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RESUMO

A doenga de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum entre pessoas
idosas, causa uma perda das fungdes motoras, fisiologicas e cognitivas. A rotenona (ROT), €
uma molécula organica que em excesso degenera neurénios dopaminérgicos induzindo sua
morte e deformando corpulsculos de Lewy. Esse pesticida € um prototipo de toxina exogena
capaz de induzir atributos clinicos de Parkinson-like em modelo animal. Convencionalmente a
levodopa (L-DOPA) é utilizada para o do Parkinson, mas, 0 uso a longo prazo causa efeitos
adversos. Diante disso, buscam-se alternativas terapéuticas para o tratamento através da
introducdo de bioprodutos de origem vegetal. Logo, nosso estudo avaliou a associacdo de Piper
nigrum (PN) e L-DOPA como uma alternativa para o tratamento do Parkinson-like em modelo
experimental de embrides de Danio rerio. A manutencdo dos animais, obtencdo dos ovos e
experimentos foram realizados no Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais. Utilizamos 16 grupos experimentais (5 repeticdes x 15 animais por pote): grupo
controle de DMSO (0,1%); ROT (11,250 pg/L); L-DOPA + ROT (diferentes concentracdes de
L-DOPA: 0,125; 0,250; 0,500 e 0,750 mM); PN + ROT (diferentes concentracGes de PN: 1,250;
2,500; 5,000 e 7,500 pg/mL); L-DOPA + PN + ROT (diferentes concentracdes de L-DOPA +
PN: 0,250 M + 2,500 pg/mL e 0,500 M + 5,000 pg/mL) e grupos L-DOPA e PN (1,000 mM e
10,000 pg/mL) de forma isolada durante 2 até 144 horas pds-fertilizacdo (hpf). Avaliamos: taxa
de eclosdo, efeitos teratogénicos, mortalidade, sobrevivéncia, testes comportamentais e
morfometria. Os resultados mostraram que ROT € toxica, 0s animais expostos apresentaram
atraso na eclosdo, efeitos teratogénicos e comportamentais. L-DOPA ndo € toxica, porém,
apenas em maiores concentragdes conseguiu proteger parcialmente os animais contra a acdo da
ROT. PN em baixas concentragcdes protegeu os animais contra ROT, entretanto, em maiores
concentragfes mostrou-se toxica e provocou atraso na eclosdo, efeitos teratogénicos e
mortalidade dos animais. L-DOPA e PN isolados ndo foram toxicos em nenhum dos parametros
avaliados, mas, 0s animais expostos ao grupo contendo a mistura das trés substancias nao
apresentou eclosdo indicando que a mistura entre L-DOPA e PN pode exercer toxicidade. Isso
nos direciona a testar outros compostos que reduzam a toxicidade de ROT reduzindo os
sintomas de Parkinson-like e nos da a oportunidade de identificar novas estratégias terapéuticas

ou de prevencéo para DP.

Palavras- chave: Doenca de Parkinson, Danio rerio, rotenona, levodopa, Piper nigrum



ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease among older
people, causing a loss of motor, physiological and cognitive functions. Rotenone (ROT), is an
organic molecule that in excess, degenerates dopaminergic neurons inducing their death and
deforming Lewy corpuscles. This pesticide is a prototype of an exogenous toxin capable of
inducing Parkinson-like clinical attributes in an animal model. Conventionally levodopa (L-
DOPA) was used for the treatment, but the use in the long-term caused adverse effects.
Therefore, therapeutic alternatives for treatment are proposed by the introduction of
bioproducts of plant origin. Therefore, our study evaluated the association of Piper nigrum (PN)
and L-DOPA as an alternative for Parkinson-like treatment in an experimental model of
embryos of Danio rerio. The maintenance of animals, obtaining the eggs, and experiments were
carried out in the Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento Animal of the Universidade
Federal Rural de Pernambuco and approved by the Ethics Committee in the Use of Animals.
We used 16 experimental groups (5 replicates x 15 animals per chamber): Control group of
DMSO (0.1%); ROT (11.250 pg/L); L-DOPA + ROT (different concentrations of L-DOPA:
0.125; 0.250; 0.500 and 0.750 mM); PN + ROT (different concentrations of PN: 1.250; 2.500;
5.000 and 7.500 pg/mL); L-DOPA + PN + ROT (different concentrations of L-DOPA and PN:
0.250 M + 2.500 pg/mL and 0.500 M + 5.000 pug/mL) and groups containing L-DOPA and PN
(1.000 mM and 10.000 pg/mL) in isolation for 2 to 144 hours post-fertilization (hpf). We
evaluated: Hatching rate, teratogenic effects, mortality, survival, behavioral tests, and
morphometry. The results showed that ROT is toxic, exposed animals showed hatching delay
and teratogenic and behavioral defects. L-DOPA is not toxic, however, only at higher
concentrations was it able to partially protect the animals against the action of ROT. PN at low
concentrations protected the animals against ROT, however, at higher concentrations, showed
toxicity and caused a delay in hatching, teratogenic effects, and mortality of animals. L-DOPA
and PN isolates were not toxic in any of the parameters evaluated, but in animals exposed to
the mixture of the three compounds, there was no hatching, indicating that the mixture between
L-DOPA and PN may exert toxicity. This leads us to test other compounds that reduce ROT
toxicity reducing Parkinson's-like symptoms and allows us to identify new therapeutic or

prevention strategies for PD.

Keywords: Parkinson's disease, Danio rerio, rotenone, levodopa, Piper nigrum.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) € mundialmente considerada a segunda doenca
neurodegenerativa mais comum entre pessoas com idade acima dos 60 anos, afetando assim,
cerca de 1-2% da populagdo no mundo (UNAL; EMEKLI-ALTURFAN, 2019). Esse tipo de
doenca causa em seus pacientes a degeneracdo progressiva e irreversivel de células do sistema
nervoso central (SNC), provocando assim, uma perda gradativa das fungdes motoras e
fisiologicas, bem como na capacidade cognitiva (PRZEDBORSKI et al., 2003).

A DP é considerada neurodegenerativa e irreversivel justamente porque é caracterizada
pela degeneracdo gradativa de neurbnios dopaminérgicos em uma regido compacta da
substancia negra, além disso, nota-se também um actimulo de Corpos de Lewy causando
deméncia (GAO; WU, 2016). Atualmente os medicamentos utilizados no tratamento da DP tém
por objetivo estimular o aumento da neurotransmissdo dopaminérgica, uma vez que isSO
ameniza a sintomatologia motora, porém nenhum farmaco € capaz de tratar totalmente a doenca
(KALIA; LANG, 2015).

Como exemplo de farmaco usado na terapéutica da DP, podemos citar a levodopa (L-
DOPA), considerada um precursor direto da dopamina. Por outro lado, o seu uso em longo
prazo causa em alguns pacientes efeitos colaterais como complicacbes motoras e discinésia
induzida, por exemplo (LIU etal., 2019). Contudo, para neutralizar os efeitos adversos causados
pela L-DOPA, existe a necessidade de novas alternativas terapéuticas que possam reduzir as
doses da L-DOPA sem afetar os resultados de pacientes com DP, bem como minimizando assim
seus efeitos motores e cognitivos (NASKAR et al., 2015).

Em face do exposto, com o aumento de casos de doencas do sistema nervoso existe a
busca por alternativas terapéuticas através de pesquisas na area fitoterapica, eficientes na
modificagcdo do quadro evolutivo de doengas como a DP (RABIEI; SOLATI; AMINI-KHOEL,
2019; AMRO et al., 2018). Nascimento et al., (2020) apontaram o crescente e importante papel
dos bioprodutos de origem natural, constituidos a base de metabolitos secundarios de origem
vegetal, isso justifica o fato da utilizacdo de produtos naturais estarem ganhando destaque como
alternativas farmacolégicas, como por exemplo, os 6leos essenciais (OEs). De acordo com a
literatura (GUPTA et al., 2016; SABINA et al., 2011; SELVENDIRAN et al., 2003), um dleo
essencial (OE) de odor muito forte com potencial terapéutico é o 6leo de pimenta do reino
(Piper nigrum). Esses estudos foram realizados em animais e evidenciaram que P. nigrum
possui um principio ativo conhecido como piperina. Esse alcaloide pode ser eficiente na
terapéutica de respostas inflamatorias e tratamento de doengas neurodegenerativas, por

exemplo, a DA (CHEN et al., 2022). Sendo assim, observamos a necessidade de testar novas
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alternativas para o tratamento da DP, utilizando um modelo animal convencional, uma vez que
as terapéuticas tradicionais causam muitos efeitos colaterais em seus pacientes.

Adicionalmente, um dos modelos animais que simulam a DP é o Danio rerio (zebrafish),
pois se adequa a ensaios in vivo em larga escala, devido ao seu pequeno tamanho e rapida
reproducdo. Isso pode ser visto no trabalho de Khotimah et al., (2015), que propGe o zebrafish
como modelo animal de DP induzido por rotenona. Assim, poderemos usar este modelo para
avaliarmos parametros comportamentais, locomotores e fisioldgicos através da sua exposicao
a rotenona e trata-los com L-DOPA e 6leo essencial de P. nigrum em diferentes concentragdes.
Como outras vantagens, a indugdo da DP em zebrafish, bem como a administracdo dos farmacos
sdo facilitadas através do meio aquoso por meio da imersdo do animal em solucBes contendo o
farmaco. Com isso, a eficacia, biodisponibilidade e toxicidade podem ser prontamente
determinadas. A transparéncia éptica € outra vantagem deste teledsteo, pois possibilita a
observacao direta de processos celulares e fisiolégicos in vivo e em tempo real (VAZ et al.,
2020).

Assim, o presente estudo prop@e a avaliacdo do potencial terapéutico do 6leo essencial
de P. nigrum associado a L-DOPA, bem como de forma isolada, para o tratamento de embrides
de Danio rerio com sintomas de Parkinson-like induzidos por rotenona. Em nosso estudo foram
avaliados parametros como sobrevivéncia, taxa de ecloséo, efeitos teratogénicos, morfometria,
testes comportamentais/ motores dos animais afetados e tratados, a fim de saber se 0 processo
terapéutico realizado com o método convencionalmente utilizado, bem como com o 6leo de P.
nigrum, é capaz de tratar os animais e reduzir a quantidade de efeitos induzidos pela DP.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1. Doenca de Parkinson: histérico e epidemiologia

A doenca de Parkinson (DP) foi reconhecida no século XI1X, no ano de 1817 por James
Parkinson, um farmacéutico e cirurgido inglés. Posteriormente, Jean Martin Charcot,
neurofisiologista, apontou as principais caracteristicas dessa doenga nomeando-a de: "maladie
de Parkinson" ou mal de Parkinson (OBESO et al., 2017).

