO MOTORES
PARKINSON-LIKE INDUZIDOS POR ROTENONA EM ZEBRAFISH COMO

MODELO ANIMAL

RESUMO

A analise de parametros toxicol6gicos e comportamentais para proposicdo de um modelo
animal que apresente sintomas semelhantes aos da Doenca de Parkinson (DP-like) foi
realizada em estagios de vida iniciais de zebrafish expostos a rotenona. Esses parametros
foram observados com intuito de padronizar o zebrafish como modelo DP-like de sintomas
ndo-motores e propor como um método para triagem de potenciais farmacos na terapia da DP.
Os parametros toxicolégicos como taxa de epibolia, efeitos teratogénicos, mortalidade e
morfometria, e 0s parametros comportamentais como tigmotaxia, sensibilidade ao toque e
resposta optomotora foram analisados em zebrafish expostos a rotenona (5 a 20 pg/L).
Aumento na mortalidade do zebrafish foi observado nas concentracdes de 15 e 20 pg/L de
rotenona. A rotenona provocou reducdes nas taxas de epibolia e aumentou a presenca de
efeitos teratogénicos nas concentragdes de 10, 15 e 20 pg/L. Redugdes do tamanho da cabeca
e do corpo foram observadas nas larvas em todas as concentragdes de rotenona.
Comportamentos semelhantes a ansiedade foram observados com diminuigdo da exibi¢do do
comportamento de tigmotaxia em larvas expostas a 15 e 20 pg/L, enquanto a sensibilidade ao
toque apenas em 20 pg/L de rotenona. O diametro do olho e a resposta optomotora das larvas
ndo foram afetados. Nossos resultados mostraram que a rotenona tem o potencial de provocar

efeitos toxicoldgicos e sintomas ndo-motores, principalmente semelhantes a ansiedade, nos
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estagios iniciais da vida do zebrafish como modelo DP-like, tornando-se um modelo potencial
para triagem de farmacos para a terapéutica desta doenga.
Palavras-chave: Doenga de Parkinson; Comportamentos semelhantes & ansiedade; modelo

animal; rotenona; zebrafish.

1 INTRODUCAO

Entre os distdrbios neurolégicos, a doenca de Parkinson (DP) é o distdrbio
neurodegenerativo progressivo que mais cresce em termos de prevaléncia e incapacidade e se
tornou uma das principais causas de incapacidade em todo o mundo (DORSEY, 2018). Os
sintomas mais conhecidos sdo distirbios motores, porém estudos recentes sugerem que a
disfungédo neuronal da DP pode comegar muito antes das aparentes disfungcdes motoras, com
alteragcfes comportamentais por meio de sintomas como ansiedade, depressédo e deméncia
(POEWE et al., 2017). Uma compreensdo adequada dessas mudancas comportamentais é
crucial para entender os mecanismos fisiopatoldgicos da DP e avaliar a eficacia e seguranca
de novas terapias (ASAKAWA et al., 2016). Devido a isso, é necessario a padronizacao de
modelos animais vertebrados que possam fornecer dados sobre sintomas ndo-motores
similares aos da DP (DP-like) (WANG et al., 2017).

Um modelo animal adequado para realizar esse tipo de estudo € o zebrafish (Danio rerio)
em fases iniciais de vida, animal amplamente utilizado para modelos de doengas neuroldgicas
e testes farmacoldgicos (BASNET et al., 2019). Entre as principais vantagens deste teledsteo
estdo o pequeno tamanho nas formas embrio-larval, embribes transparentes, baixo custo de
manutencdo, fertilizacdo externa répida, capacidade reprodutiva robusta e possibilidade da
realizacdo de métodos quantitativos de comportamento em larga escala (DOYLE; CROLL,

2022). Além disso, efeitos teratogénicos podem ser facilmente observados em embrides de
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zebrafish expostos a substancias quimicas ou farmacos, conferindo uma excelente capacidade
preditiva de toxicidade antes da avaliagdo em mamiferos (GAO et al., 2014). Tendo em vista
as caracteristicas acima mencionadas, o zebrafish nos estagios iniciais torna-se uma 6tima
ferramenta para avaliar a toxicidade em triagens de farmacos. A avaliacdo da toxicidade de
drogas em zebrafish pode ser realizada pois sua atividade metabdlica, farmacodindmica e
farmacocinética pode ser facilmente analisada (JAYASINGHE; JAYAWARDENA, 2019).

Além dessas caracteristicas, o zebrafish é valioso na pesquisa de DP pois incorpora 0s
mecanismos da neurotoxicidade de substancias quimicas indutoras de sintomas DP-like, como
1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina  (MPTP), metil ion -4-fenilpiridinio (MPP+), 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), paraquat e rotenona (BRETAUD; LEE; GUO, 2004; KALYN et
al., 2020). A rotenona é um pesticida derivado de uma toxina natural presente nas plantas e é
utilizada na agricultura e aquicultura para eliminar peixes indesejados (DOYLE; CROLL,
2022). Tem uma natureza hidrofébica que permite uma fécil penetracdo nas membranas das
células neuronais (DOYLE; CROLL, 2022).

A exposicdo dessas substancias em zebrafish é capaz de causar alteracdes motoras e perda
de neur6nios dopaminérgicos nas diferentes fases da vida do animal (KHOTIMAH et al.,
2015; MELO et al., 2015; WANG et al., 2017; KALYN et al. al., 2020). No entanto, até o
momento, nenhum estudo investigou a presenca de sintomas ndo motores DP-like nos
estagios iniciais da vida de zebrafish, tais como comportamentos semelhantes a depressao ou
ansiedade (DOYLE; CROLL, 2022). Diante disso, comportamentos similares a padrdes de
ansiedade podem ser avaliados em larvas de zebrafish utilizando o teste de tigmotaxia, no
qual o animal evita o centro de uma area e se move pela borda (BASNET et al., 2019). A
disfuncdo visual é outro sintoma ndo motor da DP que afeta negativamente a qualidade de

vida do paciente e recentemente tem sido mais amplamente estudado (WEIL et al., 2016). Por
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isso, € interessante utilizar um modelo animal capaz de avaliar a acuidade visual, e o zebrafish
possibilita isso através da analise da resposta optomotora.

Os parametros toxicolégicos e comportamentais do zebrafish podem ser usados na
triagem de farmacos capazes de proteger ou mitigar o surgimento de sintomas semelhantes a
DP em um modelo animal. Neste estudo, concentragfes de rotenona foram testadas
analisando mortalidade, epibolia, efeitos teratogénicos e morfologicos para propor um modelo
toxicoldgico para triagem de farmacos para terapia da doenca de Parkinson em embrides e
larvas de zebrafish. Adicionalmente, foi proposto a padronizagdo da inducdo de sintomas néo
motores DP-like em larva de zebrafish pela analise de alteracbes comportamentais e visuais

como uma ferramenta importante para avaliar potenciais farmacos para o tratamento da DP.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 MANUTENCAO

Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Ecofisiologia e Comportamento
Animal — LECA, Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFRPE. Os protocolos dos
testes foram realizados apOs aprovacdo prévia do Comité de Etica no Uso dos Animais
(CEUA — UFRPE) com certificado niumero 3581030221. Os zebrafish adultos (Danio rerio,
tipo selvagem de nove meses) foram criados e mantidos em 26,5 + 1 °C sob um ciclo
claro/escuro de 14/10h e alimentados duas vezes ao dia com ragdo de peixe comercial
extrusada (40% proteina bruta) e artémia salina (WESTERFIELD, 2000; OECD 236, 2013).
Adultos de zebrafish macho:fémea na proporcdo de 4:2 (WESTERFIELD, 2000) foram
usados para reproducdo. Os ovos foram coletados 30 minutos apds a desova natural, lavados
com agua destilada em placas de Petri, e aqueles que ndo foram fertilizados, ou apresentaram

irregularidades na clivagem, lesdes ou outras malformacGes foram descartados
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(WESTERFIELD, 2000; SILVA et al., 2019). Apenas os embrides com desenvolvimento
normal durante o periodo de clivagem foram usados para formar os grupos experimentais

(WESTERFIELD, 2000).

2.2 PREPARACAO DA ROTENONA E EXPOSICAO

A rotenona (lote # MKBZ2534V, nimero CAS: 83-79-4, > 95% de pureza) foi
adquirida da Sigma (St. Louis MO, EUA) e todos os outros reagentes utilizados possuiam
grau analitico. A solucdo estoque de rotenona foi preparada antes dos experimentos por
dissolugdo em 0,1% (v/v) de dimetilsulfoxido (lote # 85713, Numero CAS: 67-68-5, > 99,9%
de pureza, Dinamica, Brasil) com &gua destilada para obter uma concentracdo nominal final
de 0,02 mg/mL.

Os embrides normais com 2 hpf (horas pds-fertilizacdo) foram expostos a 5, 10, 15 e
20 pg/L de rotenona, denominados grupos ROT5, ROT10, ROT15 e ROT20,
respectivamente. O grupo controle consistiu na exposicdo apenas a 0,1% (v/v) de
dimetilsulfoxido (denominado grupo DMSO). Os grupos de cada tratamento tiveram seis
réplicas (15 embrides por réplica). Os embrides foram incubados aleatoriamente em potes de
poliestireno estéril com capacidade de 80 mL e mantidos em uma incubadora com
temperatura controlada de 26 £ 1 °C e pH de 7,5 + 0,5 (OECD 236, 2013; SILVA et al.,
2019). Os potes contendo os zebrafish foram lavados todos os dias para remover cérion pds-

ecloséo, animais mortos e repor as concentragdes de rotenona.
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2.3 AVALIACAO DOS PARAMETROS TOXICOLOGICOS

Para avaliar a taxa de epibolia, embribes de zebrafish (n = 141) com 8 hpf (ap6s 6 h
de tratamento experimental) foram fixados em paraformaldeido a 4% (PFA) em solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) pH 7,1 por 24 h (MARRS et al.., 2010; CADENA et al.,
2020b). Posteriormente, os embrides fixados foram lavados com PBS trés vezes. As imagens
foram capturadas usando um microscépio (modelo Bel Solaris-T) com uma camera acoplada
(modelo Bio-HDMI) para microscopia digital. As imagens foram medidas usando o software
ImageJ (versdo 1.53e, 2021, National Institutes of Health, MD). Para calcular a porcentagem
de epibolia, a distancia do polo animal ao anel germinativo (comprimento embrionério) foi
dividida pela distancia do polo animal do embrido ao polo vegetal (comprimento total) e
multiplicada por 100 (CADENA et al., 2020b; SALES-CADENA et al., 2021).

Parametros de desenvolvimento de embrides e larvas (n = 450) foram avaliados
diariamente entre 24-96 hpf usando um microscépio Optico com uma camera acoplada para
capturar imagens de embrides e larvas. A mortalidade foi observada diariamente com a
avaliacdo da letalidade embrionéria seguindo o protocolo OCDE 236 (2013). A metade da
concentracdo letal méaxima (CLso) e a metade da concentracdo efetiva méxima (CEso) foram
calculadas a partir dos dados coletados sobre mortalidade e efeitos teratogénicos. Os efeitos
teratogénicos foram analisados in vivo, e os parametros observados foram edema no
pericardio, edema do saco vitelino, coagulagdo, deformacéo da coluna vertebral, deformagéo
da cauda, auséncia de pigmentacédo, auséncia de bexiga natatoria, auséncia de somitos e atraso
no desenvolvimento (OECD, 2013; SILVA et al., 2019; CADENA et al., 2020a; CADENA et
al., 2020b). O zebrafish foi considerado afetado se algum dos efeitos teratogénicos descritos

acima ou mortalidade fosse observado. Todos esses parametros foram avaliados
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qualitativamente, e os resultados foram expressos em porcentagem de animais afetados
(animais com efeitos teratogénicos + animais mortos).

A morfometria das larvas (n = 374) a 144 hpf foi realizada apds a eutanasia com
imerséo em 1200 pg/L de eugenol (STRYKOWSKI; SCHECH, 2015). Os animais foram
eutanasiados ap0s o término dos testes comportamentais e fixados em PFA 4% em PBS pH
7,1 durante a noite. As larvas foram entdo lavadas 3 vezes com PBS. As imagens foram
capturadas e a mensuracdo foi feita com o software ImageJ 1.53e. Os seguintes parametros
foram medidos: comprimento da cabeca (CC), didmetro do olho (DO), largura da cabeca (LC)

e comprimento total do corpo (CTC).

2.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Para a avaliagdo dos parametros comportamentais, larvas com 144 hpf (n = 374) de
todos os grupos foram transferidas dos respectivos potes de poliestireno para placas de 48
pocos, sendo que apenas uma larva foi colocada por pogo. Larvas que apresentaram efeitos
teratogénicos que poderiam afetar o movimento, por exemplo, deformacédo da coluna e cauda,
ou larvas mortas, ndo foram usadas nos testes comportamentais. O primeiro teste
comportamental realizado foi o teste de tigmotaxia. Este teste avaliou o comportamento
semelhante ao de ansiedade em zebrafish ap6s mensuracdo da porcentagem de larvas que
nadaram perto da parede dos pogos (SCHNORR et al. 2012; CADENA et al., 2020a). Apds o
condicionamento dos animais de todos os grupos, as placas foram colocadas sobre uma
superficie branca em ambiente iluminado. Ap6s 10 minutos de aclimatacdo, foi realizado o
método de observacdo por amostragem por varredura (SILVA et al., 2019) para obter uma
resposta dicotdmica de cada animal: sim (para animais proximos a parede) ou ndo (para

animais distantes da parede).
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O segundo teste comportamental realizado foi o teste de sensibilidade ao toque para
avaliar a resposta larval a estimulos mecénicos (CADENA et al., 2020a). Este teste foi
realizado imediatamente apds o teste de tigmotaxia. Usando o método de amostragem por
varredura (SILVA et al., 2019), as larvas de cada poco foram tocadas na cauda. Apds o toque,
uma resposta dicotbmica foi registrada: sim (para a larva que apresentou comportamento de
fuga) ou ndo (para animais que ndo apresentaram comportamento de fuga).

O teste de resposta optomotora foi realizado ao término dos outros dois testes
comportamentais e consistiu na obtengdo de dados para avaliar se a acuidade visual da larva
foi afetada pela rotenona (BRASTROM et al. 2019; CADENA et al., 2020a). As placas de 48
pocos foram colocadas sobre uma tela horizontal na qual uma animacéo de 40 segundos foi
reproduzida e filmada por uma cdmera de smartphone com vista superior (= 20 cm). A
animac&o consistiu em 5 s iniciais de branco sélido para observar a posicéo inicial da larva,
30 s de barras pretas e brancas alternadas da direita para a esquerda para obter uma resposta e
5 s de branco sélido para observar a posicdo final da larva. De acordo com a posicao da larva
no po¢co e 0 momento do video, as respostas obtidas foram dicotdmicas: larva em baixo
alinhamento (quando a larva estava em uma regido até 70% afastada da parede na direcdo do
visual estimulo) ou larva em alto alinhamento (quando a larva estava em uma regido até 30%

préxima a parede do estimulo visual).