A DP ¢ considerada uma desordem neuroldgica causada pela degeneragdo progressiva e
irreversivel de celulas do sistema nervoso central (SNC). Seus sintomas sédo caracterizados por
prejuizos nas funcbes motoras, fisiologicas, e cognitivas, mais precisamente bradicinesia,
tremor, rigidez e instabilidade de postura. Os sintomas citados séo provenientes da degradacéo
de neurdnios dopaminérgicos, o que implica na ativacdo de células da glia, consequentemente
iSSO ocasiona a sintetizacdo e segregacdo de intercessores inflamatdrios e agentes reativos,

levando assim, a morte de neurdnios dopaminergicos saudaveis (SILVA et al., 2021).
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A primeira doenca neurodegenerativa mais frequente € a Doenca de Alzheimer, em
segundo lugar temos a DP, um distarbio silencioso distribuido de maneira semelhante em
diversas etnias (UNAL; EMEKLI - ALTURFAN, 2019). Cerca de 1-3% da populagido com
idade acima dos 65 anos € acometida pela DP e muitas vezes ha uma predominancia em
individuos do sexo masculino (ROSSI et al., 2018). Existe uma certa caréncia com relacédo aos
dados epidemioldgicos sobre a DP no Brasil. Isso nos faz concluir que ndo ha subsidios
suficientes para elaborarmos de forma concisa e fidedigna parametros informativos adequados
em nosso pais sobre a prevaléncia desta doenca. A pirdmide etaria brasileira vem sofrendo
modificacdes, de acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o que
vem sendo observado é um aumento significativo na expectativa de vida da populacgéo, o que
corrobora com o acréscimo no nimero de portadores da DP (TYSNES; STORSTEIN, 2017).

A DP é uma desordem neuroldgica que acomete preferencialmente pessoas com idades
acima dos 50-60 anos, em ambos 0s sexos, &€ uma doenca gue esta relacionada com o avango
da idade e existe uma maior propor¢do do sexo masculino, de 3:2. Em 2004 os dados
epidemiol6gicos mostraram que 4 milhGes de pessoas estavam acometidas com a DP, e diante
disso estima-se que por volta da década de 2030, o dobro de pessoas faca parte do quadro de
pacientes com essa desordem neural (PINHEIRO; BARBOSA, 2018).

A estimativa no Brasil é que 220 mil pessoas sdo portadoras da DP, a prevaléncia etaria
entre habitantes com 60 e 69 anos é de 7 para 1000. Entre a faixa etaria de 70 e 79 anos, a taxa
de acometimento é de 15 para cada 1000 individuos. Apesar disso, computa-se que podem vir
a surgir todos os anos cerca de 36 mil novos casos, com maior prevaléncia ao sexo masculino
(BOVOLENTA; FELICIO, 2016; TYSNES; STORSTEIN, 2017).

2.2. Fisiopatologia e etiologia

Atualmente ha conhecimento de 26 polimorfismos que podem ou nédo ser causadores do
desenvolvimento da DP; e importante sabermos essa informagdo pois a mesma podera
futuramente auxiliar em estudos mais aprofundados sobre a DP e seu desenvolvimento. Vale
salientar que a DP pode ser ocasionada por fatores externos, relacdo gene-ambiente, mutacoes
genéticas, toxicidade proveniente de algum agente que entre em contato com o paciente
acometido, enfim, varias séo as hipoteses, mas nada é concreto ao ponto de ser utilizado como
um motivo exato para o aparecimento e desenvolvimento progressivo da doenca (IBANEZ et
al., 2017).

De acordo com dados epidemioldgicos, aproximadamente 10% dos casos de DP provém
de mutacdes herdadas (hereditariedade), ou seja, susceptibilidade genética e também por fatores
ambientais e mutagdes em mdaltiplos genes. Existem alguns genes mais comuns envolvidos

como: LRRK2 (leucine-rich repeat kinase 2) e SNCA (alfa-sinucleina) em situacoes
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transmitidas com padrdes de heranca autossomica dominante, os genes Parkina, PINK1 (PTEN
induced putative kinase 1) e DJ-1 (Protein deglycase DJ-1) em padrées de heranca
autossdmicos recessivos (BALL et al., 2019). Os genes mencionados podem ser causadores
de varias outras comorbidades, mas ha alguns em especifico que estdo ligados apenas ao
desenvolvimento da DP. O GBA, por exemplo, é o principal agente causador da doenca de
Gaucher quando em homozigoze, em heterozigoze, h& cinco vezes mais chances de
desenvolvimento da DP (KALIA et al., 2016).

Em contrapartida, aproximadamente 90% dos casos sdo ditos como idiopaticos e ligados
a fatores externos, esses fatores acabam por sua vez interagindo com genes especificos de cada
paciente e ocasionando o aparecimento da DP (BALL et al., 2019). Bioquimicamente falando,
um paciente com DP, possui a formagdo de complexos proteicos denominados de corpos de
Lewy (CL), formados principalmente por alfa-sinucleina (SILVA et al., 2021). Os corpos de
Lewy sdo encontrados quando acontece a perda das fungdes ou morte neural em varias areas
cerebrais, bem como no sistema nervoso entérico (BALESTRINO et al., 2019). Neur6nios
dopaminérgicos sdo os principais responsaveis pela liberacdo de dopamina no nosso sistema
nervoso central (SNC). Logo, a morte de neurénios dopaminérgicos acontece especialmente na
substancia nigra. Mou et al., (2020) relataram que a degeneracéo dos neurénios dopaminérgicos
pode ser causada por estresse oxidativo, fruto da propria dopamina e da sua metabolizacéo.
Outro fator ligado a degeneracdo neuronal sdo as atividades executadas pela dopamina que
tendem a aumentar os niveis de calcio intracelular ocasionando assim uma forma de estresse
oxidativo.

Embora a etiologia da DP esteja direcionada a fatores ambientais, toxicos e genéticos,
esses fatores separadamente ou em conjunto ocasionam lesdes por estresse oxidativo e
consequentemente morte neuronal devido a neuroinflamagfo. E interessante saber que a
neuroinflamacdo acontece por excesso de ferro e da alfa-sinucleina nos nucleos da base, influxo
de calcio e glutamato em neurbnios dopaminergicos, e atividade intensa das células da glia e
agentes provenientes da morte neuronal (PANG et al., 2019). Essas lesdes acontecem
especificamente no complexo | mitocondrial, debilitando assim as atividades da cadeia
respiratoria e produzindo estresse oxidativo ja& mencionado anteriormente, gerando assim,
prejuizos a molécula de DNA dessas células, ao seu componente lipidico e também a proteinas
como alfa-sinucleina (RANI et al., 2020).

Toda proteina ao ter sua estrutura conformacional alterada perde sua funcionalidade. Com
a alfa-sinucleina néo seria diferente, a mesma passa a ser insoluvel e suas moléculas formam
um complexo de CL (corpusculos de Lewy) (THAKUR et al., 2019). Esses agregados proteicos

e insoluveis sdo tdxicos e sdo umas das causas do processo de morte celular, além disso sdo
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transmitidos de uma célula para outra através de uma espécie de propagacédo, semelhante a um
prion (MA et al., 2019). Essa propagacéo entre as células é justamente o que vai dando origem
a neurodegeneracéo, pois atinge regides cerebrais especificas e assim promove o surgimento
dos primeiros sintomas ndo motores da DP. Como descrito pela literatura ha muitos anos, sabe-
se que a DP é uma desordem neuroldgica de carater progressivo, e segundo a hipétese de Braak
et al.,, (2008), as irregularidades iniciais que acometem a alfa-sinucleina e alteram sua
conformagdo original ocorre fora dos nucleos de base, iniciando-se ou pelo sistema nervoso
entérico ou pelo bulbo olfatério (MA et al., 2019).
2.3. Diagnostico e manifestaces clinicas

A relacéo entre os fatores citados em um paciente com DP h& anos tem sido estudada,
pois sabe-se que pacientes acometidos com a doenca passam a ter limitacdes e déficits que
interferem diretamente na sua independéncia e funcionamento desses fatores comprometendo
assim sua qualidade de vida (MONTEIRO et al., 2017). As limitagdes mais conhecidas que
acometem pacientes com a DP sdo: problemas na regulagéo espaco-temporal, complicacfes na
postura e sua funcionalidade, passadas de comprimento pequeno e em maior nimero e algumas
vezes mais rapida, maior tempo do duplo apoio dos pés no chdo e maior variabilidade dos
parametros espaco-temporais em relagédo aos individuos saudaveis MONTEIRO et al., 2017).

Estudos recentes realizaram uma revisdo sistematica sobre as caracteristicas da marcha e
das quedas na DP. Através de metanalise foi possivel verificar que sujeitos com DP possuem
uma velocidade de caminhada menor, com ritmo reduzido e passos menores com movimentos
mediolaterais da cabeca e da pelve. Pacientes com quadro motor nesse estagio sdo mais
vulnerdveis a significativo risco de quedas futuras (CREABY E COLE, 2018). Uma boa base
para respostas motoras apropriadas aos desafios ambientais estd relacionada com o bom
funcionamento do controle postural. Este por sua vez depende do adequado processamento de
informac0des sensoriais convergentes, entradas vestibulares, proprioceptivas, visuais e auditivas
(BARONE et al., 2016). Como relata a literatura, a verticalidade é um fator crucial para
manutencdo de uma boa postura e estudos demonstram que a percepcdo subjetiva da
verticalidade é afetada em casos de DP, sejam estes em escalas iniciais ou avancgadas
(SCHINDLBECK et al., 2018).
2.4. Tratamento da doenca de Parkinson

O quadro progressivo da DP e suas caracteristicas clinicas (motoras e ndo motoras),
pertinentes a implicagdes colaterais precoces e demorados da influéncia terapéutica, tornam o
processo de tratamento da doenca muito complicado. Sabe-se que a DP é uma desordem
progressiva causada pela degeneracdo de neurénios dopaminérgicos situados em uma regido

chamada substancia negra. Por conseguinte, ao passar dos anos, 0os medicamentos utilizados
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convencionalmente ndo apresentam uma condicdo de resposta favoravel, uma vez que, ao
progresso da doenga vai acontecendo e esses farmacos vdo se tornando ineficientes,
consequentemente o quadro sintomatoldgico se agrava e a partir dai a necessidade pelo uso de
medicamentos cresce. Assim, o tratamento da DP necessita focar na reducdo da progressao da
doenca (neuroprotecdo) bem como no controle dos sintomas (tratamento sintomatico). Para
isso, a levodopa (L-DOPA) vem sendo utilizada convencionalmente no processo terapéutico,
embora seu efeito ndo seja permanente, e sim paliativo (SILVA et al., 2021).

O tratamento feito com os medicamentos convencionais da DP ja ndo mostra tanta
eficécia, pois funcionam como paliativos, uma vez que, reduzem a severidade sintomatologica,
restituindo os niveis de dopamina, mas ndo cessam 0 processo de neurodegeneracao.
Atualmente a terapéutica € realizada com anticolinérgicos, agonistas de receptores
dopaminérgicos, inibidores da monoamina oxidase (MAO), L- dihidroxifenilalanina (L-
DOPA), procedimentos cirurgicos e terapias. Porém esses procedimentos ndo inibem a
degeneracdo neuronal ou impedem o progresso da enfermidade, agem apenas como anddinos
para sintomas motores durante um intervalo curto de tempo (SILVA et al., 2021).