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados nos experimentos estdo apresentados como média = desvio
padrdo (DP). Os dados sobre efeitos teratogénicos, morfometria, testes comportamentais de
tigmotaxia e sensibilidade ao toque foram analisados por ANOVA unidirecional usando

Origin Pro Academic 2015 (Origin Lab. Northampton, MA, EUA). Quando a diferenca foi
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significativa, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com p < 0,05. Os resultados do
teste de resposta optomotora foram analisados pelo teste de simetria de McNemar com p <
0,05. As concentracdes efetivas (CLso e CEsp) foram calculadas usando a fungéo de

decaimento alostérico ndo linear em uma planilha construida no Microsoft Excel.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 AVALIACAO DOS PARAMETROS TOXICOLOGICOS

A epibolia € o primeiro evento morfogenético durante o desenvolvimento do
zebrafish e é essencial para o desenvolvimento normal (BRUCE; HEISENBERG, 2020). A
exposicao a diferentes concentragdes de rotenona em embrides de zebrafish causou atrasos no
desenvolvimento embrionario (Figura 1). J& no grupo DMSO foi observado um
desenvolvimento normal das células vitelinicas, sem afetar a taxa de epibolia (MARRS et al.,
2010; CADENA et al., 2020b). A rotenona causou alteracdes no progresso da epibolia em
todos 0s grupos expostos a rotenona, exceto o grupo ROTS5, indicando baixa embriotoxicidade
da rotenona na concentracdo mais baixa. A taxa de epibolia dos grupos ROT10, ROT15 e
ROT20 foi significativamente atrasada, mas nao houve diferencas no progresso da epibolia
entre esses grupos (Figura 1). A toxicidade da rotenona nas fases iniciais do desenvolvimento
embrionario observada pela avaliacdo da taxa de epibolia pode ser indicativa do aparecimento
de efeitos teratogénicos e outros parametros avaliados nas fases posteriores do
desenvolvimento do zebrafish. Na literatura, ndo foram encontradas avaliacdes da taxa de
epibolia em zebrafish expostos a substancias usadas em modelos DP-like. Para avaliar a
suscetibilidade toxicoldgica de embrides de zebrafish a rotenona, a taxa de epibolia mostrou-

se adequada para confirmar efeitos negativos no desenvolvimento embrionario em menos de
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24 hpf. Além disso, a taxa de epibolia pode representar um pardmetro toxicoldgico que pode
ser obtido rapidamente na avaliacdo da eficdcia protetora ou tratamento no modelo DP-like

em zebrafish.

Figura 1 — Taxa de epibolia de embriBes de zebrafish expostos a rotenona entre 2 e 8 hpf. A taxa de epibolia foi
considerada afetada quando * = p < 0,05. Cada grupo rotenona foi comparado com o grupo DMSQ por one-way
ANOVA (F(4,141) = 23,904 p < 0,05) seguido pelo teste de Tukey (ROT5 p = 0,985, ROT10 p < 0,001, ROT15
p < 0,001, ROT20 p < 0,001). Legenda dos grupos experimentais;: DMSO — 0,1% (v/v) Dimetilsulféxido; ROTS5,
ROT10, ROT15, e ROT20 -5, 10, 15 e 20 pg/L de rotenona, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor (2022).

Durante todo o periodo entre 24-144 hpf, efeitos teratogénicos insignificantes ou taxa
de sobrevivéncia igual ou superior a 90% (OECD 236, 2013) foram observados nos embrides
do grupo DMSO (Figuras 2 e 3). O Unico grupo exposto a rotenona que nao apresentou taxa
de sobrevivéncia abaixo de 90% foi o ROTS5, indicando baixa toxicidade da rotenona nesta
concentragdo (Figura 2), resposta também observada na andlise de epibolia. Entre 48-72 hpf,
gue coincide com o periodo de eclosdo das larvas (KIMMEL et al., 1995), a mortalidade nos
grupos ROT10, ROT15 e ROT20 aumentou significativamente, demonstrando que o corion

atuou como barreira protetora contra a toxicidade da rotenona. Ao final de 144 hpf, apenas os



59

grupos ROT15 e ROT20 apresentaram uma taxa de sobrevivéncia abaixo de 50% (Figura 2).

De acordo com os dados observados a CLso da rotenona em 96 hpf foi mensurada em 13,88

Mg/L.

Figura 2. Os zebrafish foram expostos a rotenona em 2 hpf e a mortalidade foi registrada entre 24 e 144 hpf
apos a exposicdo. Grupos experimentais: DMSO — 0,1% (v/v) Dimetilsulfoxido; ROT5, ROT10, ROT15 e

ROT20 -5, 10, 15 e 20 pg/L de rotenona, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor (2022).

Além da taxa de mortalidade, os efeitos teratogénicos foram analisados para estimar a
taxa de animais afetados expostos a rotenona. Durante os periodos de 24-48 hpf (Figura 3a-b)
0s principais efeitos observados nos animais afetados foram relacionados ao atraso no
desenvolvimento embrionério, conforme visto na analise da epibolia. Os efeitos teratogénicos
mais prevalentes em 24-48 hpf foram edema no pericardio, auséncia de pigmentacéao e atraso

no desenvolvimento nos grupos ROT10, ROT15 e ROT20. Os grupos ROT10, ROT15 e
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ROT20 apresentaram retardo na epibolia, indicando que um atraso neste estagio de
desenvolvimento pode causar efeitos adversos posteriores. Este fato pode ser confirmado, pois
em 24 hpf os embrides afetados dos grupos ROT10, ROT15 e ROT20 apresentaram efeitos
teratogénicos de atraso no desenvolvimento, principalmente relacionados a auséncia de
descolamento de cauda e formagéo ocular incompleta, auséncia de pigmentacdo e edema no
pericardio. Resultados semelhantes foram encontrados no estudo de Melo et al. (2015), em
que os autores observaram falta de pigmentacdo e atraso no desenvolvimento em embrides de
24 hpf expostos a concentragbes de 10, 20, 40 e 80 pg/L de rotenona desde o inicio da
fertilizacdo.

Durante os periodos de 72-96 hpf (Figura 3c-d), o principal efeito observado nos
animais foi a mortalidade nos grupos ROT10, ROT15 e ROT20. Mesmo com 0 aumento da
mortalidade, ainda foram observados efeitos teratogénicos, sendo 0os mais prevalentes nestes
dois ultimos periodos foram atraso no desenvolvimento, edema no pericardio e edema no saco
vitelinico, observado nos grupos ROT10, ROT15 e ROT20. Os efeitos teratogénicos mais
observados em nossos testes, o edema de pericardio, também foi observado por Melo et al.
(2015), na qual notaram o aparecimento desta ma formacéo cardiaca apenas a partir de 72 hpf.
No estudo realizado por Kalyn et al. (2020), que a exposi¢do de zebrafish a uma concentracdo
de 50 nM de rotenona iniciou-se em 72 hpf, também foi observado a presenca de edema
cardiaco como efeito teratogénico. No entanto, os detalhes dos mecanismos de acdo da
rotenona que influenciam nas malformacGes cardiacas permanecem desconhecidos. Segundo
Melo et al. (2015), o limite entre as doses de rotenona que causam efeitos e que séo ineficazes
é bastante estreito, algo que também foi observado em nosso estudo. Portanto, medimos a
CEso para encontrar uma concentracdo ideal para induzir sintomas DP-like em embrides de
zebrafish, sem causar altas taxas de mortalidade, mas com possibilidade de causar varios

efeitos observaveis e mensuraveis em parametros toxicoldgicos e comportamentais. Em nosso
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estudo, uma CEso de 11,24 pg/L foi observada para embrides de zebrafish expostos a

rotenona, valor similar ao observado por Melo et al. (2015) que relataram uma CEso de 12,2

Mg/L.

Figura 3 — Percentual de animais afetados (animais com efeitos teratogénicos + animais mortos) entre 24 e 96
hpf ap6s exposicdo embriondria & rotenona. Aumentos significativos na porcentagem de animais afetados foram
considerados quando * = p < 0,05. Os grupos experimentais em (a) 24 hpf foram comparados ao grupo DMSO
por one-way ANOVA (F(4,29) = 7,867 p < 0,05) seguido pelo teste de Tukey (ROT5 p = 0,999, ROT10 p =
0,026, ROT15 p = 0,002, ROT20 p = 0,012). Os grupos experimentais em (b) 48 hpf foram comparados ao
grupo DMSO por one-way ANOVA (F(4,29) = 5,378 p < 0,05) seguido pelo teste de Tukey (ROT5 p = 0,905,
ROT10 p = 0,469, ROT15 p = 0,004, ROT20 p = 0,023). Os grupos experimentais em (c) 72 hpf foram
comparados ao grupo DMSO por one-way ANOVA (F(4,29) = 84,226 p < 0,05) seguido pelo teste de Tukey
(ROT5 p = 0,684, ROT10 p < 0,001, ROT15 p < 0,001, ROT20 p < 0,001). Os grupos experimentais em (d) 96
hpf foram comparados ao grupo DMSO por one-way ANOVA (F(4,29) = 32,095 p < 0,05) seguido pelo teste de
Tukey (ROT5 p = 0,996, ROT10 p = 0,007, ROT15 p < 0,001, ROT20 p < 0,001). Legenda: DMSO - 0,1%
(v/v) Dimetilsulféxido; ROT5, ROT10, ROT15 e ROT20 -5, 10, 15 e 20 pg/L de rotenona, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor (2022).

Alteracbes morfométricas no comprimento da cabeca, largura da cabega e
comprimento do corpo foram observadas em larvas de zebrafish em 144 hpf em todos os
grupos expostos a rotenona (Tabela 1). Em relacdo ao diametro do olho, ndo foram

observadas diferencas significativas entre 0s grupos expostos a rotenona e o grupo DMSO. Os
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Unicos parametros alterados no grupo exposto & menor concentracdo de rotenona (ROT5)
entre todas as andlises realizadas foram a reducdo significativa no comprimento da cabeca,
largura da cabega e comprimento do corpo. As alteracbes morfométricas observadas no grupo
ROTS indicam que mesmo em baixas concentragdes, a rotenona foi capaz de influenciar
negativamente o desenvolvimento dos animais testados, embora ndo tenham sido observadas
alteracdes significativas nos demais parametros avaliados no grupo ROT5 (Tabela 2). Esse
fato pode estar associado a alta sensibilidade dos tecidos 6sseos a rotenona, conforme relatado
por Heinz et al. (2017) ao observar a deplecdo da medula éssea e atrofia 6ssea em ratos de 7-8
semanas expostos a rotenona. Em geral, houve uma reducdo significativa no tamanho da
cabeca das larvas expostas a rotenona, provavelmente causada pela capacidade da rotenona

em diminuir a ossificagéo.

Tabela 1 — Medidas morfométricas de larvas de zebrafish expostas & rotenona em 144 hpf.

Comprimento da Largura da Diametro do olho  Comprimento do
cabega (mm) cabecga (mm) (mm) corpo (mm)
DMSO 0,803 + 0,050 0,546 + 0,041 0,358 + 0,022 3,704 + 0,203
ROT5 0,755 + 0,060* 0,514 + 0,041* 0,361+ 0,159 3,560 + 0,101*
ROT10 0,770 = 0,050* 0,528 + 0,033* 0,342 + 0,021 3,631 +0,181*
ROT15 0,775 + 0,030* 0,526 + 0,029* 0,343+ 0,016 3,538 + 0,147*
ROT20 0,764 + 0,029* 0,509 + 0,025* 0,349 + 0,014 3,525 +0,128*

Os dados estdo expressos como média + Desvio Padrdo. * Diferenga significativa (p < 0,05) entre o grupo
DMSO. Para o comprimento da cabeca, cada grupo experimental foi comparado com o grupo DMSO por one-
way ANOVA (F(4,374) = 13,772 p < 0,05) seguido pelo teste de Tukey (ROT5 p =0, ROT10 p < 0,001, ROT15
p = 0,018, ROT20 p < 0,001). Para a largura da cabeca, cada grupo experimental foi comparado com o grupo
DMSO por one-way ANOVA (F(4,374) = 12,638 p < 0,05) seguido pelo teste de Tukey (ROT5 p < 0,001,
ROT10 p = 0,013, ROT15 p = 0,045, ROT20 p < 0,001). Para o didmetro do olho, cada grupo experimental foi
comparado com o grupo DMSO por one-way ANOVA (F(4,374) = 0,881 p < 0,05) seguido pelo teste de Tukey
(ROT5 p = 0,999, ROT10 p = 0,632, ROT15 p = 0,881, ROT20 p = 0,925). Para o comprimento do corpo, cada
grupo experimental foi comparado com o grupo DMSO por one-way ANOVA (F(4,374) = 17,174 p < 0,05)
seguido pelo teste de Tukey (ROT5 p < 0,001, ROT10 p = 0,032, ROT15 p < 0,001, ROT20 p < 0,001).
Legenda: DMSO — 0,1% (v/v) Dimetilsulféxido; ROT5, ROT10, ROT15 e ROT20 — 5, 10, 15 e 20 pg/L de
rotenona, respectivamente. Fonte: Préprio autor (2022).
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3.2 AVALIACAO DE PARAMETROS COMPORTAMENTAIS

Os testes de tigmotaxia e de sensibibilidade demonstraram mudangas no
comportamento devido & exposi¢cdo a rotenona em larvas de zebrafish em 144 hpf. A
tigmotaxia € um comportamento especifico relacionado a ansiedade e representa um dos
pardmetros comportamentais mais utilizados em estudos pré-clinicos empregando modelos de
roedores, nos quais 0s animais sao colocados em um ambiente novo e, por padrdo, evitam
fortemente o centro desse ambiente ao tentar se aproximar para as bordas (SCHNORR et al.
2012). Nesse teste foi observado que as larvas do grupo DMSO se moverem proximas a
parede dos pogos, como esperado em larvas sadias, com menos de 10% dos animais afastados
da parede do pogo durante os testes (Figura 4a). Durante o teste tigmotaxia foi observado que
a rotenona causou alteragdes comportamentais significativas (Figura 4a) nos grupos com as
duas maiores concentracOes de rotenona (ROT15 e ROT20). Esse resultado pode indicar que
a rotenona pode alterar a atividade neuronal, causando alteragdes no comportamento do tipo
ansiedade. Estudos anteriores que expuseram embrides e larvas de zebrafish a substancias que
provocam DP-like ndo analisaram comportamentos semelhantes a ansiedade, um sintoma néo
motor da DP. O estudo de Wang et al., (2017), avaliou comportamentos do tipo ansiedade no
modelo DP-like de zebrafish adulto exposto a rotenona usando um teste de preferéncia
claro/escuro para observar se a rotenona causava mudancas no comportamento. Os autores
concluiram que os sintomas comportamentais estavam associados a diminui¢do dos niveis de
dopamina no cérebro dos peixes tratados com rotenona, algo que também pode ter ocorrido
nas larvas do nosso experimento. A partir da observagéo desses resultados, pode-se considerar
a utilizacdo larvas de zebrafish expostas a rotenona como um modelo de inducdo de sintomas

ndo motores DP-like.
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Figura 4 — Larvas de zebrafish expostas a altas concentracdes de rotenona mostraram reducdes na exibicdo de

tigmotaxia e na sensibilidade ao toque. (a) O teste de tigmotaxia avalia comportamentos de ansiedade em larvas

de zebrafish. A porcentagem da resposta de cada grupo foi comparada com o grupo DMSO por one-way

ANOVA (F(4,34) = 6,165 p < 0,05) seguido pelo teste de Tukey (ROT5 p = 0,669, ROT10 p = 0,261, ROT15 p

=0,013, ROT20 p = 0,001); (b) O teste de sensibilidade ao toque avalia a resposta larval a estimulos mecanicos.

A porcentagem da resposta de cada grupo foi comparada com o grupo DMSO por one-way ANOVA (F(4,12) =

4,366 p < 0,05) seguido pelo teste de Tukey (ROT5 p = 0,633, ROT10 p = 0,414, ROT15 p = 0,991, ROT20 p =

0,009). Legenda: DMSO - 0,1% (v/v) Dimetilsulféxido; ROT5, ROT10, ROT15 e ROT20 — 5, 10, 15 e 20 pg/L

de rotenona, respectivamente. (c) A resposta optomotora de zebrafish como porcentagens total e comparada pelo

teste de simetria de McNemar no mesmo grupo entre a posi¢éo inicial (PI) e posi¢do final (PF) * = p < 0,05.

Posicdo inicial contra a posi¢éo final: DMSO p < 0,001; ROT5 p < 0,001; ROT10 p < 0,001; ROT15 p < 0,001;

ROT20 p < 0,001).
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Nos resultados do teste de sensibilidade ao toque, que verifica a capacidade de
resposta ao toque e a exibicdo do comportamento de fuga, as larvas apresentaram redugdes
significativas na resposta de sensibilidade apenas no grupo ROT20 (Figura 4b). A reducgéo da
sensibilidade pode estar relacionada a acdo neurotdxica da rotenona, que interfere no estado
normal do sistema nervoso central e pode indicar um leve defeito de locomogédo (KALYN et
al., 2020). Diante dos resultados dos testes de tigmotaxia e sensibilidade ao toque, foram
observados defeitos comportamentais em larvas expostas as maiores concentracdes de
rotenona, mesmo em animais que ndo apresentaram efeitos teratogénicos aparentes.