Conhecida desde meados do século XX, L-DOPA comecou realmente a receber atencao
méaxima ap0s a haver a descoberta em 1938 que uma determinada enzima, a dopa-
descarboxilase (presente no cérebro de mamiferos), transformava a L-DOPA em dopamina, e
esta dopamina é justamente o que encontramos no cérebro humano. Naquela época, ainda era
desconhecida a informacédo de que a dopamina era um neurotransmissor e consequentemente,
alguns estudiosos apostavam na ideia de que a mesma estaria envolvida no processo metabdlico
das catecolaminas, apenas. A L-DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) ou L-DOPA, como
também podemos chamar é uma interessante e potente fonte terapéutica antiparkinsoniana.
Quando descoberta, este farmaco provou que sua eficacia terapéutica foi decorrente de um
conjunto importante de eventos. Acreditando-se assim, que talvez a mesma ndo inibisse 0s
sinais progressivos da DP (FAHN et al., 2008).

Sendo assim, diante dessas e de outras tentativas, a neuroprotecao na doenca de Parkinson
ainda é algo que ndo foi alcangada através da recomendacdo desses e de outros medicamentos
na pratica clinica. Diante dessa realidade, estudos vém sendo realizados de forma intensa no
objetivo de ampliar esse leque de possibilidades no tratamento da DP, através da introducdo de
modelos experimentais, assim como a busca por compostos inovadores com a capacidade
terapéutica de promover neuroprotecdo na DP e inibir a desordem neural provocada pela

mesma.
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2.5 Modelo experimental da doenca de Parkinson induzida por rotenona

A rotenona é um pesticida adquirido atraveés das raizes e talos de plantas leguminosas
provenientes de regiBes tropicais (HISATA, 2002). Essa molécula organica de origem natural,
é identificada como uma toxina com propriedades lipofilicas e facilidade de ser absorvida por
membranas celulares. Além disso, atua também como inibidora do complexo | da cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial. Essa inibicdo implica na perda das funcdes
mitocondriais resultando no desenvolvimento de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
além da reducdo de ATP e morte celular, a Figura 1 mostra a acéo da toxicidade induzidos pela
rotenona em neurbnios dopaminérgicos. Esse pesticida também é eficiente na inducdo e
ativacdo de agentes contribuintes para o processo de apoptose, resultando da formacdo de
corpusculos de Lewy (TERRON et al., 2018). Evidenciando a importancia direta com DP em
humanos, protocolos experimentais vém sendo empregados com intuito de solucionar o quadro
sintomatologico progressivo da doenca. A rotenona, uma molécula organica de origem natural,
€ um modelo prototipo de uma toxina exdgena que quando utilizada de forma desordenada
apresenta caracteristicas clinicas e patoldgicas da DP em modelos animais utilizados, segundo
estudo realizado por Dal Santo et al., (2021).

Dentre as diversas acOes exercidas pela rotenona, esta também tem capacidade de
promover a ativacdo de mecanismos de apoptose, bem como a formacdo de corpusculos de
Lewy, agentes cruciais da DP. Assim, Zeng et al., (2018) retrataram que esse pesticida organico,
guando administrado de maneira recorrente, promove a degeneracdo de neurbnios
dopaminérgicos, proveniente da inibicdo do desenvolvimento de microttbulos de tubulina. Essa
degeneracdo ocorre de maneira multissistémica, ou seja, em determinado estagio, afeta todos
0s Orgdos e/ou sistemas do corpo, gerando assim, prejuizo na quantidade de fibras
dopaminérgicas estriatais, fibras serotonérgicas estriatais, neurénios de projecdo do estriado,
neurbnios dopaminérgicos, neurdnios colinérgicos do nucleo tegmentar, neur6nios
noradrenérgicos no locus coeruleus e interneurdnios colinérgicos estriatais.

Diante do exposto, muitos grupos de pesquisa executam seus estudos utilizando roedores
como modelo animal experimental para avaliar essas perdas neuronais citadas e suas causas a
partir do uso da rotenona, porém, outra espécie animal, o zebrafish, cujo nome cientifico é
Danio rerio, vem sendo introduzido nesses estudos como modelo in vivo e apresentando
sucesso experimental, uma vez que este apresenta similaridade genética com humanos em torno
de mais de 70%, apresentando assim, interessante semelhanca quanto a nossa organizacgao
basilar do sistema nervoso central (KHOTIMAH et al., 2015).
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Figura 1. A acdo da rotenona implica na formacao de um complexo proteico proveniente da acdo de neurotoxinas
identificadas com MPTP (1-metil-4-fenil-1, 2, 3, 6-tetraidropiridina) esse complexo fica presente nos corpusculos
de Lewy. A acdo da rotenona, bem como de MPTP agem sobre os neurdnios dopaminérgicos e induz a liberagédo
de organelas e proteinas, assim, a microglia entra em agdo. Na sequencia ocorre a liberagdo de citocinas e espécies
reativas, geradas em grande quantidade durante o estresse oxidativo. Essas espécies reativas agem sobre neurdnios
sadios protegendo contra o estresse oxidativo causado pela a¢do da rotenona. Um efeito cléassico da exposicao a
rotenona é o desenvolvimento de disfun¢des mitocondriais, como diminuicdo da producdo de ATP, na degeneracao
de neurdnios dopaminérgicos do SNC e na expressdo génica dos genes da Ubiquitina, ATPase e ATPsintase e
conferindo com isso o aparecimento de sintomas de Parkinson. Fonte: Propria.

2.6 Zebrafish (Danio rerio)

O zebrafish como é chamado no mundo ou paulistinha, como é conhecido no Brasil,
nomes populares dados ao Danio rerio, € um peixe tropical de agua doce, com medidas entre 3
e 4 cm. Pertencente a familia Cyprinidae, classe Actinopterygii e ordem Teledsteo (Figura 2),
esse pequeno teledsteo é proveniente dos rios do Sul da Asia, originalmente encontrado em
plantacdes de arroz adjacentes ao rio Ganges na India, Paquist&o, Butdo e Nepal (GRUNWALD
e EISEN, 2002; ENGESZER et al., 2007; SPENCE et al., 2008).

Figura 2. Animal adulto da espécie Danio rerio (tipo selvagem, nove meses de idade). Adquirido em criadouros
comerciais € mantidos no laboratério com aclimatacdo para detectar e confirmar a auséncia de patégenos ou
doencas, sendo acondicionadas em aquarios de 80 litros, aerados e alimentados duas vezes ao dia. Fonte: Propria.

Devido as suas condigdes simples de manipulacdo e seu formato ciclico de reproducéo, o

D. rerio consolidou-se como modelo experimental em diversos campos cientificos como a
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genética, farmacologia e nanotoxicologia (BRUNDO; SALVAGGIO, 2018), oncologia
(STUELTEN et al., 2018), biologia do desenvolvimento (GORE et al., 2018), neuroldgica
(PARDO; MEFFERT, 2018) e comportamental (SASZIK; SMITH, 2018). Vérias sdo as
vantagens de trabalhar com esse teledsteo, suas caracteristicas fazem do mesmo um fantastico
modelo de estudo em toxicologia e reprodu¢do. Em torno de 9-10 semanas, as fémeas podem
desovar aproximadamente 100-200 ovos (KIMMEL et al., 1995; NOYES et al., 2018;
BRUNDO; SALVAGGIO, 2018).
Desde 1996, Lele et al., relataram sobre as maltiplas vantagens em aplicar essa espécie
em estudos cientificos direcionados ao seu desenvolvimento, possibilitando assim progressos
quanto ao conhecimento de sua embriogénese e ciclo de vida dos vertebrados. Isso se da
justamente pela presenca de ovos transparentes, grande nimero de animais e desenvolvimento
em aproximadamente dois meses, conferindo assim um animal de facil manejo. Associado a
isto, este modelo animal absorve os componentes diretamente da agua pelas suas branquias,
posteriormente os acumula em diferentes tecidos, dentre os quais 0 sistema nervoso central
(SNC). Néo obstante a isso, sdo dotados de uma elevada capacidade de rendimento em larga
escala na aplicacdo e desenvolvimento farmacoldgico (NUNES et al., 2017; SONG et al., 2018).

O zebrafish foi inserido na pesquisa biomédica em 1981 por George Streisinger, porém
sua introducdo vem ganhando espaco em todas as areas de estudo como farmacologia,
bioquimica, neurociéncia, comportamento toxicologia, genética, fisiologia e muitas outras
areas, em especial, vale ressaltar sobre o uso do D. rerio estudos relacionados a anormalidades
psiquicas, uma vez que a similaridade com os sistemas de neurotransmissores, organizacao
encefalica, parametros comportamentais e o trabalho de seu sistema regulador de estresse
(HOWE et al., 2013; DAL SANTO et al., 2014; KALUEFF et al., 2014).

Em 2013, o genoma do zebrafish foi sequenciado completamente, e assim, foi possivel
saber que 71% dos genes que compilam proteinas do genoma humano séo encontradas em genes
encontrados no zebrafish, e, além disso, 84% dos genes ja conhecidos, estudados e vinculados
a doencas humanas tém um gene correspondente ao zebrafish (HOWE et al., 2013). Assim, foi
possivel identificarmos que diferentes sistemas neurotransmissores presentes em mamiferos
também sdo encontrados em zebrafish, como sistema glutamatérgico, purinérgico,
GABAérgico, dopaminérgico, serotoninérgico e histaminérgico (RICO et al., 2011). O sistema
nervoso do zebrafish, possui areas especificas que que além de estar relacionada, também pode
ser conservada quando comparadas com as regides de nosso sistema cerebral. Diante de estudos
e caracterizagdo, um exemplo é o telencéfalo ventral desse teledsteo, &rea homologa ao estriado
nos mamiferos e o sistema dopaminergico. Neurdnios dopaminérgicos presentes em especial

na regido do bulbo olfatorio, regido pré-otica, retina e diencéfalo ventral (SIEBEL et al., 2015).
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2.7 O zebrafish (Danio rerio) como modelo experimental para a doenca de Parkinson

De acordo com a literatura, tanto embrides quanto adultos de zebrafish, se comportam de
forma diferente quando expostos a determinados tipos de medicamentos, agrotoxicos e
substancias quimicas de um modo geral. Quando expostos a rotenona, por exemplo, uma
molécula organica de origem natural (HISATA, 2002), larvas de zebrafish apresentam
alteracbes dopaminérgicas e comportamentais, ja os adultos, alteracbes comportamentais,
incluindo diminuicdo da atividade locomotora, sugerindo assim, o zebrafish demonstra ser um
importante modelo animal para averiguar mecanismos relacionados & neurotoxicidade e
inducdo da DP (ROBEA et al., 2018).