Por meio dos dados obtidos pelo teste de resposta optomotora ndo foram observadas
alteracOes na acuidade visual e resposta motora das larvas. Apesar da rotenona ja ser utilizada
como uma substancia quimica causadora de degeneracdo da retina em ratos (SASAOKA et
al., 2020), ndo foram encontrados na literatura estudos avaliando a resposta optomotora em
zebrafish expostos a essa substancia. No entanto, no estudo de Bevenutti et al. (2018), que
expds larvas de zebrafish ao 6-OHDA, foi observado alteracfes na resposta optomotora em
larvas de zebrafish com 7 dpf e ainda causaram um comprometimento sensorial. Em nosso
estudo, as larvas de todos os grupos expostos a rotenona responderam positivamente ao
estimulo visual induzido. Isto indica que as concentracGes de rotenona ndo foram suficientes
para afetar a locomocdo e a capacidade visual dos animais neste teste, mesmo em 0S grupos
gue apresentaram alteracOes nos testes de tigmotaxia e de sensibilidade ao toque.

Os efeitos negativos da rotenona nos estagios iniciais da vida de zebrafish como
modelo para estudar os sintomas DP-like foram observados diferentemente de acordo com a
concentracdo de rotenona usada. A menor concentracdo utilizada (ROTS), por exemplo,
causou apenas uma alteracdo observada no pardmetro toxicologico, que foi a diminuicdo do
tamanho da cabeca e do corpo, mas efeitos em sintomas comportamentais ndo foram

observados. A exposicdo a rotenona no grupo ROT10 ndo causou alteracBes
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comportamentais, embora tenham sido observados efeitos toxicologicos, como na taxa de
epibolia, defeitos teratogénicos e redugdes morfométricas. Desta forma, a exposi¢do com 10
Mg/l de rotenona ndo € indicada para induzir alteracbes comportamentais neste modelo
animal. No entanto, os 10 pg/L de rotenona podem ser usados para provocar efeitos
toxicologicos em modelo animal de zebrafish para triagem de farmacos contra a DP. As
concentragdes de 15 e 20 pg/L de rotenona (ROT15 e ROT20, respectivamente) em zebrafish
provocaram efeitos significativos em todos os parametros toxicologicos analisados. Em
relagdo aos parametros comportamentais avaliados, o grupo ROT15 apresentou reducdo na
tigmotaxia, enquanto larvas do grupo ROT20, além de apresentarem reducdo na tigmotaxia,
também apresentaram reducdo na sensibilidade ao toque. No entanto, a alta taxa de
mortalidade observada nesses dois grupos pode dificultar a realizagdo de testes e reduzir a
sobrevivéncia dos animais para a testagem de candidatos a farmacos. Diante do exposto,
recomenda-se a utilizagdo de uma concentracdo entre 10 e 15 pg/L (Tabela 2), na qual a
mortalidade é reduzida, mas ha efeitos toxicoldgicos e comportamentais observaveis e
significativos. Esse modelo animal com as concentra¢fes de rotenona sugeridas possuem

potencial para avaliacdo de possiveis novos medicamentos para o tratamento da DP.
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Tabela 2 — Resumo dos efeitos observados causados por diferentes concentraces de rotenona nos parametros
avaliados no modelo de zebrafish DP-like.

Parametros Toxicoldgicos Parametros Comportamentais

Desenvolvimento Animais Afetados Medidas morfométricas Testes Comportamentais

Taxa de Epibolia  Teratogénicos  Mortalidade Cabega Olho Corpo  Tigmotaxia  Sensibilidade = Optomotor

DMSO NO NO NO NO NO NO NO NO NO
ROT5 NO NO NO + NO + NO NO NO
ROT10 + + NO + NO + NO NO NO
ROT15 + + + + NO + + NO NO
ROT20 + + + + NO + + + NO

+ = positivo; NO = Néo observavel. Legendas: DMSO — 0,1% (v/v) Dimetilsulfoxido; ROT5, ROT10, ROT15 e
ROT20 -5, 10, 15 e 20 pg/L de rotenona, respectivamente. Fonte: Proprio autor (2022).

4 CONCLUSAO

Em conclusdo, o uso dos estagios iniciais da vida de zebrafish exposto a rotenona em
nosso trabalho mostrou-se adequado como modelo animal para estudos de DP-like. A
rotenona foi capaz de induzir efeitos toxicos em pardmetros embrionérios, de
desenvolvimento e morfométricos, afetando também pardmetros comportamentais como a
presenca de padrdes ansiedade-like que mimetizam sintomas ndo motores da DP.
Concentrages entre 10 e 15 pg/L de rotenona sdo recomendadas para a observacéo de efeitos
no desenvolvimento e mudangas comportamentais porque a rotenona foi téxica para o
zebrafish no estagio embrio-larval e aumentos na concentracdo podem causar alta mortalidade
aumentada. Este modelo animal DP-like pode ser usado para rastrear e investigar potenciais

farmacos para a terapéutica da DP.
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5 CONCLUSOES

e O dispositivo desenvolvido permitiu a captacdo de multiplos videos simultaneos de
forma padronizada para a avaliacdo dos pardmetros motores e ndo motores de
zebrafish DP-like, tornando-se uma patente de invencdo e um registro de desenho
industrial;

e As concentracdes de rotenona utilizadas foram capazes de produzir efeitos negativos
quantificaveis na atividade locomotora do zebrafish adulto causando sintomas motores
DP-like. O modelo apresentado em nosso estudo pode possibilitar a triagem de
candidatos a farmacos e com possivel uso na identificacdo de novas estratégias
terapéuticas da DP;

e O uso do zebrafish em estagios iniciais de vida exposto a concentracfes de rotenona
mostrou-se adequado como modelo animal DP-like, pois a rotenona induziu alteracGes
nos parametros toxicologicos e provocou mudancas comportamentais semelhantes a
sintomas ndo motores DP-like;

e O tratamento com levodopa e o dleo essencial de Piper nigrum em estagios iniciais de
vida do zebrafish DP-like reduziram os efeitos toxicos da rotenona, como mortalidade,
taxa de eclosdo e efeitos teratogénicos e o tratamento do modelo zebrafish DP-like
com o Gleo essencial de Piper nigrum protegeu as larvas das alteracGes da resposta
optomotora;

e A nanoemulsdo produzida obteve vesiculas estaveis com o 0Oleo essencial rico em
terpenos de tamanho inferior a 200 nm com possibilidade de incorporacdo em formas
farmacéuticas comerciais e utilizada no tratamento de doencas neurodegenerativas,

apos analises pré-clinicas e clinicas;
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captagdo de imagens com dois suportes telescopicos para acoplamento de cAmeras de video ou smartphones, com regulagem
de altura, capacidade para acoplamento de outras torres permitindo aumentar o nimero de filmagens, uma barreira fisica externa
para reduzir a interferéncia exterior no comportamento & viveiros que sdo preferencialmente aguarios possibilitando diferentes
configuragdes podendo ser usado no Modelo de Teste de Escototaxia, Teste de Campo Aberto, Modelo de Teste de Motilidade
dentre outros com aplicagdo em varios fipos de pesquisa.
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A patente de invengdo nimero BR 10 2019 009007-3 A2, intitulada: "Dispositivo tipo
torre para captacao de imagens para obtencdo de dados comportamentais de animais aquéaticos
em viveiro", encontra-se devidamente depositada no Instituto Nacional de Propriedade
Industrial. Para ter acesso ao texto da patente visite o site do INPI:
https://busca.inpi.gov.br/pePl/serviet/LoginController?action=login,  cligque na  opc¢éo

"Patentes” e utilize o nimero da patente (102019009007-3) para fazer a busca, como
mostrado nas figuras abaixo:

E BRASIL Acesso a informacao Participe Servicos Legislacao Canais

Instituto I\]acional da .
Propriedade Industrial
Ministério da Economia
Consulta Base de Dados do INPI

[Ajuda? | Login | Cadastre-se aqui. ]

a Desenho Industrial Indicagdo Geografica
Programa de ' Topografia de
Con%putador @ Circuito Integrado

»,
Transferéncia de {9 Informacdo Tecnolégica
Tecnologia de Patentes

BRASIL Acesso a informacgéo Participe Servigos Legislagdo Canais
Instituto Nacional da :
Propriedade Industrial

Ministério da Economia

Consulta & Base de Dados do INPI

[ Inicie | Ajuda? Login | Cadastre-se aqui. ]

» Consultar por: Base Patentes | Pesquisa Avangada | Calendario | Finalizar Sessao

PESQUISA BASICA

Fomeps absixo a3 chaves de pesquiss dessfsossz. Evite o uso de frazes ou palswras gendrcas

Contenha o Nimero do Pedido [102019009007-3] |

BRASIL Acesso a informacao Participe Servigos Legislagdo Canais
Instituto Nacional da )
Propriedade Industrial

Ministénio da Economia

Consulta & Base de Dados do INPI

[ Inicio | Ajuda? ]

» Consultar por: Base Patentes | Finalizar Sessdo

RESULTADO DA PESQUISA
Pesquisa por:
Mo Pedido: '102013002007-3"
Foram encontrados 1 processos que satisfazem a pesguisa, Mostrando pagina 1 de 1.
Pedido Depasito Titulo IPC

DISPOSITIVO TIPO TORRE PARA CAPTACAO DE IMAGENS PARA OBTENCAO DE
H D SR I £ 02/05/2018 1165 COMPORTAMENTATS DE ANTMATS AQUATICOS EM VIVEIRO AG18 511


https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/LoginController?action=login
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APENDICE B — DESENHO INDUSTRIAL BR 30 2020 002588-1: “CONFIGURACAO
APLICADA A DISPOSITIVO TIPO TORRE PARA CAPTACAO DE IMAGENS”.

T T

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL Dt
MINISTERIO DA ECONOMIA
INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
DIRETORIA DE MARCAS, DESENHOS INDUSTRIAIS E INDICAGOES GEOGRAFICAS

CERTIFICADO DE REGISTRO DE DESENHO INDUSTRIAL
BR 302020002588-1

O INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL concede, automaticamente,
sem exame de mérito, o presente CERTIFICADO DE REGISTRO, que outorga ao seu titular
propriedade do desenho industrial discriminado neste titulo, em todo o territério nacional, garantindo
os direitos dele decorrentes, previstos na legislacéo em vigor.

A protecéo conferida pelo registro de desenho industrial, em conformidade com o que estabelece o art.
95 da Lei 9.279/96, € definida exclusivamente a partir da configurac@o da forma plastica ornamental do
objeto ou do conjunto ornamental de linhas e cores requeridos.

(21) Ntimero do Depésito: BR 302020002588-1

(22) Data do Depésito: 16/06/2020

(45) Data de Concessdo: 04/05/2021

(52) Classificacao Internacional de Desenhos Industriais: 14-06.
(30) Prioridade Unionista:

(54) Titulo: CONFIGURACAO APLICADA A/EM DISPOSITIVO TIPO TORRE PARA CAPTAGAO DE
IMAGENS
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O desenho industrial numero BR 30 2020 002588-1, intitulado: “Configuragdo
aplicada a dispositivo tipo torre para captagdo de imagens”, encontra-se devidamente
depositado no Instituto Nacional de Propriedade Industrial. Para ter acesso ao texto do
desenho industrial visite 0 site do INPI:
https://busca.inpi.gov.br/pePl/serviet/LoginController?action=login,  cligque na  opc¢éo

"Desenho Industrial™ e utilize o nimero 30 2020 002588-1 para fazer a busca, como mostrado
nas figuras abaixo:

E BRASIL Acesso a informacao Participe Servigcos Legislacao Canais
Instrtuto Nacional da

Propriedade Industrial
Ministério da Economia
Consulta Base de Dados do INPI

Marca Patente

g Desenho Industrial Indicagao Geografica
Programa de 'S Topografia de

Con%putador E,] Circuito Integrado

(V<) Transferéncia de 5 ) Informacdo Tecnolégica
2 Tecnologia Pa de Patentes

[Ajuda? | Login | Cadastre-se aqui. ]

BRASIL Acesso a informacgédo Participe Servigos Legislagdo Canais
Instituto Nacional da :
Propriedade Industrial

Mimiztério da Economia
Consulta & Base de Dados do INPI

[ Inicio | Ajuda? | Login | Cadastre-se agui. ]
» Consultar por: Base Desenhos | Pesquisa Avancada | Finalizar Sesséo
Fomecs sbaio az chaves de pesquizs desejsdss Evite 0 uzo de frazes ou palsvras genéncas.

PESQUISA BASICA

Contenha o Nimero do Pedido [30 2020 002588-1 | |

BRASIL Acesso & informacéo Participe Servigos Legislagéo Canais
Instituto Nacional da :
Propriedade Industrial

Miniztério da Economia

Consulta & Base de Dados do INPI

[ Inicio | Ajuda? ]
» Consultar por: Base Desenhos | Finalizar Sessdo

RESULTADO DA PESQUISA
Pesquisa por:
N2 Pedido: "30 2020 002588-1 "\, Foram encontrados 1 processos gue satisfazem a pesquisa. Mostrando pagina 1 de 1.
Pedido Depasito Titulo Clas

CONFIGURACAO APLICADA A/EM DISPOSITIVO TIPO TORRE PARA CAPTACAO DE

BR 30 2020 002583 1 16/06/2020 IMAGENS 14-06


https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/LoginController?action=login
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APENDICE C - ARTIGO PUBLICADO: "EFEITOS MOTORES DA ROTENONA
EM ZEBRAFISH COMO MODELO ANIMAL DA DOENCA DE PARKINSON-LIKE"

o rvo+
.@ace 0

index base Revista Eletronica Acervo Saude | ISSN 2178-2091

Efeitos motores da rotenona em zebrafish como modelo animal da
doenca de Parkinson-like

Motor effects of rotenone in zebrafish as an animal model of Parkinson-like disease

Efectos motores de la rotenona en zebrafish como modelo animal de enfermedad similar a
la de Parkinson

André Lucas Corréa de Andrade!, Renatta Priscilla Ferreira Silva', Jadson Freitas da SilvaZ2,
Pabyton Gongalves Cadena'2.

RESUMO

Objetivo: Analisar a inducdo de sintomas semelhantes @ Doenca de Parkinson em zebrafish pela exposicdo
a rotenona. Métodos: Trata-se de um estudo experimental, conduzido em zebrafish adultos divididos em trés
grupos, um grupo controle, exposto a 1% (v/v) de DMSO e dois grupos expostos a 2 e 5 pg/L de rotenona por
28 dias consecutivos. Foram avaliados a atividade locomotora dos animais nos seguintes parametros:
distancia total, velocidade média e tempo parado. Parametros ndo-motores foram avaliados no teste de
preferéncia claro/escuro para observar alteracdes comportamentais. Resultados: Reducdes significativas
entre 0s grupos expostos a rotenona (2 e 5 pg/L) em relagdo ao grupo controle foram observadas nos
parametros de distadncia total (14,97 e 18,84%), velocidade média (15,05 e 18,39%) e nimero de linhas
cruzadas (15,74 e 21,96%). Aumento do tempo parado de 82,15% foi observado apenas no grupo exposto a
5 pg/L de rotenona. AlteracGes na preferéncia de claro/escuro ndo foram observadas. A taxa de mortalidade
foi de 15 e 35% para os grupos com 2 e 5 pg/L de rotenona, respectivamente. Conclusio: As concentracdes
de rotenona estudadas foram capazes de produzir efeitos negativos na atividade locomotora dos peixes,
causando sintomas motores semelhantes a Doenca de Parkinson.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, Atividade locomotora, Modelo animal

ABSTRACT

Objective: Analyze the induction of Parkinson-like disease symptoms in zebrafish by rotencne exposure.
Methods: This I1s an experimental study conducted on adult zebrafish divided into three different groups, a
control group exposed to 1% (w/v) DMSO and two groups exposed to 2 and 5 pg/L of rotenone for 28
consecutive days. The locomotor activity of the animals was evaluated in the following parameters: total
distance, average speed, and stopped time. Non-motor parameters were evaluated in the light/dark preference
test to observe behavioral changes. Results: Significant reductions between the groups exposed to rotenone
(2and 5 pg/L) compared to the control group were observed in the parameters of the total distance (14.97 and
18.84%), mean speed (15.05 and 18.39%), and the number of crossed lines (15.74 and 21.96%). An increase
in downtime of 82.15% was observed only in the group exposed to 5 pg/L of rotenone. Changes in light/dark
preference were not observed. The mortality rate was 15 and 35% for the 2 and 5 pg/L rotenone groups,
respectively. Conclusion: The rotenone concentrations studied were able to produce negative effects on the
locomotor activity of fish, causing Parkinson-like disease motor symptoms.