Khotimah et al., (2015), propde o Zebrafish como modelo animal de DP induzido por
rotenona e avalia parametros comportamentais, locomotores, fisiolégicos e bioquimicos. Como
outras vantagens, a inducdo a DP e administracdo dos farmacos é facilitada através do meio
aquoso. Também a eficacia, biodisponibilidade e toxicidade podem ser prontamente
determinadas. A transparéncia Optica é outra vantagem deste teleGsteo, pois possibilita a
observacdo direta de processos celulares e fisioldgicos in vivo e em tempo real (VAZ et al.,
2018). Ainda em 2015, Melo et al., também realizaram estudos acerca da exposicao de rotenona
em zebrafish e posteriormente discutiram sobre as alteracGes causadas por esse pesticida em
termos bioquimicos, comportamentais e histologicos. Na sequéncia de estudos utilizando
zebrafish como modelo experimental, o estudo realizado por Robea et al., (2018) relataram
sobre a importancia da exposicdo dos animais a rotenona na geracdo de sintomas
comportamentais para modelo de Parkinson-like. Vaz et al., (2020), descreveram sobre a
identificacdo de drogas antiparkinsonianas por 6-hidroxidopamina (6-OHDA) induzida em
modelo de zebrafish. Ja Wijayanti et al., (2021), relataram sobre a importancia das larvas de
Danio rerio como modelo animal para o estudo de atrofia dssea e retardo no seu
desenvolvimento por rotenona induzida.

Diante do exposto, nota-se que o zebrafish vem sendo introduzido em diversas linhas de
pesquisa e ocupando um espaco importante como um organismo modelo alternativo para a DP
e outras pesquisas, ao longo dos anos. Isso se da principalmente porque este é de féacil
manipulacdo e manutencdo comparando-se com outras espécies vertebradas, como os roedores,
em especial. Pois, o zebrafish absorve substancias quimicas expostas aos mesmos diretamente
na agua pelas branquias. Assim, essa exposicao torna possivel o acumulo desses componentes
em diversos tecidos e sistemas, em especial o sistema nervoso central, fazendo deste modelo,
essencial para o desenvolvimento de novos farmacos e/ou alternativas eficientes para o seu
melhoramento (NUNES et al., 2017; SONG et al., 2018).
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Quanto aos testes de embriotoxicidade em Danio rerio, devemos enfatizar sobre a
importancia de seguirmos os protocolos éticos. A embriotoxicidade em zebrafish é uma etapa
que consiste no controle e/ou combate de riscos que determinadas substancias quimicas podem
vir a causar tanto a seres humanos quanto ao ambiente, de um modo geral. Vale ressaltar que
todo processo experimental respeita 0 bem-estar animal, acatando assim a pratica da utilizacéo
de animais para testes em modelo in vivo e atendendo protocolos que levam a uma reducéo do
namero de animais, bem como o aprimoramento das técnicas utilizadas no intuito de reduzir
custos e conservar a ética e inovacdo cientifica (GOMES et al., 2020).

Desde 2009 que Lammer et al., relataram sobre a importancia do teste de
embriotoxicidade. Pode-se dizer que é um divisor de aguas, pois nessa etapa alguns efeitos séo
observados como parametros avaliativos e comparativos como: ovos coagulados, deformacdes
corporeas mais especificamente na cauda e no seu desprendimento, alteragdes na coluna e

esqueleto axial, cabeca e otdlitos, no coracdo e em seus batimentos e deformidades no olho,
auséncia de somitos, baixa pigmentacao e circulacdo, movimentos involuntérios ou até mesmo
auséncia dos mesmos retardo da eclosdo e muitas vezes a presenca de edemas no saco vitelinico.
Diante disso, o zebrafish € um importante modelo alternativo, assim como ele, outras
espécies sdo cada vez mais introduzidas no campo cientifico como modelos alternativos para
estudos em diversas areas, biologica, biomedica, farmacéutica e médica de uma forma geral
(BEEKHUIJZEN et al., 2015). Além do zebrafish, espécies vegetais vém ganhando espaco na
corrida por meios alternativos de origem natural e menos sintéticos para o tratamento de
diversas doencas. A partir desse pressuposto, Pedroso et al., (2021) enfatizaram sobre a
importancia das plantas medicinais e sua acdo terapéutica, uma préatica exercida hd muitos anos
por inumeras civilizagfes e que perdura até os dias atuais.
2.8 A importancia das plantas medicinais e seus Oleos essenciais

A utilizacdo de plantas para fins medicinais € uma pratica milenar. Essa técnica é
considerada uma alternativa terapéutica complementar ao tratamento de diversas doencas
quando utilizadas de forma racional e adequada. Seu uso consciente é essencial, visto que as
mesmas sdo constituidas por um arsenal de constituintes quimicos, que muitas vezes podem ser
benéficos, bem como apresentar riscos a saide (PEDROSO et al., 2021). A insercéo de plantas
medicinais ja vem sendo realizada em diferentes campos bioldgicos por cientistas do mundo
inteiro. H& alguns anos essa pratica vem ganhando cada vez mais destaque, em especial nas
areas da enfermagem e da medicina, devido as propriedades farmacolédgicas dos metabolitos
secundarios presentes em diversas espécies vegetais, bem como pela busca de tratamentos
alternativos eficientes e de carater natural (FERREIRA et al., 2019).
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Um exemplo de produtos de origem natural, que vem cada vez mais ganhando espaco e
sendo inserido em pesquisas para o tratamento de doencas e afins, sdo os 6leos essenciais (OES).
Cada um obviamente possui suas particularidades, sua composi¢do é extremamente complexa
e muitas vezes apenas um 0leo é constituido por inimeros compostos quimicos, e assim, atraves
de sua caracterizacdo € possivel identificarmos 0s componentes em maior concentracdo, sendo
estes justamente o responsavel por determinada atividade terapéutica. Todavia, 0s demais
constituintes ndo devem ser considerados como menos importantes, uma vez que mesmo
estando em menor concentracao, a sinergia entre todos os componentes que compdem um 6leo
essencial deve ser considerada para se avaliar a atividade terapéutica (NASCIMENTO et al.,
2020).

OEs sdo substancias volateis produzidos através do metabolismo secundario das plantas.
Com relacao aos seus aspectos quimicos, os OEs sao classificados de acordo com sua atividade
bioguimica e estrutura molecular em sesquiterpenos, alcoois, aldeidos, ésteres, monoterpenos,
fendis, éteres, furanos, 6xidos e perdxidos. O cheiro, sabor e outras caracteristicas fazem parte
das particularidades dos OEs, seu principio ativo é bastante conhecido pela industria
alimenticia, cosmética, perfumaria, inseticida, farmacéutica entre outras. Adicionalmente,
através da cromatografia é possivel sabermos a composi¢cdo quimica dos OEs e sua pureza e
suas particularidades (NASCIMENTO et al., 2020).

Um o6leo essencial de odor muito forte com potencial terapéutico é o 6leo de pimenta do
reino (Piper nigrum). Alguns estudos ja realizados em animais e em escala celular, evidenciam
que P. nigrum possui um principio nativo conhecido como piperina. Esse alcaloide pode ser
eficiente na terapéutica de respostas inflamatdrias. Essa funcdo se da em relacdo ao seu
potencial inibidor de enzimas responsaveis pela biossintese de leucotrienos e prostaglandinas.
Desse modo, as etapas inflamatorias podem conduzir para o desenvolvimento de uma
multiplicidade de disfuncGes a saude, dentre as mesmas podemos citar a doenca de Alzheimer,
artrite, DP e reincidéncia de cancer (BUTT et al., 2013).

2.9 Consideraces sobre P. nigrum e suas atividades bioldgicas

A familia Piperaceae € utilizada hd muitos anos, culturas do passado bem como as do
presente fazem uso da mesma ndo sO para fins culinarios, mas também para fins
medicamentosos. Isso pode ser evidenciado através de sua constituicdo bioquimica, a
supramencionada anteriormente, possui graos ricos em vitamina A e K, B-caroteno, fibras
dietéticas, além ser riquissima em sais minerais como magnésio, fésforo, célcio, potassio e
manganés. Uma gama de 4&cidos fendlicos e antioxidantes também fazem parte de sua

composicao bioquimica. Dentre seus metabdlitos secundarios, os que compdem P. nigrum sao
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os acidos fenolicos glicosideos e flavonoides glicosideos pertinentes ao grupo dos compostos
fendlicos (QUUIA et al., 2021).

Diante de sua constituicdo bioquimica, nota-se que P. nigrum engloba a presenga de
diversos componentes que em conjunto exercem um papel farmacologico interessante e
eficiente, em especial no tratamento de doencas neurodegenerativas (CHEN et al., 2022). Esses
metabdlitos sdo justamente os agentes que conferem a ervas e especiarias sabor e aromas
peculiares. Além dessas propriedades organolépticas, também sdo excelentes fontes
antioxidantes naturais, com isso, espera-se que estes antioxidantes também atuem
guimicamente no organismo vivo em prol de processos terapéuticos contra inflamacdes
diversas, combate ao cancer e prevencdo do envelhecimento (NASCIMENTO et al., 2020;
CHEN et al., 2022). Em estudo realizado por Chen et al., (2022), foi utilizado OEs de
especiarias, entre elas, P. nigrum, onde foi avaliada a atividade antioxidante e sua atuacdo em
relacdo aos danos causados pela doenca de Alzheimer através de estudo in vitro. Isso nos
permite entender que o Oleo essencial de P. nigrum é eficiente no tratamento de desordens
neurolédgicas e perda de memdria induzidas por estresse oxidativo. Pois sua composicao
fitoquimica causa efeitos benéficos no sistema nervoso central, devido a sua atividade
antioxidante (RASHEDINIA et al., 2021).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do 6leo essencial de Piper nigrum livre e associado a L-DOPA no
tratamento de embrides de Danio rerio com sintomas de Parkinson-like induzidos por rotenona.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizagdo da técnica de inducdo do Parkinson-like em embrides de zebrafish.

e Realizar a terapéutica dos animais afetados com sintomas de Parkinson-like, com 6leo
essencial de P. nigrum e L-DOPA, de forma isolada e também com a associacdo de
ambos em diferentes concentragdes, avaliando a sinergia e sua eficiéncia no tratamento
dos animais.

e Durante a terapéutica, avaliar parametros como Taxa de eclosao, Efeitos teratogénicos,
Morfometria, Testes comportamentais/ motores e Taxa de mortalidade dos animais
afetados e tratados.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Manuteng&o dos animais

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Ecofisiologia e Comportamento
Animal (LECA) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), com métodos
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previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) (Licenca n.
3581030221) da mesma instituig&o.

Animais adultos da espécie Danio rerio (tipo selvagem, nove meses de idade) foram
adquiridos em criadouros comerciais e mantidos no laboratério com aclimatacéo para detectar
e confirmar a auséncia de patdgenos ou doencas, sendo acondicionadas em aquarios de 80 litros,
aerados, alimentados duas vezes ao dia (KHOTIMAH et al., 2015), com fotoperiodo 14/10 h
(claro/escuro) e temperatura controlada (26 + 1 °C) e manutencdo do pH em 7,0 £ 0,5
(AVDESH, 2012).

Para a obtencao dos ovos, foi utilizado o protocolo da Organizacdo para a Cooperacao e
Desenvolvimento Econémico (OCDE 236, 2013) onde os animais adultos foram separados de
acordo com o sexo em aquarios de reproducdo para zebrafish (Figura 3) (Zebclean, Alesco),
utilizando machos e fémeas na proporcao de 8:4. Apds a desova, foram recolhidos os ovos e
por meio do microscopio Optico de luz (com lampada LED) a 1 hora pos-fertilizagdo (hpf)
(BITTENCOURT et al., 2018) foram utilizados apenas ovos cuja desova apresentou mais de
90% de viabilidade (OCDE 236, 2013).

Figura 3. Aquarios de reproducdo para zebrafish (Zebclean, Alesco). Fonte: Prdpria.

Para formagdo dos grupos experimentais foram utilizados ovos fertilizados
(desenvolvimento normal da blastula), enquanto os ndo fertilizados (com injurias, clivagens
irregulares, ou malformacgdes) foram descartados. Os ovos foram aleatoriamente
acondicionados em potes estéreis de poliestireno com capacidade de 80 mL (16 grupos
experimentais contendo 15 ovos por pote), mantidos em incubadora (patente BR10201801504)

com temperatura controlada de 26 + 1 °C, pH 7,5 + 0,5 e fotoperiodo 14/10h (claro/escuro).
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4.2 Reagentes e preparacao das solucdes concentradas

Foi preparada uma solucdo concentrada de rotenona (ROT R8875, SIGMA, St. Louis
MO, USA) 0,02 mg/mL em solu¢do aquosa de dimetilsulféxido (DMSO, 0,1% v/v). Essa
solucdo concentrada foi usada para diluicdo em 80 mL de &4gua declorada em potes estéreis de
poliestireno, sendo este volume o mesmo onde os animais foram alocados obtendo uma
concentragdo final de 11,25 pg/L de rotenona (DE ANDRADE et al., 2022). Para obtencdo da
solugdo de levodopa (L-DOPA) e cloridrato de benserazida (CB), foram macerados
comprimidos comerciais contendo 100 mg de L-DOPA e 25 mg de CB para obtengédo de
solucéo concentrada de L-DOPA ¢ CB tendo 0,2 mg/L (= 1,014 M) ¢ 0,05 mg/L (0,170 M),
respectivamente. Para obtencao da solucéo de 6leo essencial (OE) de Piper nigrum, 0,05 g do
6leo foi dissolvido em DMSO (0,1% v/v) obtendo uma concentracdo nominal de 5,00 mg/L.
Em seguida, esta solucdo foi diluida para 50 mL de &gua declorada obtendo concentragédo
nominal final de 1,00 mg/L. A partir destas solucdes de trabalho de OE de P. nigrum foi feita a
diluicdo com 80 mL de agua declorada nos potes para a obtencdo das solucgdes teste usada nos
experimentos. As concentra¢cdes nominais finais para cada composto quimico estdo descritas

na Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdes dos compostos individuais e suas misturas usadas para avaliacdo da protecdo contra os
efeitos toxicos da exposicdo a rotenona usando o modelo de embrides de zebrafish Parkinson-like.

Composto quimico Concentracao Rotenona
Controle (DMSO 0,1%) - 0
Rotenona (ROT) - 11,250 pg/L
Levodopa (L-DOPA) 1,000 M 0
Levodopa (L-DOPA) 0,125, 0,250, 0,500, 0,750 e 1,000 mM 11,250 pg/L
Piper nigrum (PN) 10,000 pg/mL 0
Piper nigrum (PN) 1,250, 2,500, 5,000, 7,500 e 10,000 pg/mL 11,250 pg/L
L-DOPA + PN 0,250 M + 2,500 pg/mL, 0,500 M + 5,000 pg/mL 11,250 pg/L

4.3 Anélises do desenvolvimento embrionario

Os testes de toxicidade foram realizados de acordo com a OCDE 236 (2013). Apds
acondicionamento e exposi¢do dos ovos as diferentes concentragGes citadas anteriormente,
foram testados 16 grupos experimentais com 5 repeti¢Oes para cada grupo experimental com
15 animais por pote de poliestireno (= 1200 animais) durante 2 até 144 hpf, sendo removidos
apenas para a coleta dos dados experimentais. A solucdo estoque de 6leo essencial de P. nigrum
foi renovada diariamente com controle das condicGes abidticas conforme descrito acima. A
solucgéo estoque de L-DOPA foi renovada a cada dois dias, considerando que sua degradacao
no organismo é de 60 a 120 minutos (CARDOSO, 1995; PAPPERT et al., 1996).
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O desenvolvimento embrionario e larval (24 -144 hpf) de D. rerio foi usado como variavel
resposta e exposto a diferentes concentracBes descritas na Tabela 1. Com o auxilio de um
microscopio optico (400x, 1000x), os embrides e larvas de D. rerio foram observados e por
meio da camera acoplada (Hayear Mod. HY-2307 e software S-EYE 1.42.474), Figura 4 foram
fotografados para identificacdo de possiveis efeitos toxicos. A eclosdo dos embrides foi
observada diariamente para obtengédo do percentual da taxa de ecloséo, sendo este um parametro
indicador dos efeitos teratogénicos dos animais expostos aos grupos experimentais ja
mencionados. A avaliacdo da toxicidade foi realizada a partir da observacdo dos seguintes
efeitos teratogénicos: atraso no desenvolvimento (Ad), reducao na pigmentacdo (Rp), auséncia
de somitos (As), edema de pericardio (Ep), edema de saco vitelinico (Esv), area de coagulacdo
(Ac), deformacéo de coluna (Dco), deformacéo de cauda (Dca), malformacao dos olhos (Mo),
auséncia de inflacdo da bexiga natatoria (Aib), (OCDE 236 2013; Silva et al., 2019; Cadena et
al., 2020). A mortalidade foi observada diariamente, sendo apresentada em porcentagem (%)
de acordo com a OCDE 236 (2013). A mortalidade e os efeitos teratogénicos foram observados

de forma qualitativa por resposta dicotdmica (presente ou ausente).

Figura 4. Microscépio 6ptico (400x, 1000x), os embrides e larvas de D. rerio foram observados e por meio da
camera acoplada (Hayear Mod. HY-2307 e software S-EYE 1.42.474).

4.4 AvaliacOes dos parametros comportamentais

As larvas sem alteracdes morfoldgicas visiveis, com 144 hpf, foram utilizadas para
analise dos testes comportamentais. As mesmas foram retiradas dos potes de poliestireno de 80
mL e acondicionadas em placas de 48 pocos, cada poco comportou uma larva. Os testes

comportamentais foram feitos de acordo com metodologias modificadas de Cadena et al.,
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(2020). O teste de tigmotaxia (TH) € eficiente para avaliar o comportamento andlogo a
ansiedade (BASNET et al. 2019). O teste TH foi realizado, ap6s 10 minutos de aclimatagdo das
larvas contidas nas placas de 48 pocos e a resposta foi registrada para avaliacdo da tendéncia
de as larvas estarem proximas ou afastadas a parede das placas (CADENA et al., 2020). Para
esse teste foi utilizado o método Scan sampling com obtencéo de resposta dicotdmica (SILVA
et al., 2019) (sim para a larva proxima a parede e ndo para a larva afastada da parede). Em
seguida foi realizado o teste de sensibilidade ao toque (TS), este, foi utilizado para avaliarmos
a resposta larval aos estimulos mecanicos (CADENA et al., 2020) por meio do método Scan
sampling com obtencdo de resposta dicotdmica (SILVA et al., 2019). Esses estimulos foram
feitos na regido da cauda ou da cabeca das larvas e a resposta foi registrada se a larva respondeu
a esse estimulo através de um comportamento de fuga. O comportamento de fuga foi
identificado quando as larvas apresentaram um comportamento de natacdo ou explosdo. A
Resposta Optomotora (OMR) foi utilizada para avaliar a acuidade visual dos animais
(BRATROM et al. 2019; CADENA et al., 2020). As placas com as larvas foram postas sobre
um monitor na posic¢ao horizontal e submetidas a um video com duragéo total de 75 s, com
linhas pretas e brancas se movendo para a direita e para a esquerda. O video simula uma corrente
d’agua e foi eficiente para contabilizar o nimero de larvas que seguiam o sentido do estimulo.
O video, capturado por cadmera de celular, consistiu em 5 s de branco para tempo inicial (T1),
30 s de linhas alternadas no sentido direito para tempo médio (TM), 5s de branco e 30 s de
linhas alternadas no sentido esquerdo para tempo final (TF). A OMR foi pontuada em duas
areas diferentes representando baixo alinhamento (70% do poco) e alto alinhamento (30% do
poco) (CADENA et al., 2020).

A analise da morfometria foi realizada ao término dos testes comportamentais, apos as
larvas serem eutanasiadas. Com o auxilio de um microscépio éptico (400x, 1000x), as larvas
com 144 hpf foram observadas e através da camera acoplada ao mesmo (Hayear Mod. HY -
2307 e software S-EYE 1.42.474) os animais foram fotografados para as medicGes
morfométricas da cabeca e lateral descritos nas Figuras 9 e 10 respectivamente. Na regido da
cabeca foram avaliados: comprimento da cabeca (CC), distancia entre os olhos (DO),
comprimento do olho (CO) e largura da cabeca (LCab). Ja na vista lateral foram avaliados:
comprimento do olho (CO), comprimento da traseira (CT), comprimento da traseira/anus
(CTA), comprimento total (CT) e largura da cauda (LC) (CADENA et al., 2021).

4.5 Andlises estatisticas

Os dados paramétricos, taxa de eclosdo, efeitos teratogénicos, testes de tigmotaxia e

sensibilidade ao toque, foram analisados por one-way ANOVA. Quando a diferenca foi

significativa, as medias foram comparadas através do teste de Tukey sendo p < 0,05. Para 0s
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dados ndo parameétricos, resposta optomotora, foi usado o teste MCNemar. Para as analises
estatisticas, foi utilizado o software Origin Pro Academic 2015 (Origem Lab. Northampton,
MA, EUA).

5 RESULTADOS

Durante todo experimento, ndo foi observado taxa de mortalidade maior que 10% no
grupo DMSO, o que esta de acordo com o recomendado pela OCDE 236 (2013) validando os
nossos dados. De acordo com a Figura 5, foram observadas as maiores taxas de sobrevivéncia
nos grupos experimentais de L-DOPA (1,000 mM) de forma isolada e L-DOPA (0,75 mM). +
ROT. Os animais expostos a L-DOPA tiveram maior taxa de sobrevivéncia quando comparada
aos animais expostos a ROT. Em relagdo & mistura L-DOPA (0,75 mM) + ROT, obtivemos
resultado satisfatorio (> 80%) na taxa de sobrevivéncia dos animais. Ja o 6leo essencial de Piper
nigrum foi menos toxico que a ROT. Porém quando associados PN (0,125 ug/mL) + ROT

observamos uma redug¢do na sobrevivéncia dos animais (= 50%).

100 4 DMSO 0,1%
ROT (1125 ppt
P 9 L-DOPA (1,000 mM
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Figura 5. Porcentagem da taxa de sobrevivéncia de zebrafish com 144 hpf expostos a rotenona, levodopa e 6leo
essencial de Piper nigrum. Legenda;: DMSO 0,1% - Dimetilsulféxido; ROT — Rotenona; L-DOPA — Levodopa;
PN — Oleo essencial de Piper nigrum. Cada grupo experimental foi comparado com o grupo DMSO 0,1% e ROT
(11,25 pg/L) por One-way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Os resultados de taxa de eclos@o dos ovos do zebrafish sdo apresentados na Figura 6 onde
foi observado que a eclosdo dos ovos se iniciou entre o periodo de 72 e 96 horas (3-4 dpf). Na
Figura 3, as 72 hpf foi observado que a rotenona (ROT) afetou a taxa de eclosdo dos animais.
Da mesma forma, observamos que no grupo da levodopa (L-DOPA) (0,125 mM) + ROT, a L-
DOPA em sua menor concentragdo, ndo apresentou efeito protetor contra ROT. Nos demais
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grupos de L-DOPA + ROT, nédo houve diferenca contra o grupo DMSQO, indicando com isso
que houve um efeito de protecdo da L-DOPA sobre os efeitos toxicos de ROT. A L-DOPA
(1,000 mM) isolada, ndo causou toxicidade na taxa de eclosdo dos animais. Com relagéo ao
efeito protetor de Piper nigrum (PN) contra ROT foi observado uma auséncia da ecloséo até 72
hpf, o que nos permitiu identificar que o 6leo essencial ndo exerceu um papel protetivo nesse
parametro. Ja o grupo PN (10,000 pg/mL), apresentou reducdo na taxa de eclosdo indicando
com isso um efeito toxico aos animais expostos.

Na Figura 6, ainda podemos observar que as 96 hpf o grupo ROT apresentou uma maior
taxa de eclosdo e ndo diferiu do grupo DMSO. Adicionalmente, os grupos contendo L-DOPA
contra ROT também ndo diferiram do grupo DMSO. L-DOPA (1,000 mM) novamente ndo
apresentou toxicidade em relacdo a este parametro. Com relacao aos grupos PN contra ROT foi
observado uma baixa eclosao indicando que a mistura pode estar exercendo toxicidade quando
avaliamos este parametro. J4 no grupo PN (10,00 ug/mL) ndo houve diferenca na taxa de
eclosdo. Para os grupos contendo L-DOPA (0,250 mM) + PN (2,50 ug/mL) + ROT e L-DOPA
(0,500 mM) + PN (5,00 ug/mL) + ROT, considerados 0s grupos contendo a mistura das trés
substancias para exposicao dos animais, ndo houve eclosdo durante todo tempo de exposi¢édo

indicando que a mistura entre L-DOPA e PN pode exercer alguma toxicidade.
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Figura 5. Porcentagem de eclosdo com 72 e 96 hpf de zebrafish expostos a rotenona, levodopa e 6leo essencial de
Piper nigrum. Legenda: DMSO 0,1% - Dimetilsulféoxido; ROT — Rotenona; L-DOPA — Levodopa; PN — Oleo

essencial de Piper nigrum. Cada grupo experimental foi comparado com o grupo DMSO 0,1% e ROT (11,25 ug/L)
por One-way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey (p < 0,05). *Diferenca significativa (p < 0,05) entre grupo
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DMSO 0,1% em relacdo aos demais grupos; fDiferenca significativa (p < 0,05) entre o grupo ROT (11,25 pg/L)
em relacdo aos demais grupos.

Os resultados relacionados aos efeitos teratogénicos observados nos animais sdo
apresentados na Figura 7. Das 24 as 96 hpf em todas as observagdes, ROT apresentou taxa de
animais afetados diferente do DMSO. Entre 24 e 48 hpf, todos os grupos contendo L-DOPA e
PN contra ROT apresentaram maiores taxas de animais afetados quando comparados ao grupo
DMSO como mostrado na Figura 7a e 7b. Os grupos L-DOPA (0,750; 1,000 mM) + ROT foram
0s Unicos grupos que ndo apresentaram taxa de animais afetados em comparagdo ao grupo
DMSO em 72 hpf, como mostrado na Figura 6c¢. Isso indicou um efeito protetivo da L-DOPA
em maiores concentracdes sobre a agio toxica de ROT. As 96 hpf, mais uma vez, 0s grupos
contendo as maiores concentracdes de L-DOPA exerceram um papel de protecdo com relacéo
aos efeitos toxicos gerados por ROT, como mostrado na Figura 6d. Entretanto, o grupo L-
DOPA (1,000 mM) + ROT ao completar as 96 hpf apresentou efeito téxico, o que nos indicou
gue menores concentracdes de L-DOPA ndo tiveram efeito protetor e a maior concentracao
pode ter exercido efeito tdxico. Nao foram observados efeitos toxicos nos grupos contendo L-
DOPA (1,000 mM) e PN (10,00 ug/mL) indicando que esses compostos de forma isolada néo
afetaram os animais nos parametros avaliados durante todo o experimento.

O teste de Tigmotaxia (TH) e o teste de sensibilidade ao toque (TS) nos mostraram que
ndo houve alteracdo com 0s animais expostos aos compostos quimicos, como podemos observar
nas Figuras 8a e 8b, o que indica que ROT, L-DOPA e PN nao exerceram toxicidade em relacéo
a este parametro estudado.

Os resultados relacionados a analise da OMR estdo apresentados na Figura 9. Os animais
expostos a ROT responderam ao estimulo apenas no TM. Os grupos L-DOPA (0,750; 1,000
mM) + ROT e L-DOPA (1,000 mM), ndo responderam aos estimulos, indicando assim que a
L-DOPA pode prejudicar a resposta optomotora dos animais. Em relagdo a PN, em todas as
concentracdes foi observada resposta apenas no TF, enquanto no grupo contendo apenas PN
sem associagdo com ROT néo foi observada resposta ao estimulo visual em nenhum dos
tempos.

As regides medidas na morfometria da cabeca e lateral estdo descritas nas Figuras 10 e
11, respectivamente. As analises morfomeétricas estdo representadas nas Tabelas 2. As medi¢oes
foram feitas com larvas a 144 hpf. Na morfometria da cabeca, de acordo com a Tabela 2A, no
grupo ROT foi observada a reducdo no comprimento da cabeca (CC) e no comprimento do olho
(CO), os mesmos resultados foram observados em L-DOPA (0,750; 1,000 mM) + ROT e L-
DOPA isolada. Sugerindo assim, que 0s grupos contendo as maiores concentracfes de L-DOPA

ndo foram eficientes na agdo protetiva das larvas contra os efeitos toxicos de ROT, causando
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consequentemente um retardo no crescimento das regides citadas. Enquanto os grupos PN (1,25
ug/mL) + ROT e PN (10,00 ug/mL), ndo foram observadas reducdo em nenhuma das regides
medidas. Indicando que o 6leo de P. nigrum se comportou de forma neutra, ndo houve aumento
nem diminuicdo das regides analisadas. Adicionalmente, a morfometria lateral representada na
Tabela 2B mostra que o grupo ROT s6 diferiu no comprimento do olho (CO) e no comprimento
total (CT) com relagdo ao grupo DMSO. Enquanto o grupo PN (1,25 ug/mL) + ROT foi
observado reducdes significativas com relagdo ao DMSO nos parametros: comprimento do olho
(CO), comprimento traseiro/anus (CTA) e no comprimento total (CT). Porém, o grupo contendo
apenas PN (10,00 ug/mL) apresentou diferenca apenas no comprimento do olho (CO) com
relacdo ao DMSO.
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Figura 7. Porcentagem de animais afetados com 24 (A), 48 (B), 72 (C) e 96 (D) hpf expostos a rotenona, levodopa

e oleo essencial de Piper nigrum. Legenda: DMSO 0,1% - Dimetilsulfoxido; ROT — Rotenona; L-DOPA —
Levodopa; PN — Oleo essencial de Piper nigrum. Cada grupo experimental foi comparado com o grupo DMSO

0,1% e ROT (11,25 pg/L) por One-way ANOVA seguido pelo Teste de Tukey (p < 0,05). *Diferenca significativa
(p < 0,05) entre grupo DMSO 0,1% em relagdo aos demais grupos; fDiferenca significativa (p < 0,05) entre o

grupo ROT (11,25 pg/L) em relagdo aos demais grupos.
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Figura 8. Porcentagem da resposta comportamental do zebrafish com 144 hpf que exibiram Tigmotaxia (A) e
Sensibilidade ao Toque (B) expostos a rotenona, levodopa e éleo essencial de Piper nigrum. Legenda: DMSO
0,1% - Dimetilsulfoxido; ROT — Rotenona; L-DOPA — Levodopa; PN — Oleo essencial de Piper nigrum. Cada
grupo experimental foi comparado com o grupo DMSO 0,1% e ROT (11,25 pg/L) por one-way ANOVA seguido
pelo Teste de Tukey (p < 0,05). *Diferenga significativa (p < 0,05) entre grupo DMSO 0,1% em relagdo aos demais
grupos; fDiferenca significativa (p < 0,05) entre o grupo ROT (11,25 pg/L) em relagdo aos demais grupos.
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Figura 9. Porcentagem do total das Resposta Optomotora no Tempo Inicial (T1), Tempo Médio (TM) e Tempo
Final (TF) das larvas de zebrafish com 144 hpf expostos a rotenona, levodopa e éleo essencial de Piper nigrum.
Legenda: DMSO 0,1% - Dimetilsulfoxido; ROT — Rotenona; L-DOPA — Levodopa; PN — Oleo essencial de Piper
nigrum. Resultados comparados pelo teste de simetria de McNemar no mesmo grupo entre Tempo Inicial (T1),
Tempo Médio (TM) e Tempo Final (TF). *Diferenca significativa (p < 0,05) entre os diferentes Tempos; n.s.: Sem
diferenga significativa (p < 0,05).
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Morfometria da cabec¢a ~

Figura 10. Regifes da morfometria da cabega dos embriGes de Danio rerio: comprimento da cabega (CC),
distancia entre os olhos (DO), comprimento do olho (CO) e largura da cabeca (LCab).
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Figura 11. RegiBes da morfometria lateral dos embrides de Danio rerio: comprimento do olho (CO), comprimento
da traseira (CT), comprimento da traseira/anus (CTA), comprimento total (CT) e largura da cauda (LC).
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Tabela 2. Analises morfométricas das larvas de zebrafish até 144 hpf expostas a rotenona, levodopa e éleo
essencial de Piper nigrum. Legenda: DMSO 0,1% - Dimetilsulféxido; RT — Rotenona; LD — Levodopa; PN —
Piper nigrum. Grupos experimentais; DMSO = DMSO 0,1%; RT = RT a 11,25 ug/L; LD4+RT = LD (0,750 mM)
+RT; LD5+RT = LD (1,000 mM) +RT; LD5= LD (1,000 mM); PN1+RT = PN (1,25 pg/mL) + RT; PN5 = 10,00
pg/mL. Regides das analises morfométricas das larvas de zebrafish com 144 hpf expostas a rotenona, levodopa e
o6leo essencial de Piper nigrum. Medidas da cabeca: Legenda: Head Width (HW); Eye Diameter (ED); Head
Length (HL); Ocular Distance (OD). Medidas da regiéo lateral: Legenda: Eye Length (EL); Rump Length (RL);
Rump Anus Length (RAL); Larvae Standard Length (SL); Tail Width (TW). Os dados estdo expressos em Média
+ Desvio Padrao e os resultados foram comparados por one-way ANOV A seguido pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
*Diferenca significativa (p < 0,05) entre grupo DMSO 0,1% em relagdo aos demais grupos; #Diferenca
significativa (p < 0,05) entre o grupo RT (11,25 ug/L) em relacdo aos demais grupos.

(A) Morfometria da cabeca

Grupos CC (mm) DO (mm) CO (mm) LCab (mm)
DMSO 0,738 £ 0,085 0,172 0,165 0,346 + 0,045 0,536 + 0,060
RT 0,681  0,080* 0,152+ 0,110 0,316 + 0,054" 0,511 + 0,062
LDA4+RT 0,579 + 0,056+ 0,140 + 0,084 0,289 + 0,037 0,453 + 0,049
LD5+RT 0,573 + 0,039 0,138+ 0,031 0,277 + 0,025 0,457 +0,0441%
LD5 0,597 + 0,44" 0,124+ 0,034 0,298 + 0,019 0,469 + 0,032
PN1+RT 0,652 + 0,053 0,139+ 0,032 0,305 + 0,037 0,496 + 0,045
PN5 0,658 + 0,058 0,110+ 0,032 0,312 +0,023" 0,489 + 0,039
(B) Morfometria lateral
Grupos LO (mm) CTr (mm) CTA (mm) CTo (mm) LC (mm)
DMSO 0,368 + 0,040 1,213+0,111  2,032+0,124 3,526 +0,289 0,259 + 0,024
RT 0,342 £ 0,046 * 1,204 £ 0,097 1,975+ 0,182 3,377+0,280" 0,251 + 0,030
LDA+RT 0,302+0,039  1,119+0,077" 1,833+0,112"*%  3,151+0,225"* 0,232+ 0,025™
LD5+RT 0,284+ 0,040  1,066+0,093% 1,817+0,091%  3,099+0,174"* 0,231+ 0,025%
LD5 0,308 +£0,044*  1,117+0,073"% 1,842+0,079" 3,208 +0,130"* 0,242 +0,021"
PN1+RT 0,329 + 0,051" 1172+£0,084  1913+0,149°  3,311+0,185" 0,259 + 0,030
PN5 0,338+0034°  1,164+0,072 1,956 + 0,109 3,508 0,175 0,266 + 0,020

6 DISCUSSAO

O Danio rerio (zebrafish) vem sendo utilizado como modelo para detectar deficiéncias
neuroldgicas durante seu desenvolvimento, ganhando assim, um importante papel no estudo de
doencas neurodegenerativas. Este teledsteo possui regides cerebrais especificas homdlogas a
nos humanos. Assim, o sistema dopaminérgico cerebral do zebrafish interage com outros
sistemas como histaminérgicos e serotoninéergicos, tornando esse modelo ideal para o estudo da
Doenca de Parkinson (MANASA et al., 2020). O modelo animal utilizado foi o zebrafish. Como
ja mencionado, este teledsteo vem sendo utilizado como modelo experimental de Parkinson-

like, tanto em seu estagio larval como na fase adulta. Nosso estudo avaliou os efeitos toxicos
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de ROT em embrides de Danio rerio como modelo animal com sintomas de Parkinson-like,
bem como estudou a associacdo de 6leo essencial de P. nigrum e levodopa (L-DOPA) como
uma alternativa para o tratamento desses embrides com sintomas de Parkinson-like.

A rotenona (ROT) é uma molécula organica natural de origem vegetal (Hisata, 2002) que
guando em excesso em animais, degenera neurénios dopaminérgicos induzindo sua morte e
deformando corpUsculos de Lewy. Esse pesticida € um prot6tipo de toxina exdgena que pode
ser usada sob o ponto de vista clinico para a indugdo de Parkinson-like em modelo animal
(SANDERS et al., 2014). Adicionalmente, Manasa et al. (2020) em seu estudo menciona outras
substancias que também podem ser inseridas no estudo de inducéo de sintomas de Parkinson-
like em zebrafish, onde as neurotoxinas citadas foram MPTP, hidroxidopamina (6-OHDA) e
pesticidas. Manasa et al. (2020) relataram que a exposi¢do dos animais a essas substancias
levam a a deficiéncia de dopamina e neurodegeneracdo dopaminérgica. O que confere
confiabilidade ao nosso modelo de estudo utilizando ROT para exposi¢éo ao zebrafish. Assim
como Manasa et al. (2020) relataram em seu estudo sobre a acdo de 6-OHDA, Vaz et al. (2020),
em seu estudo utilizaram 6-OHDA para inducdo de sintomas de Parkinson-like em modelo
animal e observaram que esse composto organico neurotéxico foi eficiente para provocar em
embribes de zebrafish comportamento semelhante ao bradicinético e deficiéncias motoras.

Com relacéo a toxicidade de ROT, em nosso estudo, foi visto que este pesticida causou
um atraso na taxa de eclosao dos animais expostos a 11,25 pg/L de ROT (DE ANDRADE et
al., 2022), ocorrendo entre 72 e 96 hpf, causou efeitos teratogénicos e alterou 0 comportamento
dos animais sendo estes considerados os efeitos de Parkinson-like a serem revertidos no nosso
modelo. Nossos resultados corroboram com estudos realizados por Melo et al. (2015) onde seus
dados mostraram que os animais expostos a 5 ug/L de ROT comecaram a eclodir a 48 hpf e que
houve um atraso na eclosdo dos animais em concentragGes superiores entre 20-40 pg/L. Robea
et al. (2018) descreveram danos causados por ROT em baixas concentracOes relacionadas a
taxa de desenvolvimento, danos cognitivos, motores e morfométricos em zebrafish, sendo
tambem estes achados em acordo com o nosso estudo. Entretanto, estes autores ndo avaliaram
a possibilidade do uso do zebrafish em seus estagios iniciais de desenvolvimento ser aplicado
como um modelo de estudo para Parkinson-like. De Andrade et al., (2022) em seu modelo de
estudo expds os embrides de zebrafish as seguintes concentracdes de ROT: 5; 10; 15 e 20 ug/L.
Os mesmos autores determinaram a EC50 (concentracdo de efeito medio) e identificaram que
a concentracdo ideal para expor os embrides de zebrafish foi de 11,25 pg/L. Esta concentragao
foi eficiente para causar nos animais efeitos que consideramos de Parkinson-like sem causar
grande mortalidade. Definindo assim, esta concentracdo, como padrdo para inducdo de

sintomas de Parkinson-like em embrides de zebrafish como modelo experimental.
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Com relacdo a taxa de animais afetados, em todos os dias de exposicdo, 24 - 96 hpf,
notou-se que o0s grupos expostos a ROT na concentragdo de 11,25 pg/L, apresentaram uma alta
frequéncia de efeitos teratogénicos. Melo et al. (2015) avaliaram os efeitos teratogénicos e
identificaram a presenca de edemas de pericardio, falta de pigmentacdo no olho e no corpo,
atraso geral e formacao de somitos quando expostos a concentracdes iguais ou superiores a 2,5
ug/L, deixando claro que esse pesticida é um eficiente precursor de efeitos teratogénicos mesmo
em baixas concentracdes e que esses efeitos podem ser provenientes da acdo mutagénica e
citotoxica provocada pela agdo de ROT. Em nosso estudo os efeitos observados foram: edemas
de pericardio, auséncia de pigmentacdo e somitos, e ainda uma reducdo no tamanho dos
animais. N&o foi observado problemas relacionados com os batimentos cardiacos.
Adicionalmente, o estudo de Melo et al. (2015) também relata sobre deformagdes na coluna
vertebral dos embrides e consequentemente a perda de equilibrio dos animais colocados para
nadar em microplaca contendo agua. Além da observacdo dos efeitos teratogénicos
identificados, Melo et al. (2015) também conseguiram identificar a acdo da rotenona com
relacdo ao comportamento dos animais diante de estimulos mecénicos e ambientais, parametros
também avaliados em nosso estudo.

Na OMR, os embrides expostos a DMSO responderam a estimulos aumentando seu
alinhamento. De acordo com nossos resultados, estes se assemelham a estudos prévios
(ANICHTCHIK et al., 2004; CRONIN e GREALY, 2017; FENG et al., 2014). Entretanto, nds
ndo visualizamos efeito semelhante no nosso modelo de ROT. Assim como em nosso estudo,
alteracbes comportamentais € motoras também sdo abordadas nos estudos de Melo et al.,
(2015). Essas alteragdes incluiram perda de equilibrio, em seis diferentes espécies de peixes,
incluindo o zebrafish, expostas a altas concentracGes de ROT. Sugerindo assim, uma maior
sensibilidade dos embriGes e /ou uma variabilidade interespécies na sensibilidade a esse
pesticida. Essas questdes também foram avaliadas por Vaz et al., (2020) que abordaram sobre
momentos de imobilidade dos embribes de zebrafish diante do prejuizo de neurbnios
dopaminérgicos, o0 que poderia configurar um parametro comportamental também visto em
nossas analises. O estudo de Robea et al., (2018) relataram sobre a neurotoxicidade causada aos
animais e a inducdo da DP quando expostos a ROT e enfatizam que a exposicéo de D. rerio a
ROT provocou diminuic¢do da performance natatoria, déficits no consumo de oxigénio, estresse
oxidativo e outros efeitos que, em alguns casos, ocasionam na morte celular (MELO et al.,
2015). Robea et al., (2018) relataram ainda que, em modelos animais, a ROT contribuiu para
ocorréncia de sintomas caracteristicos de Parkinson como: diminuicdo da atividade
mitocondrial e na producdo de ATP, estresse oxidativo, o que implica diretamente no

comportamento do animal (GOLDMAN, 2014). No entanto, os animais expostos a ROT e
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tratados com L-DOPA, assim como 0s grupos expostos apenas a L-DOPA e P.nigrum foram
afetados pela diminuicdo de seu alinhamento. Isso pode ser justificado por uma provavel
sinergia estre 0os compostos quimicos induzindo toxicidade. Adicionalmente ndo existe na
literatura estudos relacionados a exposicdo do zebrafish e tratados com L-DOPA ou 6leo de
Piper nigrum de forma isolada ou associados.

Nosso estudo evidenciou que as concentragdes de ROT utilizadas ndo causaram
alteracbes comportamentais significativas na concentracdo utilizada (10 pg/L). Em estudo
anterior (DE ANDRADE et al., 2022) foram observadas alteracdes comportamentais de TH e
TS em animais expostos a 20 pug/L de ROT. Entretanto, os outros compostos provavelmente
induziram toxicidade j& que afetaram a resposta optomotora. Melo et al. (2015) em seu estudo
relataram que embriGes de zebrafish com 96 hpf, expostos a concentracdo de 12,2 ug/L, ou seja,
concentracdo superior a que utilizamos em nossos testes, foi eficiente ndo s6é no
desenvolvimento de efeitos teratogénicos, como esses efeitos também causaram dificuldade nos
animais em reagir a estimulos ambientais como a luz, bem como a estimulos mecénicos. Pois,
a postura anormal dos embribes fez com que 0s mesmos perdessem o equilibrio e nadassem
apenas no fundo do poco da microplaca onde os mesmos foram colocados para analise dos
testes comportamentais. O que nédo foi visto nos animais do grupo ROT realizado no nosso
estudo.

Nossos dados morfométricos mostraram que ROT reduziu o comprimento da cabeca e
dos olhos dos animais. Essa diminui¢cdo no comprimento corporal esta de acordo com estudo
realizado por Khotimah et al., (2018). Khotimah et al., relataram que ROT devido a sua
toxicidade é capaz de diminuir a ossificacdo das larvas de zebrafish e que o aumento do estresse
oxidativo causa esse disturbio e interfere no crescimento 6sseo. Wijayanti et al., (2021) em seu
estudo relatou que ROT provocou a inibicdo do complexo mitocondrial |, isso acarretou a
diminuigcdo da capacidade de fosforilacdo oxidativa, e na sintese de Adenosina Trifosfato
(ATP). O que pode ter implicado diretamente na agdo das mitocondrias. Logo, um retardo na
atividade dessa organela pode diminuir os niveis de produgdo de ATP e consequentemente
causa estresse oxidativo e um dos danos sdo riscos na taxa de crescimento e desenvolvimento
do 0sso, bem como riscos ao desenvolvimento cerebral.

Em nosso modelo de estudo, notamos que em altas concentragdes, L-DOPA néo foi
toxica, sendo eficiente contra a acdo toxica de ROT e as 96 hpf, observou-se uma taxa de
ecloséo significativa. Isso apontou que em nosso estudo a agdo terapéutica de L-DOPA
conseguiu proteger os embrides de zebrafish contra a acdo toxica de ROT e néo interferiu na
ecloséo dos animais, que ocorreu mesmo de forma tardia. Isso confere ao nosso modelo uma

particularidade que até o momento ndo foi relatada na literatura, pois nosso tratamento é
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realizado durante todo o desenvolvimento dos animais, desde a sua fase ovipara até a sua
eclosdo e desenvolvimento até 144 hpf. Em contrapartida, em estudo realizado por Vaz et al.
(2020) a terapéutica s6 foi realizada apds a eclosdo dos animais. Farmacos antiparkinsonianos
foram utilizados no modelo de 6-OHDA com larvas de zebrafish com 96 e 120 hpf como
modelo animal, e alguns dos farmacos utilizados foi a rasagilina, amantadina, L-DOPA e
isradipina. Nesse modelo de estudo, diferente do nosso, a indugdo de sintomas de Parkinson-
like aconteceu primeiro e em seguida a terapéutica foi realizada com os fa&rmacos mencionados,
e concluiu-se que cada um desses farmacos fora eficiente no tratamento dos embrides em
parametros especificos. Em relacdo a morfometria, L-DOPA em maiores concentracdes e de
forma isolada exerceu toxicidade e ndo protegeu contra os efeitos de ROT. As elevadas
concentracdes de L-DOPA néo foram eficientes na agéo protetiva das larvas contra os efeitos
toxicos de ROT e provocaram um retardo no crescimento das regides citadas.

Em relacdo ao 6leo essencial de Piper nigrum, altas concentracbes apresentaram efeito
toxico sobre os animais expostos, causaram mortalidade e ndo protegeram contra os efeitos
toxicos de ROT. Este 6leo essencial apresenta como componentes majoritarios monoterpenos
e sesquiterpenos (DE ANDRADE et al., 2021) onde esperdvamos que a atividade antioxidante
destes componentes apresentasse efeito protetor contra os efeitos toxicos induzidos por ROT.
Entretanto, isto ndo foi observado no nosso estudo. Ndo ha estudos que utilizaram este 6leo
como agente terapéutico em modelo de zebrafish com sintomas de Parkinson-like. Porém, Patel
et al. (2020) avaliaram a toxicidade seletiva de extratos aquosos de diferentes partes de Piper
nigrum utilizando embrides de zebrafish como modelo animal. Neste estudo foi observado
efeitos toxicos como mortalidade, taxa de eclosdo, efeitos teratogénicos e anormalidades nos
batimentos cardiacos. Com isso podemos concluir que Piper nigrum exerceu toxicidade com
seu Oleo essencial e com seus extratos aquosos. Em relagdo a morfometria, PN em sua menor
concentracdo e de forma isolada ndo causou reducdo em nenhuma das regides medidas na
cabeca. Entretanto, nas medicOes laterais, PN em sua menor concentragdo provocou nos
animais redugdo em praticamente todos os parametros avaliados. Com isso, podemos concluir
que PN exerceu efeito toxico em relacdo a morfometria e teve algum efeito contra protetor
contra os efeitos toxicos induzidos por ROT.

Ja 0s grupos expostos a L-DOPA e PN, entre 24-48 hpf apresentaram baixas taxas de
efeitos teratogénicos e mortalidade. Ja os grupos expostos a ROT e tratados com L-DOPA e PN
apresentaram efeitos teratogénicos como auséncia de pigmentacdo, tamanho reduzido e
presenca de edemas na regido do saco vitelinico. Entre 72-96 hpf, os animais expostos a L-
DOPA e Piper nigrum ndo apresentaram efeitos teratogénicos, provando que as substancias nao

afetaram desenvolvimento dos animais, assim como ndo causaram mortalidade. Em nossos
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resultados foi possivel identificar que a L-DOPA em suas menores concentracfes ndo foi capaz
de tratar os animais afetados com sintomas de Parkinson-like provenientes da exposi¢do a ROT.
Diferente das maiores concentragdes de L-DOPA, que foram eficientes no efeito protetivo, pois
reduziram os efeitos teratogénicos causados pela acdo tdxica de ROT. Embora ndo exista na
literatura estudos que sobre a utilizacdo da L-DOPA para tratar sintomas de Parkinson-like
causados pela agdo toxica de ROT em embrides, bem como em adultos de zebrafish.
Adicionalmente ndo existe estudos prévios que relatem sobre a utilizacdo de L-DOPA e/ou
Piper nigrum no tratamento de embrides de zebrafish afetados com sintomas de Parkinson-like.
7 CONCLUSAO

e O presente estudo avaliou o estudo da associacao de 6leo essencial de P. nigrum e levodopa

como uma alternativa para o tratamento dos efeitos toxicos de Danio rerio em estagio

embrio-larval como modelo animal com sintomas de Parkinson-like.

e Concluimos que a rotenona foi toxica em nosso modelo de Parkinson-like. A exposicéo a

mesma produziu atraso na eclosao, efeitos teratogénicos e comportamentais.

e A levodopa em maiores concentragfes (0,750; 1,000 mM) protegeu parcialmente os

animais contra a acao da rotenona.

e Piper nigrum em pequenas concentra¢fes protegeu 0s animais contra rotenona, entretanto,
em maiores concentracdes foi toxica e provocou atraso na eclosao, efeitos teratogénicos e

mortalidade nos animais.

e Os animais expostos ao grupo contendo a mistura das trés substancias, ndo houve eclosdo
durante todo tempo de exposi¢do indicando que a sinergia entre levodopa e Piper nigrum

pode exercer alguma toxicidade.

e Diante dos efeitos observados nos animais, isso nos oferece uma oportunidade para testar
outros compostos que reduzam a toxicidade de rotenona reduzindo os sintomas de
Parkinson-like e nos direcione a identificar novas estratégias terapéuticas ou de prevencéo

para Doenca de Parkinson.
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9 ANEXOS

o ) )
oy UNNUEAIADE Comisséo de Etica no
o Uso de Animais
CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Estude da asseciagio da Lavedopa com dlep essencial de Piper nigrum de Torma fivre e em
nancemulsao como um nave produte para o tratamento da Doenca de Parkinson utitizando zebralish (Danio reria) come modelo
animal®, protocalada sob o CEUA n° 3581030221 (0 tes7s), S0b a responsabilidade de Pabyton Goncalves Cad e

André Lucas Corréa de Andrade; Renatta Priscilla Ferreira Silva - gue envelve a produgao, manutengao efou utiiizacao de ammau.
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto o homem|, para fins de pesguisa Genlifica ou ensing - esta de acordo com
0% preceitos da Lei 11,794 de B de outubra de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem coma com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacae Animal [CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal Rural de Permambuco (CEUAJUFRPE] na reunido de 10/02/2021.

We centily that the propasal *Study of the association of Levodopa with Piper nig essential oil in free form and in nanoemulsion
as & new product for the treatment of Parkinsenl's Disease using zeliralish (Dania redio) as an animal madel®, utifizing 1825 Fishes
(males and females), protacal number CEUA 3581030221 (0 cos75), under the responsibility of Pabyton Goncalves Cadena and
team; André Lucas Corréa de Andrade: Renatla Priscilia Ferreira Silva - which involves the preduction, maintenance and/or use of
animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata fexcepl human beings), for scientific research purposes ar
teaching - & in accordance with Law 11.794 of Oclober 8, 2008, Decree 6899 of july 15, 2009, as well a8 wilh the rules issued by
the National Council far Contral of Animal Expenmentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committes on Animal Use of
the Rural Fedesal University of Pernambuce (CEUAJUFRPE) In the meeting of 02/10/2021.

Finalidade da Proposta: Pesguisa (Académica)
Vigéncia da Propesta: de 03/2021 a 0372024 Area: Céncias Dioldgicas

Qrigem: Laberatdrio de Ecofisiologia & Comportamento Animal - LECA

Espécie:  Peixes sexo: Machos eTémeas  idade: 3 al12 meses N: 300
Linhag WT (selvagem) Peso: lalg

Qrigem: Laboratdrio de Ecolsivlogia & Comportamento Animal - LECA

Espécia: Pelxes sexo: Machos e Fémeas idade: 1.a7dias N: 1525
Linhagem: WT (selvagem} Peso: lalg

Local de expérimento: No Laboratéeio de Ecofisiclogia & Comportamento Animal - LECA

Recife, 10 de fevereira de 2021
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