Keywords: Parkinson's disease, Locomotor activity, Animal model.

" Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Recife - PE.
2 Universidade Federal Rural de Pemambuco (UFRPE), Recife - PE.

SUBMETIDO EM: 4/2022 | ACEITO EM: 5/2022 | PUBLICADO EM: 5/2022
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APENDICE D - APRESENTACAO ORAL: "EFEITOS MOTORES DA ROTENONA
EM ZEBRAFISH COMO MODELO ANIMAL DA DOENCA DE PARKINSON-LIKE"

Acervo Mais Publicacdes Cientificas
CERTIFICADO DE APRESENTACAO EM PODCAST

3A58-4470.EFED

Modalidade: | Apresentagdo Oral de Trabalho Cientifico E'f':
Titulo: | Efeitos motores da rotenona em zebrafish como modelo animal da doenga de
Parkinson-like s
i
Autoria: | André Lucas Corréa de Andrade, Renatta Priscilla Ferreira Silva, Jadson Freitas da _
Silva, Pabyton Gongalves Cadena. §E
Local: | Plataforma do Spotify | Canal da Acervo+ Index Base f
ui
Publicado: | Julho de 2022 £y
Link: | https://open.spotify.com/episode/OK4vEZB Y Igh1¢XDo8X16n2si=13JGXP3ATIKEw6L  ©
ZlyevL() § .
= o A 2

Brasil, Dr. Andreazzi Duarte i 4 7
i R ¥ l I'{.: 'H'( ';' | - .
08 de Julho de 2022, Editgr-lider da Acervo+ e

Eah i cumanis T - o I
Fardpearifoar &5 gaenal
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APENDICE E — RESUMO PUBLICADO NO 56° CONGRESSO ANUAL DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE FISIOLOGIA: “EVALUATION OF THE TOXIC
EFFECTS OF ROTENONE ON EARLY STAGES OF DANIO RERIO BY
BEHAVIORAL AND MOTOR TESTS”

LVI CONGRESSO ANUAL DA SBFIS
S B F I S VIl Encontro Cientifico do Programa de Pas-Graduagio
‘ Multicéntrico em Ciénclas Fisiologicas
L W O N L | N E IV Encontro do Controle Neural da Respiragdo
X1l Simpésio Internacional de Peptideos Vasoativos
000000 A FISIOLOGIA MULTICENTRICA E A
‘ 12 a 17 de Outubro de 2021 DEMOCRATIZACAO DO CONHECIMENTO

Certificamos que o Trabalho Cientifico intitulado: Evaluation of the toxic effects of rotenone on
early stages of Danio rerio by behavioral and motor tests, dos autores: Renatta Priscila
Ferreira da Silva, André Lucas Correa de Andrade, Pabyton Goncalves Cadena foi
apresentado no 56° CONGRESSO ANUAL DA SBFIS 2021 ON-LINE, realizado na plataforma
Virtuali Eventos no periodo de 11/10/2021 a 17/10/2021

) ) A J S
g . (opre Cremh n
s ("J[.L Clee Xoocco (thw ! \,j
Patricia Rieken Macedo Rocco Pedro Leme Silva Fernanda Ferreira Cruz
Presidente da SBFIS Secretario da SBFIS Tesoureira da SBFIS

SyBWFI”S‘ aoio: B #icoos Sppee 4 e @":fo' Ceans Q";’Eﬁ ._:"f‘! ORGANIZAGAO: m

REALIZAGAO:




89

Biomedical and
Biopharmaceutical
e pmaroh i dok:10.1927 1bbr 18.2.265

omddous Biatmn sk utica

SBFIS ePoster Abstracts/Resumos

SBFI S LVICONGRESSO AN
P 0e0 A FISIOLOGIA MULTICENTRICA £ A
A ' 12 817 de Outubro de 2021 DEMOCRATIZAGAO DO CONHECIMENTO

‘ WWW.CONGRESSOSBFIS2021.COM.BR !

REALIZAGAO: ORGANIZACAO:

$) SBFis.  win

October 12 - 17, 2021

1D: 5532
Area: Neurofisiologia
Forma de Apresentacio: E-POSTER

Autores: Renatta da Silva, André de Andrade, Pabyton Cadena
Instituicoes.: Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

EVALUATION OF THE TOXIC EFFECTS OF ROTENONE ON EARLY STAGES OF DANIO RERIO
BY BEHAVIORALAND MOTOR TESTS

Rotenane (RT) is a natural organic molecule. In excess, it degenerates dopaminergic neurons inducing
their death and deforming Lewy bodies. This pesticide is a prototype of exogenous toxin with Parkinson-
like clinical attributes in the animal model. Thus, the aim of this work is to evaluate the behavioral and
motor parameters of Danio rerio larvae exposed to RT. The protocol n? 35581030221 was approved by
the CEUA - UFRPE. Larvae (n = 352) with & days post-fertilization (dpf) were housed 48 well-plates,
divided into 5 groups, control (CG - 0.01% DMSO) and groups exposed to 5, 10, 15 and 20 and pg/L of
RT (G5, G10, G15, and G20). The thigmotaxis test (TH) was used to assess anxiety-like behavior, after
10 minutes of acclimatization, it recorded whether the larvae were near or away from the wall. Optomotor
response (OMR) data were collected submitting the well-plates with larvae above on the tablet with a
video that simulates the water stream to count the number of larvae that followed the stimulus direction
(SD). The video, captured by a cellphone camera, consisted of 5s of white to Initial Time (IT), the 30s of
alternating lines in the right direction to middle time (MT), and 30s of alternating lines in the left direction
to final time (FT). The TH results were compared by one-way ANOVA followed by the Tukey test, and
OMR was analyzed by the McNemar test with p < 0.05. There was a decrease of TH in G15 and G20
compared to CG. The OMR SE rate in IT was CG 24%:; G5 35%; G10 26%; G15 and G20 20%. In MT
was GC 61%; G5 63%; G10 53%; G15 54%; G20 43%._ In the FT was GC 75%; G5 68%; G10 66%;
G15 57%; G20 61%. No changes were observed in the OMR test. In our test, RT reduced TH, indicating
behavioral changes. OMR test can be used to detect visual impairment thus, RT concentrations did not
cause changes in this test. Therefore, RT induced behavioral changes, but not visual impairments.
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APENDICE F - PATENTE DE INVENCAO BR 10 2020 024914 2: “PROCESSO DE
PRODUCAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS ESSENCIAIS CONTENDO
LEVODOPA ENCAPSULADA”.

1T 4 A 2 &

El

(21) BR 102020024914-2 A2 ||| {111
(22) Data do Deposito: 07/12/2020

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 14/06/2022

Ministério da Economia

Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: PROCESSO DE PRODUGAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS ESSENCIAIS CONTENDO LEVODOPA
ENCAPSULADA

(51) Int. Cl.: AB1K 36/67; AG1P 25/28.

(71) Depositante(es): UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO; UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO.

(72) Inventor(es): ANDRE LUCAS CORREA DE ANDRADE; RENATTA PRISCILLA FERREIRA SILVA; THAMIRIS PINHEIRO
SANTOS; PAULO EDUARDO DA SILVA BASTOS; AMANDA RODRIGUES DOS SANTOS; ESTER INACIO DAMIAO QUINOVA;
TIAGO QUEIROZ DA MOTA BITTENCOURT,; CLAUDIO AUGUSTO GOMES DA CAMARA; MARCILIO MARTINS DE MORAES;
PABYTON GONCALVES CADENA.

(57) Resumo: PROCESSO DE PRODUGAO DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS ESSENCIAIS CONTENDQ LEVODOPA
ENCAPSULADA. A invencao pertence ao setor tecnoldgico de hionanotecnologia com destague na utilizagdo de técnicas de
nanoemulsificagdo aplicadas a uma possivel melhora das propriedades fisico-quimicas e fisiologicas da levodopa. Trata-se de um
processo para producdo de nanoemulsfes O/A com vesiculas de tamanho inferiores a 300 nm para encapsulacdo do farmaco
Levodopa para melhoramento no tratamento da Doenca de Parkinson, devido ao fato da Levodopa ser um farmaco com uma
distribuicdo descontinua no organismo, tempo de meia-vida curta e baixa biodisponibilidade. A nancemulsao € produzida pelo
método de baixa energia a partir da emulsificagdo espontanea do 6leo essencial de Piper nigrum, do surfactante polissorbato 80,
da Levodopa combinada a inibidores da dopa-decarboxilase, na fase oleosa, e do tampéo fosfato em pH neutro, como fase
aquosa. Além disso, em sua fase oleosa devido a presenca do 6leo de Piper nigrum contém niveis de terpenos, compostos ativos
que possuem atividade antioxidante que podem melhorar no tratamento da Doenga de Parkinson.
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A patente de invencdo numero BR 10 2020 024914 2, intitulada: “Processo de
producdo de nanoemulsdo a base de Odleos essenciais contendo Levodopa encapsulada”,
encontra-se devidamente depositada no Instituto Nacional de Propriedade Industrial. Para ter
acesso ao texto da patente visite 0 site do INPI:
https://busca.inpi.gov.br/pePl/serviet/LoginController?action=login,  cligque na  opc¢éo
"Patentes” e utilize o numero da patente (10 2020 024914 2) para fazer a busca, como
mostrado nas figuras abaixo:

E BRASIL Acesso a informacéao Participe Servicos Legislacao Canais
Instrtuto Nacional da

Propriedade Industrial

Ministério da Economia

Consulta Base de Dados do INPI

[Ajuda? | Login | Cadastre-se aqui. ]

Marca g Patente —
Desenho Industrial Indicacdo Geografica

Programa de ' Topografia de
Computador Circuito Integrado

Transferéncia de ® Informacgao Tecnoldgica
Tecnologia ) de Patentes

JERE

BRASIL Acesso a informacgéo Participe Servigos Legislagdo Canais

Instituto Nacional da

Propriedade Industrial
Mimisterio da Economia

Consulta 8 Base de Dados do INPI
[ Inicio | Ajuda? Login | Cadastre-se agui. ]
» Consultar por: Base Patentes | Pesquisa Avangada | Calendario | Finalizar Sesséo

PESQUISA BASICA

Fomeps sbaivo sz chaves de pesquizs desefsdse Evite 0 uzo de frases ou palsvrss genércss.

Contenha o Nimero do Pedido |10 2020 024914 2 |

&4 BRASIL Acesso a informacgéo Participe Servigos Legislagao Canais
Instituto D{acian.al da :
Propriedade Industrial

Mimiztério da Economia
Consulta & Base de Dados do INPI

[ Inicio | Ajuda? ]
= Consultar por: Base Patentes | Finalizar Sessdo

RESULTADO DA PESQUISA

Pesquisa por:

Me Pedido: 10 2020 024914 2"\

Foram encontrados 1 processos que satisfazem & pesquisa. Mostrando pagina 1 de 1.
Pedido Depdsito Titulo IPC

PROCESS0 DE PRODUCAC DE NANOEMULSAO A BASE DE OLEOS ESSENCIAIS

CONTENDO LEVODOPA ENCAPSULADA AB1K 36/67

BR 10 2020 024914 2 07122020


https://busca.inpi.gov.br/pePI/servlet/LoginController?action=login

92

APENDICE G — APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
PROTOCOLO NUMERO 114/2018

; E'l CEUA- UFRPE
: Apr
'UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBU '“Z% 5 Jp /ovaog/jg il
Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n, - v o8
Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE 5 7i’da/§e
______ o/ded o
Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA -I- 14 -
Licenca condicional para o uso de animais em experimentacio e/ou ensino
A Comissao de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de
Pernambuco, no uso de suas atribui¢des, autoriza a execugdo do projeto descriminado
abaixo. O presente projeto também se encontra de acordo com as normas vigentes no
Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.
Numero da licenga 114/2018
Numero do processo 23082.022433/2018-96
Data de emissdo da licenga 31 de outubro de 2018
Titulo do Projeto Desenvolvimento de nanoemulsdes a partir de 6leos
essenciais contendo levodopa encapsulada para o
tratamento da Doenga de Parkinson em modelo de
peixe zebrafish (Danio rerio).
Finalidade (Ensino, Pesquisa, Pesquisa
Extensio)
Responsavel pela execugdo do | Pabyton Gongalves Cadena
projeto
Colaboradores " | André Lucas Corréa de Andrade, Marilia Cordeiro
Galvao da Silva, Thamiris Pinheiro Santos
Tipo de animal e quantidade Peixe; macho: adulto 105, embrido 210, fémea
total autorizada adulto 105, embrido 210. Total: 630
R.G
px. Gatost CEUNFRPE

Profa. Pra. MarVeynq José-Afonso Accibly Lins Amorim
(Presidente da ComissdoNde Etica no Uso de Animais — CEUA / UFRPE)




PROTOCOLO NUMERO 3581030221

UNIVERSIDADE Comissédo de Etica no
FEDERAL RURAL - -
Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estudo da associagdo da Levodopa com 6leo essencial de Piper nigrum de forma livre e em
nanoemulsao como um novo produto para o tratamento da Doenca de Parkinson utilizando zebrafish (Danio rerio) como modelo
animal", protocolada sob o CEUA n? 3581030221 (b 000575), Sob a responsabilidade de Pabyton Gongalves Cadena e equipe;
André Lucas Corréa de Andrade; Renatta Priscilla Ferreira Silva - que envolve a producdao, manutengao e/ou utilizagao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com
os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CEUA/UFRPE) na reunidao de 10/02/2021.

We certify that the proposal "Study of the association of Levodopa with Piper nigrum essential oil in free form and in nanoemulsion
as a new product for the treatment of Parkinson\'s Disease using zebrafish (Danio rerio) as an animal model", utilizing 1825 Fishes
(males and females), protocol number CEUA 3581030221 (b 000s75), under the responsibility of Pabyton Gongalves Cadena and
team; André Lucas Corréa de Andrade; Renatta Priscilla Ferreira Silva - which involves the production, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or
teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by
the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of
the Rural Federal University of Pernambuco (CEUA/UFRPE) in the meeting of 02/10/2021.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 03/2021 a 03/2024 Area: Ciéncias Bioldgicas

Origem: Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal - LECA

Espécie: Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 3 a 12 meses N: 300
Linhagem: WT (selvagem) Peso: laz2g

Origem: Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal - LECA

Espécie:  Peixes sexo: Machos e Fémeas idade: 1 a7 dias N: 1525
Linhagem: WT (selvagem) Peso: 1lalg

Local do experimento: No Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal - LECA

Recife, 10 de fevereiro de 2021

Prof. Dr. Francisco de Assis Leite de Souza Prof. Dr. Carlos Fernando Rodrigues Guarana
Coordenador da Comisséio de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal Rural de Pernambuco Universidade Federal Rural de Pernambuco

Rua Dom Manoel de Medeiros, S/N, Dois Irmaos, Recife-PE / CEP 52171-900 - tel: +55 0xx81 3320-6327
Horério de atendimento: 22 a 62 das 8 &s 12h / 13h as 17h : e-mail: ceua@ufrpe.br
CEUA N 3581030221
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APENDICE H - APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS



