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EFEITO PROTETOR DO y-ORIZANOL EM UM MODELO DE DOENCA DE
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Autora: Stifani Machado Araujo
Orientadora: Prof®. Dr®. Marina Prigol
Coorientador: Prof. Dr°. Cristiano Ricardo Jesse
Local e Data da defesa: Uruguaiana, 19 de fevereiro de 2016

Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum no mundo,
afetando cerca de 1% dos adultos com mais de 60 anos. A DP estd relacionada com a
degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos principais componentes da substancia negra
cerebral, concomitantemente, com a disfuncdo do complexo | mitocondrial e o estresse
oxidativo que desempenham um papel crucial na patogénese desta doenca. A rotenona (ROT)
é um pesticida natural e muito utilizado para induzir fenétipo de DP em modelos animais, por
ser lipofilico pode atravessar facilmente a barreira hematoencefalica causando disfuncdo do
complexo | mitocondrial e possivel morte de neurénios dopaminérgicos. Dentre as varias
aplicacdes terapéuticas dos antioxidantes, ressalta-se sua a¢do neuroprotetora, uma vez que 0
sistema nervoso central exibe uma maior vulnerabilidade e susceptibilidade aos insultos
oxidativos, o y-orizanol (ORY) é um produto natural composto por uma mistura de esteres de
acido ferulico extraidos a partir do dleo de farelo de arroz, e é bem descrito na literatura por
possuir propriedades antioxidantes. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar um
possivel efeito neuroprotetor do y-orizanol sobre alteragdes comportamentais e bioquimicas
causadas pela exposicdo cronica de Drosophila melanogaster a rotenona. A mosca da fruta
Drosophila melanogaster, é uma espécie alternativa a utilizacdo de modelos mamiferos que
vem sendo usada com bastante confiabilidade na reproducdo de modelos de disfungédo
dopaminérgica. As moscas (de ambos os sexos) com idades compreendidas entre 1 a 5 dias
de idade foram divididos em quatro grupos de 50 moscas cada um: (1) de controle, (2) ORY
25 uM, (3) ROT 500 pM, (4) ORY 25 puM + ROT 500 pM. As moscas foram
concomitantemente expostos a uma dieta contendo ROT e ORY durante 7 dias de acordo com
0S Seus respectivos grupos. Apos o tratamento foram feitas as analises comportamentais e
bioquimicas. Como resultados, verificamos que 0 ORY ofereceu protecdo contra as alteragdes
locomotoras causadas por ROT, alem de prevenir a mortalidade induzida por rotenona,
protegeu contra geracdo de estresse oxidativo e disfun¢Ges mitocondriais além de otimizar as
defesas antioxidantes celulares. Nossas descobertas apontam uma restauracdo dos déficits
colinérgicos, e nos niveis de dopamina fornecida por pelo tratamento com ORY. Em
conclusdo, os presentes resultados mostram que ORY ¢é eficaz na reducdo da toxicidade
induzida ROT em Drosophila melanogaster, o que mostrou uma agdo neuroprotetora,
possivelmente devido & presenca dos componentes de antioxidantes tais como o &cido feralico

Palavras-chave: y-orizanol, neuroprotetor, rotenona, dopamina, Drosophila
melanogaster.
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Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease in the world,
affecting about 1% of adults over 60 years. The DP is linked to the degeneration of
dopaminergic neurons main components of the substantia nigra brain, concurrently with
mitochondrial complex | dysfunction and oxidative stress play a crucial role in the
pathogenesis of this disease. The rotenone (ROT) is a natural pesticide, and used to induce PD
phenotype in animal models, being lipophilic can easily cross the blood-brain barrier
dysfunction causing mitochondrial complex | and possible death of dopaminergic neurons.
Among the various therapeutic applications of antioxidants, it emphasizes its neuroprotective
action, as the central nervous system displays a greater vulnerability and susceptibility to
oxidative insults, the y-oryzanol (ORY) is a natural product composed of a mixture of esters
ferulic acid derived from rice bran oil, and is well described in the literature to possess
antioxidant properties. The objective of this study was to investigate a possible
neuroprotective effect of ORY on behavioral and biochemical changes caused by chronic
exposure of Drosophila melanogaster the rotenone. The fly fruit Drosophila melanogaster, is
an alternative species to the use of mammalian models that have been used quite reliable
reproduction of dopaminergic dysfunction models. The flies (male and female) between the
ages of 1 to 5 days of age were divided into four groups of 50 flies each: (1) control, (2) ORY
25 uM, (3) ROT 500 puM ( 4) ORY 25 uM + ROT 500 pM. The flies were simultaneously
exposed to a diet containing ROT and ORY for 7 days according to their respective groups.
After treatment were made behavioral and biochemical analysis. As a result, we find that the
ORY offered protection against locomotor changes caused by ROT, and to prevent the
mortality induced by rotenone, protected against the generation of oxidative stress and
mitochondrial dysfunction and optimize cellular antioxidant defenses. Our findings point to a
restoration of cholinergic deficits, and dopamine levels provided by the treatment ORY. In
conclusion, the present results show that ORY is effective in reducing the ROT induced
toxicity in Drosophila melanogaster, which showed a neuroprotective effect, possibly due to
the presence of antioxidants components such as ferulic acid

Keywords: y-oryzanol, neuroprotective, rotenone, dopamine, Drosophila melanogaster.
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APRESENTACAO

No item INTRODUGAO E REVISAO BIOBLIOGRAFICA consta uma revisio da
literatura sobre os temas trabalhados nesta dissertacao.

A metodologia realizada e os resultados obtidos que compdem esta dissertacdo estdo
apresentados sob a forma de artigo, os quais se encontram no item ARTIGO CIENTIFICO.
Neste constam as secdes: Introducdo, Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e
Referéncias Bibliograficas.

Os itens CONCLUSOES E PERSPECTIVAS, encontradas no final desta
dissertacdo, apresentam descri¢cdes, interpretaces e comentérios gerais sobre o artigo
cientifico incluido neste trabalho.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacBes que
aparecem nos itens INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA desta dissertacio.
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1. INTRODUCAO

Em 1871, o medico inglés James Parkinson publicou em Londres um ensaio intitulado
"An Essay on the Shaking Palsy”, que vem a ser a primeira descricdo mundial bem definida da
doenca de Parkinson (DP). A doenca de Parkinson € a segunda desordem neurodegenerativa
mais comum no mundo e afeta 1% da populacdo acima dos 60 anos de idade, resultando na
morte de neurdnios dopaminérgicos de forma progressiva na substancia negra do cérebro
(Mufoz-Soriano e Paricio, 2011; Chen et al., 2014). Evidéncias crescentes sugerem que DP
pode estar associada com disfuncdo mitocondrial através de uma variedade de vias, incluindo
geracdo de radicais livres, inflamacdo e disfuncdo do complexo | da cadeia respiratoria
mitocondrial (Greenamyre et al., 2001; Winklhofer e Haass, 2010). Diversas linhas de
pesquisa implicam um papel etiolégico importante para agroquimicos no desencadeamento
neurodegeneracdo (Betarbet et al.,, 2000; Di Monte, 2003). Os processos oxidativos sdo
conhecidos por contribuir para o desenvolvimento da neurodegeneracdo em doenca de
Parkinson ou apds a exposi¢cdo a pesticidas tais como rotenona. A rotenona é um agente
potencialmente toxico, pertence a classe dos rotendides (compostos citotdxicos naturais
extraidos de plantas tropicais, tais como a Derris elliptica) (Tanner et al., 2011). Por
apresentar atividade lipofilica atinge rapidamente organelas celulares como as mitocéndrias,
onde atua como um inibidor especifico, de alta afinidade, da NADH desidrogenase
mitocondrial (complexo 1) (Cicchetti et al., 2009). Segundo Perfeito e Rego (2012) a rotenona
é considerada responsavel pela morte celular dopaminérgica, e efeitos como o aumento da
producdo de radicais livres e um consequente aumento do estresse oxidativo mediado pela
mitocdndria. Nas Ultimas décadas, a procura por compostos naturais e/ou sintéticos com acdo
antioxidante tem aumentado notavelmente. Dentre as varias aplicacdes terapéuticas dos
antioxidantes, ressalta-se a acdo neuroprotetora, uma vez que o SNC exibe uma maior
vulnerabilidade e susceptibilidade aos insultos oxidativos. Sabe-se que y-orizanol extraido do
oleo do farelo de arroz é bem descrito na literatura por possuir propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias, inibicdo de agregacdo das plaquetas, atividade antitumoral e atividades
hipocolesterolémicas (Yasukawa et al., 1998; Akihisa et al., 2000; Juliano et al., 2005;
Wilson et al., 2007; Soto-Jover et al., 2016), no entanto, sdo escassos 0s trabalhos acerca dos
mecanismos de acdo, bem como dos efeitos da y-orizanol em um modelo in vivo de DP
induzido por rotenona. A utilizagdo da mosca da fruta Drosophila melanogaster como modelo

para estudo de mecanismos moleculares envolvidos em doencgas neuroldgicas tém sido bem
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descrito na literatura € um excelente modelo animal com sistema Unico e poderoso para
estudar a genética humana de doencas e no rastreamento de possiveis drogas terapéuticas
(Marsh e Thompson, 2006; Kim et al., 2011). Recentemente, Drosophila melanogaster tem
sido extensivamente utilizada como um modelo in vivo para caracterizar os efeitos de tdxicos
ambientais (Sudati et al., 2009; Hosamani e Muralidhara, 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

Na busca de uma estratégia para a intervencdo do dano causado pela rotenona e de um
possivel efeito preventivo do y-orizanol relacionado com neurodegeneracdo, esse trabalho
visa aumentar o entendimento sobre os efeitos do y-orizanol e um possivel mecanismo
protetor para o desenvolvimento da doenca de Parkinson induzida por rotenona em
Drosophila melanogaster.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Investigar um possivel efeito neuroprotetor do y-orizanol sobre alteragoes

comportamentais e bioquimicas causadas pela exposicdo cronica de Drosophila melanogaster

a rotenona.

3.2. Objetivos Especificos
Avaliar a taxa de sobrevivéncia de D. melanogaster apds exposi¢do a rotenona e

tratamento com y-orizanol.

Analisar possiveis alteracbes motoras das moscas com 0s testes geotaxia negativa,
geotaxia negativa base e topo e teste de campo aberto de D. melanogaster apds exposicdo

cronica a rotenona e tratamento com y-0rizanol.

Quantificar os niveis de dopamina e verificar a atividade da enzima acetilcolinesterase

de D. melanogaster apos exposicao cronica a rotenona e tratamento com y-0rizanol.

Avaliar a envolvimento do estresse oxidativo em homogenato do corpo de moscas
através da determinacdo dos niveis de espécies reativas e peroxidacao lipidica, os niveis de
tiois proteicos e ndo proteicos e da atividade de enzimas antioxidantes SOD, CAT, GST apds

exposicao cronica a rotenona e tratamento com y-orizanol.

Avaliar a viabilidade celular e mitocondrial de D. melanogaster ap0s exposi¢do

cronica a rotenona e tratamento com y-0rizanol.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Doenca de Parkinson (DP)

De acordo com o EU Joint Programme - Neurodegenerative Disease Research (JPND,
2014), as doencas neurodegenerativas sao definidas como condi¢Ges hereditarias e
esporadicas debilitantes e incuraveis, que resultam na degeneracdo progressiva e/ou na morte
das células nervosas. Esta degradacdo causa problemas com o movimento, as chamadas
ataxias, ou mal funcionamento cerebral, originando a deméncia. A deméncia esta associada a
um declinio da memaria ou outras habilidades de pensamento graves o suficiente para reduzir
a capacidade de uma pessoa de realizar atividades cotidianas afetando a memdria, o
pensamento, a orientacdo, a compreensdo, o célculo, sua capacidade de aprendizagem,
linguagem e julgamento. A consciéncia ndo é afetada, e ndo deve nunca ser associada a um
processo normal de envelhecimento. Dentre as deméncias, podemos salientar a doenca de
Alzheimer, a doenca de Parkinson, a doenca de Pick, a deméncia vascular, a doenca de
Creutzfeldt-Jakob ou a doenca de Huntington (JPND, 2014; World Health Organization,
2015).

A DP descrita pela primeira vez ha 198 anos atras, pelo Dr. James Parkinson onde
publicou um trabalho intitulado “Essay on the Shaking Palsy” originalmente definida como
“paralisia trémula” (do latim, paralysis agitans; do inglés, shaking palsy). Hoje em dia é o
distdrbio do movimento mais comum relacionado com a idade e é a segunda desordem
neurodegenerativa citada, apés, a doenca de Alzheimer, afetando 1 a 2% em todo o mundo e
prevaléncia no Brasil de 3% acima de 70 anos de idade, espera-se a aumentar em prevaléncia
nas proximas décadas e, portanto, representa uma das principais causas de o envelhecimento
da populacdo grande parte dos casos de DP é idiopéatica apenas cerca de 15% dos pacientes
possuem historico familiar da doenca, diversos estudos epidemiologicos buscam a
identificacdo de fatores ambientais e genéticos que influenciem o aparecimento e
desenvolvimento da doenca (Xun et al., 2007; Peternella e Marcon, 2009; Burbulla e Kriger,
2011).

A DP ¢é uma doenca neurodegenerativa, ndo contagiosa, progressiva e irreversivel
associada a um déficit da funcdo motora. Em termos neurofisiologicos, a DP é descrita através

de uma profunda e seletiva perda de neurdnios dopaminérgicos localizados em uma zona do
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cérebro denominada substancia negra compacta, e que se projeta para o estriado. Outra
caracteristica importante desta patologia é a presenca dos corpos de Lewy, (Figura 1)
agregados proteicos compostos maioritariamente por proteinas como a a-Sinucleina,
ubiquitina e sinfilina-1, entre outras (Abou-Sleiman et al., 2006; Xun et al., 2007; Jadiya et
al., 2011; Perfeito e Rego, 2012). Algumas doengas neurodegenerativas, conhecidas como
desordens parkinsonianas, apresentam manifestacGes clinicas similares a DP (parkinsonismo).
No entanto, suas caracteristicas patofisiologicas sdo distintas de PD e, assim, seguem
diferentes padrGes de neurodegeneracdo, DP é caracterizada pela formacdo de corpos de
Lewy, e as outras doengas parkinsoninanas, como degeneracdo corticobasal, ha a formacéo de
agregados neurofibrilares da proteina ligante de microtabulos Tau, e ndo de a-sinucleina,
entretanto, a correta diferenciacdo entre as patologias so é possivel em exames post mortem, o

que diminui a eficacia de seu tratamento (Zampol, 2013).

A dopamina estd associada com a atividade motora, por conseguinte, a perda
progressiva de neurdnios dopaminérgicos, seu diagnostico é estabelecido a partir dos sintomas
clinicos, principalmente leva a rigidez muscular, tremores e bradicinesia, alterando também a
cognicdo mental, capacidade de dormir, transtornos de personalidade e comportamento,
incluindo depressdo e ansiedade indicando um processo degenerativo mais generalizado
(Bekris et al., 2010; Hauser e Hastings, 2013).

Em relacdo ao tratamento é importante lembrar e compreender que atualmente ndo
existe cura para a doenca, porém, ela pode e deve ser tratada, ndo apenas combatendo os
sintomas, como também retardando o seu progresso. As cirurgias também podem ser bastante
benéficas para determinados pacientes. As cirurgias consistem em lesGes no nucleo pélido
interno (Palidotomia) ou do talamo ventro-lateral (Talamotomia), que estdo envolvidos no
mecanismo da rigidez e tremor. Porém, a lentiddo de movimentos responde melhor aos
medicamentos a terapia medicamentosa a de reposicdo de dopamina através do uso do
precursor dopaminérgico 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA) é utilizada desde a década de
60 e permanece até os dias atuais como a droga mais utilizada e efetiva para tratar a
bradicinesia e rigidez muscular, porém, ndo é muito efetiva no tratamento do tremor de
repouso (Braga, 2008). Por outro lado, ha um grande interesse em tratamentos néo
dopaminérgicos para a melhora das fun¢Ges motoras sem o risco das complicacBes associadas
com a L-DOPA, assim como plantas medicinais ou compostos bioativos de plantas
empiricamente usados na medicina popular que sdo geralmente isentos de efeitos adversos e

que sejam capazes de alterar o curso da morte neuronal, como a administragdo de y-orizanol
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um antioxidante natural para o tratamento da DP bem como de outras doencas
neurodegenerativas (Braga, 2008; Li et al., 2013).

Figura 1- Representacdo esquematica da via nigroestriatal normal (A) e na DP (B). Em C
imuno-histoquimica marcando inclus@es intracelulares os chamados corpulsculos de Lewy em

neurdnios dopaminérgicos na SNpc.
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Fonte: Adaptado de Dauer e Przedorski (2003, p.891).

4.1.1. Estresse oxidativo versus Doenca de Parkinson

A DP, assim como outras doengas neurodegenerativas ndo possui etiologia conhecida,
porém, um dos fatores associados a neuropatogénese da DP é o estresse oxidativo decorrente
da excessiva geracdo de especies reativas do oxigénio e uma producdo insuficiente de
antioxidantes (Follmer e Netto, 2013). O estresse oxidativo é considerado responsavel por
comprometer a integridade dos neurdnios vulneraveis e, assim, contribuir para degeneragdo

neuronal de neurbnios dopaminérgicos na DP. A fonte que desencadeia o0 estresse oxidativo



23

ndo é clara, mas podem incluir: disfuncdo do complexo | mitocondrial; metabolismo da

dopamina; agregag¢do a- sinucleina.

Disfuncéo do complexo | mitocondrial: as mitocondrias produzem ATP (trifosfato de
adenosina), através do processo de respiracao e fosforilacdo oxidativa atuando assim como a
fonte priméria de energia na célula. O processo de fosforilacdo oxidativa envolve o
acoplamento de ambas, reacOes redox e de fosforilagdo na membrana interna de mitocondrias,
resultando na sintese efetiva de ATP. Durante este processo, os elétrons do NADH
(nicotinamida adenina) ou FADH; (flavina adenina) sdo transportados através da cadeia
transportadora de elétrons, por complexos I-1V, para criar um gradiente de prétons através da
membrana interna mitocondrial (Subramaniam e Chesselet, 2013). De acordo com Murphy
(2009) evidéncias crescentes sugerem que as mitocondrias sdo a fonte primaria de espécies

reativas de oxigénio que podem contribuir para o estresse oxidativo intracelular.

No processo de fosforilacdo oxidativa, o complexo | € a principal porta de entrada para
os elétrons entrarem na cadeia respiratoria, ele catalisa a transferéncia de elétrons a partir de
NADH para a ubiquinona, envolvendo uma flavina mononucleétido (FMN) e sete
agrupamentos de ferro-enxofre. Esta atividade é acoplada ao bombeamento de quatro prétons
através da membrana interna mitocondrial e, assim, ocorre a formacdo de um potencial de
membrana eletroquimica (Winklhofer e Haass, 2010). Quando ocorre uma desregulacdo nesta
homeostase mitocondrial se estabelece um circulo vicioso de estresse oxidativo e insuficiéncia
bioenergética da célula, com essa desregulacdo e/ou inibicdo interrompe-se o transporte de
elétrons, com isso além de haver um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio,
h& um decréscimo da producdo de ATP; um aumento intracelular da concentracdo de célcio;
excitotoxicidade e danos celulares relacionados com o aumento de 6xido nitrico pode haver
também, a abertura do poro de transicdo permeavel mitocondrial, havendo a possibilidade de
libertacdo de citocromo ¢, que vai desencadear as vias de sinalizacdo que conduzem a morte
celular por apoptose 0 que contribui ser um mecanismos proposto para a morte de neurénios
dopaminérgicos na DP (Abou-Sleiman et al., 2006; Perfeito e Rego, 2012; Subramaniam e
Chesselet, 2013).

Metabolismo da dopamina: os neurbnios dopaminérgicos do mesencéfalo sdo a
principal fonte de dopamina no sistema nervoso central dos mamiferos. A dopamina é um
composto quimico pertencente a familia das catecolaminas, sintetizada a partir do aminoacido

L-tirosina, que € hidroxilado, pela tirosina hidroxilase, no precursor L-DOPA (3,4-
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dihidroxifenilalanina), o qual serd descarboxilado em dopamina, estes neurbnios sao
encontrados na parte compacta do cérebro na chamada substancia negra, que é rica em
dopamina, um alto teor de ferro e neuromelanina razéo pela qual aparece escurecida em cortes
histologicos. Os neurdnios dopaminérgicos desempenham um papel importante no controle de
maltiplas fun¢Bes cerebrais, incluindo movimento voluntério, afeto, recompensa, o sono, a
atencdo, memoria de trabalho e de aprendizagem, desempenha também papéis fisiologicos na
regulacdo do olfato, a regulacdo hormonal, regulacdo de funcdes cardiovasculares, sistema
imunolodgico, e as funcgdes renais, entre outros (Chinta e Andersen, 2005; Beaulieu e
Gainetdinov, 2011).

Em concentracbes fisiologicas, dopamina ndo induz processos degenerativos no
cérebro, mas sua auto-oxidagdo aumenta com a idade e pode levar a toxicidade intracelular,
portanto acredita-se que estes neurdnios sdo particularmente propensos ao estresse oxidativo
devido a sua elevada taxa de metabolismo do oxigénio, baixos niveis de antioxidantes, e alto
teor de ferro associado ao metabolismo da dopamina, sendo entdo sugerido como um dos
principais mecanismos envolvidos na producdo de ROS e metabdlitos toxicos nos neurdnios
dopaminérgicos (Chinta e Andersen, 2005; Blum et al., 2001; Follmer e Netto, 2013).

A dopamina sofre dois tipos de oxidagdo (Figura 2): enzimatica, através das enzimas
monoamino oxidase (MAO) e catecol-o-metil transferase (COMT), ou ndo-enzimatica,
também chamada de auto-oxidacgdo. A auto-oxidacdo da dopamina ocorre em presenca de ions
Fe?* livres e H,0,, promovendo a hidroxilacdo da dopamina na posicéo 6, formando a 6-
hidroxidopamina que pode ser convertida, em torno de 20%, a orto-quinona. O sistema mais
efetivo para detoxificacdo da orto-quinona no cérebro é através da enzima glutationa S-
transferase (GST), a qual utiliza glutationa (GSH) para formar um complexo estavel com a
orto-quinona. No processo de oxidacdo enzimatica a dopamina, quando oxidada pela enzima
MAO, leva a formacao do acido 3,4 diidroxifenilacético e H,O,, capaz de gerar OH" através
da reagdo com ions de ferro. Essa via ocorre especialmente nos ganglios da base, onde
existem altas concentracGes de dopamina, oxigénio e ferro (Obata, 2002; Asanuma et al.,
2004; Andreazza, 2008). Os transportadores de dopamina medeiam a captacdo de dopamina
em neurdnios e € um dos principais alvos para varias drogas farmacologicamente ativas e
toxinas ambientais (Chen e Reith, 2000). A perda destes neurdnios dopaminérgicos, que
normalmente sdo ricos em neuromelanina, resulta em despigmentacdo da substancia negra
(Dauer e Przedborski, 2003).



25

Figura 2- Rota de metabolizacdo da dopamina via monoamino oxidase (MAQ) e producao de

radicais livres.
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Fonte: Adaptado de Andreazza (2008, p.128)

Agregacdo de a-sinucleina: o gene Park 1 codifica para a proteina pré-sinaptica de 140
aminoacidos, a a-sinucleina, principal componente dos corpos de Lewy, em condi¢Ges
fisioldgicas, ela parece estar relacionada com a entrega, acimulo e controle da funcédo
mitocondrial nas sinapses, 0 que afetaria a liberacdo de neurotransmissores (Nakamura et al.,
2011) . As mutacdes no gene Park 1 resultam em substituicdes do aminoécido alanina na
proteina a-sinucleina por treonina (AS53T). As mutagdes da a-sinucleina impedem a
degradacdo protéica, contribuindo para a producdo de oligbmeros (protofibrilas) em células
nervosas. O ganho de funcdo decorrente da mutacdo em Park 1 faz com que haja uma
agregacédo protéica intracelular os chamados corpos de Lewy, que sdo neurotoxicos, onde
ocorre o aprisionamento de mitocondrias por a-sinucleina, levando a disfuncdo mitocondrial e
falhas no controle de qualidade bioenergético com geracdo de espécies reativas, impedindo a
funcdo de celulas dopaminérgicas assim, possivelmente contribuindo para a propagacao da
DP (Ribeiro et al., 2004; Stefanis, 2012; Follmer e Netto, 2013).
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4.2.  Modelos baseados em agentes quimicos: Neurotoxinas

A DP é uma doenga exclusiva da espécie humana, ndo se manifestando
espontaneamente em animais, portanto a experimentacdo animal é um exemplo cléssico de
como o uso de modelos animais para estudar doencas podem ter um impacto significativo na
salde humana. Essa patologia é induzida em animais e podem ser divididos em duas
categorias: modelos genéticos e modelos neurotoxicos. Os modelos genéticos sdo aqueles
criados com base principalmente em alvos identificados associados com mecanismos
potencialmente conhecidos, por causar DP em humanos. No entanto, os modelos genéticos
podem ser complementados pelos modelos em que diferentes moléculas neurotoxicas sao
usadas para danificar a via nigroestriatal, as chamadas neurotoxinas (Meredith et al., 2008;
Tieu, 2011).

Alguns modelos de agentes neurotdxicos indutores de DP em modelos animais sdo
(Figura 3):

6-hidroxidopamina (6- OHDA): modelo animal mais utilizado na pesquisa pré-clinica
da DP baseia-se na utilizacdo de 6-OHDA um hidroxilado andlogo de dopamina. Devido a sua
incapacidade para atravessar a barreira hematoencefalica, esta neurotoxina deve ser
estereotaxicamente injetada diretamente no cérebro na regido de interesse, € entdo
seletivamente retomado por neurdnios catecolaminérgicos através de transportadores de
monoaminas, esses tem elevada afinidade por esta molécula e uma vez nos neurbnios, 6-
OHDA acumula-se no citosol onde é facilmente oxidada levando a geracdo de espécies
reativas de oxigénio causando lesdo no sistema dopaminérgico nigroestriatal (Blum et al.,
2001; Tieu, 2011; Solari et al., 2013).

1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina  (MPTP): modelo originou-se de
descobertas no inicio de 1980 quando varios californianos usuérios de drogas injetaveis
contaminadas com MPTP foram internados em hospitais mostrando sintomas graves
semelhantes a DP e estudos post-mortem confirmou a perda de estruturas nigrostriatais nestes
pacientes. O MPTP é lipofilico, apds ser injetado localmente em regibes especificas do
cérebro pode rapidamente atravessar a barreira hematoencefalica, onde & convertido pela
MAO-B para 0 seu metabolito ativo de 1-metil-4-phenylpyridinium (MPP®), que, por sua vez,
¢ entdo levado seletivamente pelo transportador de dopamina e causa neurotoxicidade

principalmente através da inibicdo do complexo | da cadeia transportadora de elétrons
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mitocondrial, resultando em deplecdo de ATP e aumento do estresse oxidativo (Tieu, 2011;
Solari et al., 2013; Vermilyea e Emborg, 2015).

Paraquat (N, N'-dimetil-4,4'-bipiridinium): o metabolito ativo de MPTP caracterizado
como MPP” foi identificado no pesticida. Ao ser injetado no cérebro, o paraquat penetra na
barreira hematoencefalica e acumula-se onde induz a perda de neurénios da substancia negra,
pois, aumenta a desregulagdo e agregagdo da a-sinucleina contribuindo para formacéo de
corpos de Lewy em DP. Dentro das mitocondrias, paraquat ndo € inibidor do complexo I, por
si s0, embora este seja o local presumivel onde € reduzido para formar superoxido, resultando

em neurodegeneracdo (Rappold et al., 2011; Tieu, 2011).

Rotenona: outro pesticida capaz de atuar como neurotoxina para modelo animal de DP
seu mecanismo de toxicidade é mediado principalmente pela sua potente inibicdo do

complexo I mitocondrial.

Estes modelos contribuem para elucidar mecanismos patogénicos da
neurodegeneracdo na DP, com o0s papéis de estresse oxidativo, a apoptose, disfuncdo
mitocondrial, inflamacdo e comprometimento das vias de degradacdo de proteinas (Boveé e
Perier, 2012).

Figura 3- Mecanismos pelos quais neurotoxinas afetam o0s neurbnios dopaminérgicos

envolvendo disfungdo mitocondrial e dano oxidativo.
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Fonte: Adaptado Beal (2001) Nature Reviews | Neuroscience
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4.2.1. Rotenona versus Doenga de Parkinson

Dentre os inseticidas organicos de origem natural os rotendides, como a rotenona,
foram usados como inseticidas agricolas desde 1848, quando foram aplicados as plantas para

controlar lagartas comedoras de folhas (Ware, 1989).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1992) rotenona (Figura 4) é um
pesticida natural utilizado e preparado a partir das raizes de certas plantas subtropicais
pertencentes ao género Lonchocarpus ou Derris elliptica. Pode ser absorvida por ingestéo e
por inalacdo. Na base de estudos com coelhos, a absorcéo através da pele intacta, é baixa. O
metabolismo e farmacocinética da rotenona ndo sdo completamente compreendidos, mas o
composto é metabolizado pelo figado dos mamiferos e a maior parte do composto € eliminada

nas fezes.

O mecanismo de toxicidade de rotenona é mediado principalmente devido a sua
lipofilicidade elevada que lhe permite atravessar facilmente a barreira hemato-encefélica e
membranas bioldgicas independentes de qualquer receptor ou transportador (Coulom e
Birman, 2004; Tieu, 2011; Subramaniam e Chesselet, 2013).

Figura 4- Estrutura quimica da Rotenona.

Processos oxidativos sdo conhecidos por contribuir para a neurodegeneragdo em DP e

rotenona tem sido utilizada como um instrumento para induzir modelo in vitro e in vivo de DP
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e provou ser um modelo reprodutivel tanto em Drosophila como em modelos de roedores
(Canon e Greenamyere, 2010; Sudati et al., 2013; Manjunath e Muralidhara, 2015).

A neurotoxicidade pode estar relacionada com sua potente inibicdo especifica de alta
afinidade, da NADH desidrogenase mitocondrial no complexo | mitocondrial, com isso
aumenta a capacidade de gerar ROS e interrompe a fosforilacdo oxidativa mitocondrial
causando uma crise bioenergética, devido a reducdo nos niveis de ATP e morte celular por
apoptose ou necrose, devido a despolarizacdo causada pela grande abertura do poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial, ocorre a liberagdo de fatores pro-apoptéticos tais
como fator indutor de apoptose, que eventualmente causa a morte neuronal (Li, 2002;
Cicchetti et al., 2009; Tieu, 2011; Subramaniam e Chesselet, 2013).

4.3. Arroz (Oryza sativa L.)

O arroz (Oryza sativa L.) surgiu no sudoeste asiatico em 5.000 a.C, tendo
posteriormente se expandido para a india e para a Europa, sendo o alimento béasico para mais
da metade da populacdo do mundo é um recurso valioso, representando uma das trés

principais culturas de grdos do mundo (Pestana et al., 2010; Kim et al., 2013).

Os ultimos dados fornecidos pela Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO, 2014) mostram que a producdo brasileira de arroz em 2014 foi de quase 12
milhGes de toneladas sendo considerado o0 nono maior produtor mundial. Segundo a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (EMBRAPA, 2005) o consumo médio de arroz no Brasil
varia de 74 a 76 Kg/habitante/ano, tomando-se por base o grdo em casca atualmente, o
consumo estad estagnado, apenas acompanhando o crescimento populacional. A lavoura de
arroz irrigado no Rio Grande do Sul, produz anualmente cerca de 5 milhdes de toneladas,
sendo considerado estabilizador da safra nacional, responsavel por cerca de 50% da producéo

brasileira, a maior entre os estados da federacéo.

O gréo de arroz é composto por aproximadamente 20% de casca, 70% de endosperma
e 10% de farelo e germe (Figura 5), nas camadas do farelo e germe, estdo concentradas a
maior parte dos lipideos do grdo de arroz (Menacho et al., 2007). O grdo é comumente
consumido em forma moida ou polido, e o farelo de arroz é o principal subproduto do

processamento de arroz, que representa de 5,0 a 5,5% do peso total do grdo, sendo obtido a
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partir do seu polimento, apresenta aspecto farinaceo, fibroso e suave ao tato. O pericarpo, o
tegumento, a camada de aleurona e o gérmen (embrido) séo eliminados durante a operagdo de
polimento na forma de farelo de arroz, restando o endosperma (grao de arroz polido), o farelo
contém alto valor de proteina, gordura e fitoquimicos bioativos com propriedades
antioxidantes e hipolipemiantes (Pestana et al., 2008; Islam et al., 2009; Choi et al., 2014;
Wang et al., 2014). O farelo constitui cerca de 10% em peso de grdos de arroz cru e contém
18-22% de Oleo tornando-o a fonte mais rica de 6leo obtido a partir de um grédo por produto
(Yoon et al., 2014).

O 6leo de farelo de arroz é apreciado especialmente no leste da Asia. No Jap&o,
aproximadamente 80 mil toneladas desse 6leo sdo consumidas anualmente. Esse 6leo é feito a
partir do pericarpo e do germe das sementes de Oryza sativa, e recebeu atencdo por apresentar
grande quantidade de compostos nutracéuticos como o y-orizanol, tocoferdis e tocotriendis,
sendo os dois Ultimos componentes da familia da vitamina E é uma boa fonte de acidos
graxos, acido fitico, lecitina, inositol, e ceras. Em uma Xicara de arroz branco contém
aproximadamente 4 mg de y-orizanol € um importante constituinte natural do 6leo de farelo
de arroz, o que Ihe confere alto valor comercial (Pestana et al., 2008; Ghatak e Panchal,
2012).

Figura 5- Composicdo grao de arroz.
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Fonte: Universidade Federal do Rio Grande do Sul (2004).
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4.3.1. y-orizanol

O y-orizanol (Figura 6) foi encontrado na parte insaponificavel do éleo de farelo de
arroz bruto em 1954 por Kaneko e Tsuchiya e pensava-se que consistia de um Unico
componente. Mais tarde, verificou-se ser uma mistura de diferentes componentes através da
analise cromatografica liquida de alto desempenho (HPLC). O y-orizanol é composto por
ésteres de &cido ferulico de fitosterois e alcoois triterpénicos que incluem 24-metileno
cicloartenil ~ ferulato, cicloartenilferulato ou cicloartenol, [B-sistoterilferulato e
campesterilferulato seus principais componentes sdo responsaveis por 80% da fra¢ao do y-
orizanol (Xu e Godber, 1999; Patel e Naik, 2004; Zolali et al., 2015).

Figura 6- Estruturas quimicas dos quatro componentes principais de y-orizanol.

HaCO o
H,CO j@/\* o
HO 24-Methylenecycloartenyl Ferulate

HO Cycloartenyl Ferulate

(0]
HO Campesteryl Ferulate

HO' Sitosteryl Ferulate

Fonte: Adaptado de Zolali et al., (2015, p.2)

Em relacdo a sua distribuicdo o y-orizanol é clivado no figado por esterases
inespecificas, em &cido ferdlico e porcéo dos esterois. Enquanto o esterol é excretado na bile e
eventualmente nas fezes, o acido feralico mostrou-se absorvido por todos os tecidos, com
maiores concentragBes reportadas no figado, intestino, baco, adrenal e tecidos do cérebro
(Machado, 2010).

O y-orizanol é bem descrito na literatura por estar associado com diversos efeitos

benéficos dentre estes, citamos alguns trabalhos:

Reducdo dos niveis de colesterol: em seu trabalho Wang et al., (2014) relatou que o

extrato enzimatico aquoso de farelo de arroz rico em y-orizanol é capaz de reduzir os niveis
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de colesterol no plasma e no soro de ratos Wistar machos com a dose de 750 mg/kg de peso
corporal através de infusdo gastrica, os mecanismos hipolipidémicos do extrato enzimatico
aquoso de farelo de arroz sdo elucidados com base na inibicdo da absorcdo de colesterol e

aumento de sua excrecdo nas fezes; e por inibir a atividade da HMG-CoA redutase hepaética.

Efeito Anticancerigeno: inibindo o crescimento tumoral em células de carcinoma da
mama humano MDA-MB-231, utilizando a dose de 100 pg /ml com o tratamento de 24 horas
expressdo de metaloproteinases de matriz, onde sua alta expresséo esta diretamente associada
ao potencial invasivo e metastatico de varios tumores malignos humanos (Pintha et al., 2014).
As células tumorais de outros tecidos como trato digestorio (Ferguson et al., 2001); pulméo
(Lesca, 1983) e figado (Tanaka et al., 1993) também podem ser suprimidas com a

suplementacéo de &cido ferdlico, principal constituinte de y-orizanol.

Acdo fotoprotetora: é descrito por Lin et al., (2005) que &cido feralico ao ser incorporado em
uma solucdo topica de 15% de acido L-ascorbico e 1% de alfa-tocoferol causa uma maior
estabilidade quimica destas vitaminas (C + E) e dobram sua acdo protetora contra 0s danos
UV-induzidos por irradiagdo solar simulada na pele de 4 vezes para cerca de 8 vezes
mensurada atraves da formacdo do eritema e da formacdo de queimaduras do sol. Esta unido
de antioxidantes puros de baixo peso molecular naturais fornece protecdo sinérgica
significativa por inibir a apoptose, que esta associada com a reducdo da inducdo da caspase-3,
da caspase-7 (proteases envolvidas na apoptose dos queratindcitos) e da formacdo dos
dimeros de timina (formagdo UV-induzida que ocorre no DNA), o acido ferdlico também é
capaz de absorver a radiacdo UV pela catalisacdo na formacao da estabilidade de seus radicais

fenoxi.

Inibicdo da agregacdo plaquetéria: a agregacao plaquetaria foi medida utilizando plasma rico
em plaquetas preparada a partir de ratos alimentados com y-orizanol e dieta com 1% de
colesterol. A dieta com vy-orizanol inibiu significativamente a agregacdo de plaquetas nestes

animais (Seetharamaiah et al., 1990).

Intolerancia a glicose: o y-orizanol também é capaz de melhorar a intoleréncia a
glicose em camundongos machos C57BL/6J, onde os animais foram expostos a dieta controle
e dieta rica em gordura e avaliado seu comportamento alimentar. Os camundongos que
receberam y-orizanol nas doses de 20, 80, ou 320 mg/g de peso corporal durante 13 semanas,

notavelmente, apresentaram uma melhora na intolerancia a glicose e atenuou-se o estresse de
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reticulo endoplasmético do hipotdlamo em camundongos alimentados com a dieta rica em

gordura combinada com y-orizanol (Kozuka et al., 2012).

Aumento da for¢ca muscular: em um ensaio clinico duplo-cego, 30 voluntarios
saudaveis (16 em suplemento e 14 no placebo) foram suplementados diariamente com 600 mg
de y-orizanol e o grupo placebo (a mesma quantidade de lactose) e foram avaliadas durante 9
semanas sua forca muscular e suas medidas antropométricas destes homens jovens e
saudaveis, os resultados indicaram que a suplementagdo diaria de y-orizanol durante o
treinamento de resisténcia de 9 semanas nao alterou as medidas antropométricas e do corpo,

mas aumentou a forca muscular em homens jovens saudaveis (Eslami et al., 2014).

Osteoporose: em um estudo realizado por Muhammad et al., (2013) demonstrou que
y-orizanol é eficaz no tratamento contra osteoporose. Os ratos Sprague Dawley foram tratados
por 8 semanas com doses de 100 e 200 mg/kg de y-orizanol e este foi capaz de estimular a
osteoblastogénese por regulacdo positiva dos genes de formacdo de 0sso, possivelmente
através da ativacdo de receptores GABAg e por inibicdo da atividade de citocinas

inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio.

Efeito antiulcerogénico: de acordo com Cicero e Gaddi (2001) um dos mecanismos
pelo qual y-orizanol atua como antiulcerogénico é de que, o Oleo de farelo de arroz
provavelmente atua aumentando a saida de prostaglandinas, interferindo assim com a
producdo de HCI gastrico e possivelmente evitando o desenvolvimento de gastrite ou Ulcera.
O oleo de farelo de arroz contém uma alta percentagem de &cidos graxos insaturados que
atuam como precursores na sintese do acido araquiddnico, que é por sua vez 0 precursor
essencial de prostaglandinas, inibidores de secrecdo gastrica. O 6leo de farelo de arroz
também é rico em antioxidantes, tais como o a-tocoferol, o que da mesma forma pode
estimular a sintese de prostaglandinas. Em outro estudo realizado por Itaya e Kiyonaga
(1976) é descrito um segundo mecanismo que explica o efeito antiulcerogénico de y-orizanol.
Os ratos receberam 1 a 100 mg /kg de y-orizanol diariamente durante cinco dias, e este
reduziu dose-dependente o indice de Ulcera, e ligeiramente impediu 0 aumento da taxa de 11-
hidroxicorticosteréides no soro. Estes efeitos foram observados nos animais
adrenalectomizados, bem como nos ratos sujeitos a operacdo simulada. E provéavel que a agdo
antiulcerogénica de y-orizanol seja devido a participacdo do sistema nervoso autdbnomo, mas

ndo do eixo adrenal hipofiséario.
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Efeito anti-inflamatorio: em um estudo realizado por Islam et al., (2008) foi
investigado o efeito de y-orizanol em um modelo de colite em camundongos C57BL/6J, 0s
animais foram tratados com y-orizanol (50 mg/kg/dia) por 18 dias apds o tratamento pode-se
observar um efeito anti-inflamatorio de y-orizanol em doenca inflamatéria do intestino, este
efeito pode ser mediado pela inibicdo da atividade de NF-kB, que foi, pelo menos, em parte
devido ao efeito antioxidante da estrutura de &cido ferllico que constitui o y-orizanol. Outro
estudo realizado por Ojha et al., (2015) relata que tratamento com y-orizanol (50 mg/kg/dia)
por 4 semanas em modelo de doenca de Parkinson induzido por rotenona em ratos Wistar
machos, reduziu os mediadores inflamatorios tais como as citocinas pré-inflamatorias e
ciclooxigenase-2 induzivel da 6xido nitrico sintase comprovando ter efeito neuroprotetor

promissor.

Propriedades antioxidantes: y-orizanol € considerado antioxidante devido ser
constituido por ésteres de acido ferulico, onde seu grupo hidroxila pode facilmente formar
uma ressonancia estabilizada com seu radical fenoxi e esta é a chave para sua propriedade
antioxidante (Ogiwara et al., 2002; Juliano et al, 2005; Ojha et al., 2015; Wang et al, 2014).

O principal componente de vy-orizanol o acido ferulico (4cido 4-hidroxi-3-
metoxicinamico) foi isolado pela primeira vez a partir de uma resina comercial em 1866 e
guimicamente sintetizado em 1925 (Graf, 1992). Contudo, seus efeitos bioldégicos comecaram
a ser notados em 1970, quando pesquisadores japoneses descobriram as suas propriedades
antioxidantes devido ao seu ndcleo e uma cadeia fendlica lateral estendida, onde forma uma
ressonancia estabilizada radical fenoxi que responde por seu efeito contra os radicais livres
(Zhao e Moghadasian, 2008; Maruf et al., 2015). In situ ou ex vivo o &cido ferulico pode ser
absorvido pelo estdmago, jejuno, e ileo. Depois de 25 minutos de incubacéo de acido ferulico
no estdbmago de ratos, mais de 70% desaparece e € transferida para mucosa gastrica, para o
sangue, urina e bile, 0 que sugere uma rapida absorcdo gastrica de acido ferdlico (Zhao e
Moghadasian, 2008).

4.3.2. Efeito neuroprotetor de y-orizanol e seus componentes bioativos

O y-orizanol exerce um possivel efeito neuroprotetor, como visto no estudo realizado por
Kim et al., (2004) onde camundongos machos ICR tiveram tratamento com solucdo de &cido
feralico dissolvida em 4gua em uma concentragdo de 0,006% (mg / kg), durante 4 semanas e

subsequentemente, foi administrada uma injecéo via intracerebroventricular de p-amil6ide**?
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apos, em varios pontos de tempo os cérebros foram analisados imuno-histoquimicamente. A
administracdo de acido feralico durante quatro semanas protegeu os cérebros de camundongos
ICR machos, contra déficits de aprendizado e de meméria induzidos por B-amildide’™?
administrada centralmente. E evidenciado neste estudo que o principal local de acdo de &cido
feralico poderia ser a microglia, assim pode ser sugerido que a administracdo em longo prazo
de é4cido ferdlico induz a microglia para suprimir o dano causado por p-amil6ide’*. A
ativacdo de células da glia incluindo o aumento da expressdo de eNOS por pré-
condicionamento estimulo foi postulado ser responsavel pela inducdo de tolerancia a danos

neuronais.

Em sua revisdo bibliografica Cicero e Gaddi (2001) reportaram os efeitos do y-orizanol
sobre a sintese e liberacdo do horménio de crescimento (GH) e prolactina (PRL) ap6s uma
Unica injecdo subcutdnea de y-orizanol em ratos (20 mg / kg) este é capaz de suprimir a
sintese de GH e de PRL apds 1 hora da aplicagdo. O y-orizanol aumentou a sintese e liberacao
de dopamina no hipotalamo basal medial, em contrapartida o grupo que recebeu o tratamento
com alfa-metiltirosina, que é um inibidor da tirosina hidroxilase, teve seus niveis de dopamina
diminuido. O y-orizanol também foi capaz de aumentar a liberagdo de norepinefrina no
hipotdlamo basal medial. Estes resultados podem explicar os dados anteriores sobre as
alteracdes nos niveis séricos de GH e de PRL por y-orizanol e também sugerem que 7y-
orizanol pode afetar a sintese e/ou liberacdo de, pelo menos, dois neurotransmissores
hipotalamicos, dopamina e norepinefrina, resultando em alteragcdes da sintese e/ou liberacéo

de hormonio na hipofise anterior.

Outro estudo aponta que o acido ferulico tem a capacidade para inibir enzima COX-2,
com um mecanismo que impede a oxidacdo da dopamina, ¢ a acumula¢do de a-sinucleina
dando ao componente de acido feralico um efeito neuroprotetor (Gupta e Benzeroual, 2013).
As células PC12 tem a capacidade de se diferenciar em células neuronais, Zhou et al., (2006)
ao investigar o efeito neuroprotetor do acido feralico em lesdes as células PC12, Li et al.,
(2015) e Luo e Sun (2011) descreveram que acido fertlico promove a viabilidade das células,
tendo efeito protetor notdvel em células PC12. Também ¢é relatado na literatura que acido
feralico preserva celulas neuronais contra a isquemia cerebral induzida por oxido nitrico e
contra a excitotoxicidade induzida por glutamato, em um estudo realizado por Koh (2012)
onde &cido feralico (100 mg / kg, iv) é capaz de diminuir significativamente as lesdes nas
células do cortex cerebral de ratos, sugerindo um efeito neuroprotetor. Outro estudo realizado

por Zhang et al., (2015) também foi capaz de comprovar o efeito neuroprotetor de acido
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fertlico em lesdo nervosa induzida por isquemia cerebral, onde sugere que a promocao da
eritropoietina no sangue cerebral e no sangue periférico, podem contribuir para seu
mecanismo neuroprotetor. Em seu estudo Ojha et al., (2015) avaliou a eficacia neuroprotetora
do acido feralico (50 mg/kg, ip) ao induzir doenca de Parkinson em ratos machos Wistar
utilizando rotenona (2,5 mg/kg, ip), onde o tratamento com &cido ferulico inibiu a degradacéo
de neurbnios dopaminérgicos, restaurou atividade de enzimas antioxidantes, reduziu os
mediadores inflamatorios tais como as citocinas pro-inflamatorias e ciclooxigenase-2
induzivel da 6xido nitrico sintase, sendo assim os resultados sugerem que os efeitos protetores
sdo mediados através das propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias de &cido ferdlico

presente no y-orizanol.

4.4. Testes comportamentais em modelos animais versus Doenca de Parkinson

Véarios modelos animais experimentais da DP foram desenvolvidos para alcancar as
mesmas caracteristicas clinicas da doenca com alta reprodutibilidade e seletividade. Além da
idade e exposicdo a toxinas ambientais, a perda de neurénios dopaminérgicos é exacerbado
por mutacdes especificas nas regides de codificacdo ou promotoras dos varios genes, estes
danos causam lesdo do sistema dopaminérgico nigro-estriatal. Testes comportamentais dos
animais com lesdo nigrostriatal representam um método ndo-invasivo valioso para avaliar a
influéncia do sistema dopaminérgico danificado, na atividade locomotora (Mokry, 1995;
Barone e Bohmann 2013).

Uma das formas mais basicas para avaliar a presenca de um fenétipo motor de DP em
um modelo de camundongo é a utilizacdo de camaras de atividade locomotora. Os
camundongos sdo colocados em camaras locomotoras transparentes e a atividade é medida
por um determinado periodo de tempo. E considerado um fenétipo do déficit motor de DP a
diminuicdo da atividade locomotora neste teste comportamental de campo aberto (Prut e
Belzung, 2003; Taylor et al., 2010). Para avaliacdo dos déficits cognitivos induzidos por DP
em modelo animal de roedor podem ser feitos os testes de labirinto de oito bracos descrito por
Olton (1987); e /ou labirinto aquatico de Morris descrito por Morris et al., (1982) entre outros.

Assim como os roedores, os insetos como Drosophila melanogaster é um valioso

modelo de organismo para estudar DP, pois, conserva algumas caracteristicas da doenca
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humana, por exemplo, a perda progressiva de neurénios dopamineérgicos e declinio da funcdo
locomotora. Ensaios comportamentais realizados neste modelo para avaliar déficits
comportamentais induzidos por DP em Drosophila podem ser: ensaio de geotaxia negativo
descrito por Jimenez del-rio et al., (2010) ¢ utilizado para medir alteracdes locomotoras do
inseto e o teste de campo aberto descrito por Hirth, (2010) avalia a capacidade exploratéria
da mosca. Sdo formas rapidas e simples de avaliar quantitativamente déficits

comportamentais na mosca da fruta (Ali et al., 2011).

4.4.1. Drosophila melanogaster

A mosca da fruta D. melanogaster (Figura 7) esta na vanguarda da biologia, onde os
genes, técnicas genéticas, e outras descobertas sdo muitas vezes elucidados primeiro na mosca
e depois traduzido para os sistemas mamiferos, seu crescimento e reproducdo rapida, e o fato
de ser barato e facil de manter em laboratorio sdo caracteristicas que fazem a D. melanogaster
um sistema modelo ideal para abordar questfes bioldgicas inovadoras, incluindo as de salde

humana (Mufioz-Soriano e Paricio, 2011; Pandey e Nichols, 2011).

A mosca conserva estruturas que executam fungdes equivalentes dos mamiferos como
coracdo, pulmdo, rim, intestino, e sistema reprodutor. O cérebro da mosca adulta possui mais
de 100.000 neurdnios que formam circuitos discretos e fibras nervosas que medeiam
comportamentos complexos, incluindo ritmo circadiano, o sono, a aprendizagem e a memoria,
alimentacdo, agressividade, adestramento, e navegacdo de voo, aspectos fundamentais da
biologia celular sdo bastante semelhantes no homem e nas moscas, incluindo a regulacdo da
expressdo génica, o trafego de membrana, o citoesqueleto, conectividade da sinalizagdo
celular neuronal, e morte celular. Significativamente, a resposta das moscas para muitas
drogas que atuam no sistema nervoso é semelhante aos efeitos observados em sistemas de
mamiferos (Sang e Jackson, 2005; Andretic et al., 2008; Pandey e Nichols, 2011).

Nos ultimos anos, D. melanogaster tem sido utilizada como um modelo de diversas
doencgas neurodegenerativas (Bonini e Fortini, 2003), incluindo DP, pois possui similaridades
entre 0 mecanismo de acdo de drogas tornando-se um modelo para a compreensdo da
patogénese e progressdo das doencgas neuroldgicas, pois seu genoma contéem homdlogos de

cerca de 77% do loci relacionada com as doencas neuroldgicas em seres humanos e mais de
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85% de genes associados com a deficiéncias cognitivas, bem como processos celulares
fundamentais, e vias de sinalizagdo sdo conservados entre os dois organismos. Como prova
disso, o sequenciamento de seu genoma revelou a homologia entre cinco dos seis genes
relacionados a DP com humanos (Whitworth et al., 2006; Kim et al., 2011).

Figura 7- Ciclo de vida de D. melanogaster mantidas a 25°C.
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Fonte: Adaptado Roode e Prokop (2013).

A mosca apresenta em seu sistema nervoso central, seis conjuntos neuronais
dopaminérgicos (Figura 8) (ppm3, PPL2, PPL1, PAM, e PAL, ppm 1/2) que estdo
normalmente presentes em cada hemisfério do cérebro adulto de D. melanogaster assim, o
sistema dopaminérgico presente na D. melanogaster estd associado ao controle locomotor

como ocorre em humanos (Coulom e Birman, 2004).

A D. melanogaster também contém transportadores de dopamina (dDAT) (Ueno e
Kume, 2014) e vesiculas de transporte de monoamina (VMAT) (Greer et al., 2005),

responsavel pela homeostase da dopamina, sendo assim este invertebrado permite a rapida
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triagem de potenciais fArmacos para tratamento de doencas neurodegenerativas, dentre elas a
DP.

Figura 8- Neurbnios dopaminérgicos presentes no cérebro de D. melanogaster adulta. (1)
Representacdo esquematica dos clusters* dopaminérgicos. (2) Neurdnios dopaminérgicos

determinados através de marcador para TH em microscopia confocal.

1 par PPMI72 ppy

Fonte: Adaptado Coulom e Birman, (2004, p.2). *Abreviacoes: PPL1 e PPL2, juncdo posterior

lateral 1 e 2; PPM1/2, juncdo posterior medial 1 e 2; PPM3, posterior medial 3; PAL, anterior
lateral ; e PAM, anterior medial.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
artigo cientifico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias
Bibliogréaficas, encontram-se no proprio artigo. O artigo esta disposto na forma que foi

publicado na revista “NeuroToxicology”.

Artigo: “Eficacia do y-orizanol na reducdo do déficit neuromotor, da deplecdo da
dopamina e do estresse oxidativo em um modelo de doenca de Parkinson induzida por

rotenona em Drosophila melanogaster”.
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ARTICLE INFOD ABSTRACT

Artiche hisioey. The ~p-arizanal present in rice bran oil contains 2 mix of steryl triter pemy ] esters of ferulic acid, which is
Received 30 July 2015 helieved ta be linked to its antiokidant pobential In this stuly we investigated the newroprotective
Received [ rovised lormn 4 Septombar 2015 actions of y-orizanal (ORY) against the toxidty induced by rotenane (ROT) in Dvosophila
Accopied 55"""]"]"""1':"_—" - melanagaster. The flies (bath genders) aged between 1 and 5 days okl were divided inta four groups
' e F : of50 fles mach: (1) contral (2) ORY 25 M, (3) ROT 500 M, [4) ORY 25 M + ROT 500 M Fliss wers

concormitant]y expossd toa diet containing ROT and ORY for 7 days accarding to their nespective g roups.

Kigrmards: Survival and behavior analyses were amied ot in vivo, and ex vivo analyses invalved acetylcholines
:.qu:ﬂ terase activity (AChE)L determination of dopaminergic levels, asllular vishility and mitochancrial
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Ol daiwe SITeRs {NPSHL Our results show for the first time that ORY not only acts as an endoge nous activator of the
Mmook cellular antioxidant defenses, but it ako ameliorates robenanes inducsd maor tality, oxidative stress and

mitochomdrial dysfunction. Our salient findings regarded the restoration of cholinergic deficits,
dopamine levels and improved motor fundion prowided by ORY. These results demonstrate the
neuropratective patential of ORY and that this efect can be potentially due to its antioxidant action. In
conchision, the present results show that ORY is effective in reducing the ROT induosd taxicity in
0. melmogaster, which showed a newno protecti ve action, passibly due to the presenoe of the antioxidant
constituents such as the ferulic aged
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COX-2 up regulation contribute to mitochondrial dydfunction and
neurain flammation in PD. Increased expression of C0X-2 has been
reported to cause dopamine oxidation, which in furn, trigeers
oxidative stress and a-synuclein accumulation (Gupta and
Benzerowal 20131 Omidative stress has been assigned as an
important factor in the progression of PD (M ufoz-sonans and
Paricio, 20110 lnceasing evidence suggests that PO may be
associated with mitochondnial dysfunction through a varlety of
meutes, including the generation of free radicals inflarmmation and
dysfunction of complex | of the mitochondrial respiratory chaln
(Greenarmyre ef al. 2001; Winklhofer and Haass, 20101 However,
most cases are sporadic and of unknown etology, or they are
thought to be a result of exposure o envimnmental toxins such as
toxic agents e rotenon e, paraquat, among othe s, Knowing ¢ hat ©he
oxidative stress and dopaminergic loss plays a central mle in FD
disease, several studies have been conducted to Investigate the
potential meumnprotective effect of antioxidants in models of PO,
mainly medicinal plants, or the we of bloactive plant compone nits,
sinee they are normally free of adverse effects

Rotenone, a well-esablished mitochondrial toxinis often wsed
a5 a chemical model since it reproduces some important aspectsof
PO pathology both in Drosophda and rodent models (Cannon and
Greenamyre, 2010; Tamilselvam e al, 2013; Manjunathn and
Muralidhara, 20151 The mienone is a potentially moxic agent
which belongs to the clas of mienolds (natural cytofosdc
compound s extracted from tropical plants such as Derris elliptica)
and It is wsed as a pesticide (Tanner et al, 2011). By presenting
lipophilic act wity, it quickly reaches cell organelles like mitochon-
dria, which acts as a specific inhibitor, of high affinity of the
mitochondrial NADH debydrogenase (complex 1) (Clochertd et al,
2004). According o Perfelte and Rego (20121 rotenone s
considered 1o be responsible for dopaminergic cell death, and
for cawsing effects such as increased producton of free radicals and
consequent oxidative stress-mediated increase in the mitochon-
dria.

Invertebrate animals such as D mssphila melavogas ter have been
an efficient stwdy model and it has been widely explored as a
powerful genetic tool for understanding complex biolegical
problems. Mamy basic blological physiological, and neurolegical
properties are conserved between mammals and D melinagasrer,
and nearly 755 of human diseaseausing genes are believed o
have a functional homoleg in the fiy (Pandey and Michols, 20111
Recenitly, many mesearchers have used these flies as a mode) to
understand various neumdegensrative diseases, since they have
homalogy between five of the s genes related to PD in humans
(Whitwerth et al., 2006, Benton 2008, Bagatini et al. 2011). This
std v aimed toimeestigate the possible neuroprotective effect of -
aryzanol on behavioral and bochemical changes caused by chonic
exposure of O melanagasier to mienone.

2. Materials and methods
2.1, Marterials and fly culnere condinan

w-Oryzamal (ORY] was purchased from Tokyo Chemical
Industry Coo, Lid (Tokyo, Japan). Rotenone was purchased from
Slgma-Aldrich (53¢ Lows, MO, USA)L All other reagents were of
analytical grade from the Campus of UNIPARM PA

00 melanogaster wild-type (strain Harwich) was obtained from
the National Center species. Bowling Green. Ohio, USA The
hatched flies were maintained for abowt 3 days in an incubator
with controlled temperan re of 25 °C and 30-50% hum idity under a
light fdark cycle of 12 hfed on standand medium (1% comm four wiv;
1E yeast wiv beer, 15 wiv wheat germ 25 wi'v sucrose, 15 wiv milk
powder; (UOHEE wiv nipagin.

22, Experimental protacol

221, Rotemone exposune and y-oryzamol meatment

0. melanagaste r (ot h gend ers jof 1-5 days old were divided into
four groups of 50 flies each: (1) contral (2] ORY 25 ph (3) ROT
500 i () ORY 25 b+ ROT 500 b Flies were oonoonm it ant by
exposad tooa diet containing ROT and ORY for 7 days accomding to
their respect ive groups.

RO (500 ki) was diluent in ethanol and it concentrat lon was
simdlar 1o wsed by Hosamand and Muralidhara (2009 ) and Sedat
et al. (203 L0ORY (25 pM was dileent in sucrose. OR Y ooncen ration
was ¢ hosen based ina pilot experiment where flies were exposed to
ORY at various concentrationssuch as of 25 phd 50 pM and 75 pM
todetermine the effect of ORY alone on the survival of flies dunng
the expenmental perod However, only one of the concen trations
was considered satisfactory when assessing mortality and the
behavioral test for negative geotaxia of flles, thus, exposure o
the concentration wsed was 25 phi

ROT ard ORY were added into the foods flies at final
comeentration of 500 ph and 25 ph, respectively. The total food
medium contalined a volume of 1% of ethamol and 1% sucrose, ORY,
ROT ar ORY plus ROT. Twao controls were used (wit b and withouwt 1%
afethanol and 1% sucrosel Only the control with 1% of ethanol and
1% suc mse b5 showed in the results because there was no statistical
difference between these groups in all parameters evaluated. The
diet during the teatment condsted in 1% yeast wiv beer, 25 wiv
sucse, 15w v milk powder, 1% agar wiv; (008X w v nipagin.

23, In vive asmays

23,7, Surdwal rare

The survival rate was evaluated by counting dally © he numberof
living flies until the end of the experimental period (7 daysL
Around 150 flies per group were included in the survival data and
the total mumber of flies represents the sum of three independ ent
experiments (50 fliesfeach treatment repetition)

233 Nepative geofaxds

Negative geotas of the flies was determined acconding o
Jimenez del-rio et al. (20100 by recording € he time spent by each fly
o achieve a height of 8 cm measured from the bottom of a glass
test ube with a diameter of 1.5 cme The test |5 repeated five times
for each fly, and 15 flies are separated from each group o be
evaluated, and the data were analyzed according to the averaging
timme. The total number of flies (50 per goup) epresents the sum
four ind ependent experiments.

233, Nepative geofaxs rest base rap

Locomotor activity of flies was defermined based on negative
mofaxls behavior assay as previously described by Coulom and
Bl rman (2004 with some modifications. The flies were exposed to
ROT as described abowve. Following exposure, 10 flies (both
enders) were classified and received brief anesthesia with lce
and were then transferred to a Falcon tube (15cm length and
15cm in diameter) Afrer 30 min of recovery from ice flies wene
gntly tapped o the bottom of the tube, and the number of flies
that climbed wp to the & cm mark of the column (e the top ) in 55
as well as those that remained below the mark, were counted
separately. The procedure was repeated five times per group at
1 min intervals. The total number of flies (40 per group) represenis
the sum four inde pendent experimenis.

234, Tesr apen field

To evaluate the behavior and exploratory activity of the fly,
15 flies were wsad in each group and these were kept ina Petn dish
divided by a square centimeter, which can be covered by a Petridish,
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described by (Hih, 20000 Ry activity and movement wene
recorded and evaluated and the mesulting trajectory for the time
(60 s]) was calculated according to the number of squares crossed)
explored by eachfly analyzedin aach group. The total mem ber of flies
(60 per group) represents the aim ur independent expe iments.

24, Ex vive amays

24.1. Homagenlred prepamtion

Abowt 20 fies per growp were [mmabilized by freezing inice for
approximately 1 min then they were manually homogenized in
ice-cold HEPES buffer (20mM, pH 700 1001 (flesfvolume (o))
with or without head according o each analysis tobe peformed
after centrifuged rotation according to each anmalysis to be
performed, and the supernatant was removed and wsed for
biochemical assays. All experiments were performed in triplicate.

242 Amalysis of dopamine concentratons by HPLC

Twenty flies ofeach group had their heads separated from their
bodies wsing ashamp blade. The head was homogenized in 100 plof
sodium phosphate buffer (001 M, pH 7.4 ) containing 1 mM EDTA,
followed by centrifugation at 25008 g for 10min at 4°C The
supematant was directly used 1o estimate the levels of dopamine
by HPLE (Dalplaz et al_ 2007).

24.3. Fralwatian af cell viabdliry

Cellular viability was measured by two different methods.
Firstly, cellular viabiling was measured wsing. Cellular viab iling was
measured wsing 3-(4.5-dimethythiazol-2-y1§-2 5-diphe gl te tra-
zoliumm bromdde (MTT) reduc tion assay as described by (Hosa mand
amd Muralidhara 20131 The flies werme incubated in MTT for
GO min (37 °CL after the MTT removal the sample was incubated in
DRSO for 30 min (37 *CL The absorbance from formazan d ssole-
tion by the addition of DMSO was monitored In an EnsPire
multimode plate reader ( Perkin Elmer, USA) af 540 nm.

The second method wsed was the resazunn reduction assay. The
et bodd §5 based inthe ability of viable cells to reduce resazurnin o
resomifin, a fluorescent molecule (Franco ef al 20081 Goups of
20 flies were homagenized in 1 ml 20 mb Tris buffer { pH 700 and
centrifuged at 3570rpm for 10min at 470 After that the
supematant was incubated in EUSA plates with 20 mM buffer
Tris (pH 700 and resazurin for bwo hous Fleorescence was
recorded wsing EnsPire R multimode plate reader (Perkin Elmer,
USA) at 579 nion -5 84 nm.

244, Fralvarian af mirochondrial viabdliny

Mitochondrias were lsolated from the whole body of flies by
modified differential centrifugation method (Hosaman and Muor-
alidhara, 20131 Briefly, flies were homogenized in ice-cold Tris-
sucrsse buffer (025 M, pH 7.4) (60 mg fly tlsee homogenized in
1000 ] bsfPer | and cemtrifuged at 1000 = g for five mintes (4°C)
Mitochondria were obtained by centrifuging the postruclear
supernatant at 10000 « g for 10 min (4°CL The pellet was washed
i mannitol-secrose -HEPES bufler and resuspended in 200 ol of
sugpengdon buffer

Mitorhondnal fraction (200 microlitres) was with 3-]4.5-
dimethylt hiazal-2-y1)-2 5-diphenyltetrazolivm  bromide)  MTT
{ =% solution) for 30 min at 37 °C After that. the samples wene
centrifuged at 100000 « g for five minutes. The pellet was dissohed
im Dirmet bogl sulfocdde ( D500, incubated for 30 min at 37 °C and
the abserbance was measured ar 540 nm. Results were expressed
as percentage of the control

24.5. Thial defermimaton
Thiol pmtein and non-protein were estimated based on
speact rop hotome try wsing Ellman (1959 reagent. Ten flies in each

goup were manually homogenized affer the homogenate was
removed and ad ded to0L5 M PCA and centrifuged ar 100000 rpm for
Somim at 4 C.

For non-protein thiol measures, the supernatant was usad (the
pellet should be resarved for later use) and added 5 5-dithiohis-
Z-nitrobenzoic ackd (DTNE] S5mM awalted 15min at mom
temperature protected From light and the reading was done by
spectrophotometer at 412 nme For non-protein thiol measures of
previows samples the pellet was resuspended in Tris/HC1 0.5 M pH
ol buffer, the @ pemat ant was removed and added to 5 mbd DTHE,
awalted 15 min at roomm temperature protected from light and he
reading was done by the spactophotometry at 412 nm

246 Determinatlon of reactive specles levels { R5) and lipld
peraeidarian
Forquantification of reactive species generation, a total of 20 flles
were anesthetized on ice and homogenized in 1 ml 10 mM Trs
buffer, pH 74 The homogenate was centrifuged at 1000 « g for
Smin at 4°C and the supematant was emowed for assay
quant ification of 27 -dichlomflurescein diacetate (DCF-DA) oxid a-
tion, as ageneal index of oxddative stress according to the protoosl
of Pérez-Severans et al. (2004, The fluocescence embsion of DCF
resulting from DCF-DA oxidation was monitored after one hour at
o VES ni-,  530 mn s ng Ens Pire B ool timeode plate reader (Perkin
Elmmer, USAL Results represent the mean of three independent
experiments In each experiment, each treatment was done in
duplicate. Lipid perosddation was measured by TEBARS Ten flies in
each group were homogenized and centrifuged ar 1000 rpm for
10 min at 4 *C_The supernat an twas removed and ad ded (o TEA{UEX
pH 321 acetic acid { 20 pH 3.5), sodium lawry sulfate (SD5)(8E).
The mibobure was incubated for tao bours at 95 °C_lmmediate by after
the absorbance itwas measured at 532 nm { Ohakawa o al, 1979).

2d.7. Activitles of antoxldant enzymes

2471, Derenminatbon of caralase actving. The catalase activitywas
meamired following the method of Achi (1984 1 Ten flies in each
goup were homogenized and centrifuged at 14000 rpm for
A0 min at 4 °C Containing solution was prepared (025 M KP
buffer f2.5 mM EDTA pH 70, 30% Ha0y, and water triton X-100),
Thiz solution was added to the supernatant and the sample
readings were taken at 240 nm for 1 min

24,72, Derermmination of superaxide dismurase acivine 50D activiny
was measured by monitoring the inhibifion of quercetin auto
oidation. Ten flies in each gmoup were homogenized and
centrifuged at 14000 rpm for 30 min a4 *C A solution containing
was prepared contalning (25 M KM boffer/ 1 mh EDTA pH
1000 and MURLN M- tet ra et byl et hivle nediamine [ TEMED Jat £ e time
of the reading the supematant of the sample with guercetin was
added to the solution and this Reading was performed for 2 min at
A6 n Expressad intemms of amdou nt of protein required oo in b bi
5% of quemcetin auto oxidation | Kostyuk and Pot apovich, 19891

2473 Determinarbon  of  glutarhlone-5-monsfenase acivny
(GSTL Assay of GST activity was performed according o the
procedure of wing 1-chloro-2-4-dinitrobenzene (COMEL Ten flies
im each group were homogenized and contrifuged at 14,000 mpm
for 30 min at 4°C Containing solution was prepared (0225 M Kpi
b Ffer [EDTA (25 mdd, pH 700 distlled water and 100 m M GSH) in
the sample and the supernatant was added 50 mM COME and its
reading was taken at 340 nm for 2 min.

2474, Aaivity af acetylcholinesterase (AChE). Acetylcholl mester-
ase activity was determined according to the method of Ellmmann
ef al. (19511 Ten flies in each group were homogenized and
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centrifuged at 1000 mpm for 5 min at 4 °C The reaction medium
was prepared containing (025 M EPI buffer, pH B0 amd 55
dithiobis-2-nitmobenzoic acld (DTHE SmM)) is added to the
supernatant solution sample and to acetylthiccholine 725 mild
(21 mgfml ) and the reading was done for 2 min at 412 nme The
enzymatic activities were expressed as nmoles of hydrolyzed
substrate iminimg protein

2.4.5. Proteln dererminaton
Protein concentrat ion was measured byt he et hod of Brad ford
(1976) using bovine serum albumin as standard

2.5, Srafisdcal analysis

Lifespan measurement was determined by companng the
survival curves with alog-rank (Mantel-Cox ) test. Other statistical
analysis was performed wing two-way ANOVA followed Ty
Mew man -Keu s post hoo test where appropriate. Differe nces were
considerad significant between groups at p< 005 wing the
GraphPad PrsmS program

3. Results
3.1, ORY dmproves the swvival rare of D melanogast er

Exposure of adult flies to ROT resulted in lethality over a 7 day
experimental period ( Fig 1) when compared to the cont ol group.
The lifetime of lies receiving ORY wasup to 7days. However, in the
ROT group this survival mbe drops to 3 days. When compared with
the ROT group, the maortality rate was lwer for the flies treated
simultaneowsly with ORY, indicating its ability to protect aginst
ROT induced mortality (p < 0051

3.2, Locomatar perfarmance and acelylchalines remse activiry

Exposure of adult flies to ROT caused impact deleteniows on
locomator behavior as reductions in the climbing rate companed
with the control. This effect was abolished by the treatment with
ORY, ance flies from this goup had better performance climbing
(Fig. 2Aand Bl Regarding the open field test, the group exposed to
ROT shoswed less explomatory actvity when compared o the
contiel group (Fig 20 p < 005) indicating locomotor deficit
Acetylcholine 15 the primary excitatory neurstransmitter in the
central nervows system, inparallel with the behaviomal parameter;
its activity was also assessed (Kim and Lee 2013). As shown in
Fig 3, therewas a significant inhibition of AChE activity (g < (005)

150

- Caontrol
B -= CRY
-E “- QR+ ROT
E m-
0 T T T
L] 2 4 L] 8

Days

Fig. 1. Effect of y-cryzancl (ORY) on surdwal @ie of fles eoposed morotanone (ROTL
Dasma were colleced ewery 24 b for each groap during 7 days. The aotal oo miser of
flies (130 per group) represents e sum of Sree independent Sopenimens,
Lifesp was de d by compari ng e 1 curees Mantel-
Con bogrank et and mulipks comparnsons were corrected wsing the Bonderrond
medhiod

in fies exposed to ROT, compared to the contral group. This ROT
effect was annulled by the treatment with ORY.

13 Effecr of ORY an rhe deplerion af the levek of dapamine (DA )
indieced ROT

The flies of the ROT group showed a depletion of 42% in the
levels of dopamine in the head compared to the contral group
Treatment with ORY protected against the reduction of dopamine
levels in the head caused by ROT in flies (Fig 4, p < QU051

34, Effect af ORY on Cell viabdliny by MTT redwct bon in hamagenate aof
fles expased to rofemone

Exposure to ROT cawsed a significant decrease on MTT
reduction in the fly homogenates, confirming the reduction in
cell wiability. This effect was abolished by the ORY treatment
(g 5A. p < 005)

15 Effect of DRY an mirochandrial viabiliny by MTT reduction in flies
expoged [0 rofemnmne

Exposure to ROT cawsed a significant decrease on MTT
reduction on mitochondria This effect was abolished by the
CRY treatment (Fg. 5B p < 005

16 Effecr of DRY an resazunin reducian asay in homoge nare af flies
expaged [0 rolenane

Cell viability measured by the rezaruzin reduction test shosed
a significant drop in cell viability for the group exposed o ROT
compared tofhe control group, confiming the todcity of ROT cell
level. Thiz effect can be reversed by a treatment with ORY (Fig. &,
p005)L

17 Owddarive sress and andoxddants defenses

Oxddative stress has been assigned as an important factor in the
progression of PO. Here we quantify DCFDA oxidation as a general
indicator of cxidative stress and TBARS as an indicator of lipid
peroxilation (Fig BAand BLFlestreated with ROT had a significant
increase in the production of reactive species measured by the
oxddation of DCFOA compared to the control group Also there was
an increase in lipid perosidation (LPO) and its prodoct malend ial-
dehyde | MDA that can be used a5 anind icator of the action of free
radicals in the body, in the group receiving ROT compared to the
conitral growp. Co-expo e (o0 RY and ROT was able to reduce MDA
levels and DOFDA osddation indwscsd by the mte e,

The ROT group had an inhibitien on 500, CAT and GST activity
when compared to the contrel group. Treatment with ORY was
effective to reduce the inhibition of catalase (CAT), superoxide
dismutase (500) and glutatione-5-transferase (G5T) activities o
conitral levels (Fig TA-CL

The content of protein thiols and nonprotein thiol was not
altered inall groups tested (Fig. 9A and BL

4. Discussion

O results demanstrate for the frst time the protect ive effect
of ORY in a model of Parkinson' s disease induced by the expom e
to rotenene in D melanogaster, Important by, the ORY acted on this
made] by restoring dopamine levels in heads of flies and the
activity of the enzyme acetylchalinesterase and improving maobor
function of flies. Furthermare, the compound improved antiosx-
dant defenses, preventing oxddative stress, mitochondrial dysfonc-
tham and preventing the lethality ind eced by rotenone. In this way,
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Fig 2 Effectof sp-oryzancd (DRY)on geotaok wsponse | dimbing ) and explorawry aoiities of flies eop osed 1o roencne (BOT) during 7 days. Graph s (A) negaive gotoos
assay, graphic (B) negtive geotxis test base top and graphi c (C ) open-field 15 flkes per group were included for &he negaiee geotaoks and cpen-fleld tess (roal of 60 fles)
and 101 ks par group were indudad forthe negaive grotaos fest base top (Total of 40 flies). These values repesent Siesum of faur independent axperimeans, Vaues ane
mean & SE Snific and ¢ detanmil read By fano-wiay ana byl s of v rkance (AN OV A | Tollowned by MNaewoma n- Keuls test "Signd ficant Sflenen @ bnnd aionto S econenod groap; #5 gnificant

difemnce bevaven BOT and ROT+ OFY (p <005

inthe literature we find studiest hat indicate a neuroprotective role
of constitsents of ORY which consists of a mixture of ferulic acid
esters, which give the ORY its antloxidant potential (Pawcar-
Menacho et al, 2007 Sultana, 2012; Maruf e al, 2015). Ferulic
acid acts as an antloxidant agent against radical oxidation In
newmnal cell culture systems { Kanskl ef al, 2002 1 it also exerts a
newmpmtect ive effect throwgh the inhibition of apoptosis in fecal
cerebral ischemde injury (Koh, 20151 Lomg-term admmdnistrat ion of
Terulic acid for 4 weeks protects mice agalnst learning and memory
deficits Induced by centrally administered Bramylold”™™ (Kim
et al_ 2004 it also decreases the expression of active cagpase-3 in
the rat striatum (Cheng et al 2008 ) and prevented increases in
interlenldn-1a immunoreactivity and in the levels of endothelial
nitc oxide synthase and 3-npitrotyrosine in the activated
astrocytes of the mowse hippocampus (Cho ef al 2005 Besides
that, it exhibits peumpotection against striatal newronal cells
subjected to oxidized low-density lipoproteins (Schroeter e al.
2000,

According to our results the ORY was effective in reducing
newnmator deficits, geataxia negative tests (climbingl and apen
fleld test (rating explomatory capacity)l. Flies with locomotor
deficits tend to stay in the bottom of the glass column and they
have the ability to conrdinate their legs in a normal manner. This
phenotypic expression 5 explained by the requirement for high
poweraf the musc les that are rich in mitochond ia (Hosamanl and
Muralidhara, 200090 Althowgh speculat ive, it is likely that mitochon-
drial machimery may have been d bengaged due to severs inhibiton

of complex | caused by rotenone tosdcliy ( Clochett] ef al, 20001 In
parallelwith t he behavioral pammeter, the activity of acetylchalin-
esterase | ACRE) i well described being wsed int he verification of t he
efficacy of treatment for PO and ather neurodegenerative d beases
(Hosamanl et al, 2010) this Is an enzgyme that participates in
cholinerzic neummtransmission and it is able o break down The
neurstransmiter acetylcholine ends this processwhen this activity
i5 inhibited it leads to the accumulation of the newrol mnsmitier at
the synapses( Califet al 2008, Pohanka et al, 20111 AChE activity is
inhibited by several compounds amang ©hem, flies exposed tothe
ROT had decreased AChE activity in our study, but the ©reatment
with the ORY was able to prevent this inhibition As repomed by
Srwalmer and Boroswdes (2012) In a study with mices, ferulic acid
prevented a decrease in acetylcholine levels in the oo ex caused by
intracerebroventricular injection of PB-amyloid and protected mice
agalnst cognitive Impaiments, as demongrated in the passive
avoldance, ¥ -maze ( spatial memory] and water maze fesfs.

In the central mervous systerm, It s possible to ldentify six
dopaminergc neuranal sets (PPM I, PPLE PPLT, PAM, and PAL PPM
12 ) that are normally present in each hemisphere of the brain of
Dresaphila adult (Coulom and Birman, 2004 L 0 melanogas ter also
oontain dopamine ransporter (dDAT){ Ueno and Kumme, 2004) and
vesicular monea mine fransporter | VMAT) gene (Greer e al, 2005),
respansible for dopamine homeostass. The dopamine 15 involved
inthe contrel of lecomotion cognition, affect and neurcendocrine
secrefion (Giros et al, 19961 In Parkinsom's disease, the
accompanying dopaminergic depletion & raditionally consid ered
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H;.ll:l:a of y-corgeancd [ DFY] on rotencn e (ROT) induced alerasons in acivig
of aeqylcholinemerss of aduk maamagnEe . Vaues ane maan + %
(=20 s perreplicane, Sree mplicanes wead]. Significance deweminad by twooway
an alysis of wariance [ ANOVA] folloeed by Newman- e e "Sgnificant O erenc ¢
I relation 1o e contrd growp; "Signafican dference bavasen ROT and ROT +ORY
(< QOB

ane of the underlying mechanizms hat contribate to the cardinal
mator symptomsof bradykinesia rigditg and tremor Chongetal,
2015). Neumtoxdns such as rotenone can lead to similar slgns and
symptoms of PD as this disorder s assoclated with mitochondnial
dysfunction due to defects in complex | of the election transport
chaln (Clechettl et al. 2008 According to Hastings (1995) and
Jahormnd et alo (2015) complex | inhibition decreased antiosidant
levels, and increased iron levels, dopaminergic neurons may be
under a greater amount of oxldative stress than other neunons in
the brain, because they contain dopamine. The monoamine
oxid ase metabolism produces HoOy that can panticipate in Fenton
type reaction with Feill) to generate ROS inwolved in neuronal
death in the substantia nigra

Davparnine met abalism is a complex blochemical system, which
includas the synthesis storage, release, muptake and degradation
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Ag 4. Hiea of woryzansd (DRY)on maenone {ROT]induced aleraions in asviny
of dopamine levels in the head of adult Drosapldls melswgases. Vaus ae
mean & SE(m= 20 e s per mphicate, Sime mphicatesy sad ), Spnific anc edetanmine d by
Ty anayes of warkance ANV A] Sollowad by Newman- Kok test "Sgn cant
@iference In relagian o e camired group; * Signfican t @iference betwedn ROT and
ROT + ORY [p< 0.05)

of neurtransmitier ((1 ef al. 2008 In our stwdy, the group
ayposed to ROT had a significant depletion of dopamine levels in
the head of flies. Previows stedies have eported several mecha-
misms that justify a decreass in dopamine levels in the head flies
teated with mtenone, among which are loss of dopaminergic
pewmns in brain (Coulom and Birman, 2004) and decrease in
vesicular monoamine transparter (VMAT) (Lawal et al 20101
Surprisingly, ORY was capable to prevent dopamine depletion
proving to ke a potential newmprotective agent, whichwe beliewe
1o have a significant correlation between locomator dysfunction
and deficlency of dopamine because the dopamine neurans of the
bralm comprise the black substance release DA and facilitate
movement (Hawser and Hastings 20131 Acconding to Gupta and
Bermeroual (2013) ferulic aclid has the ability to inhibit C06-2
enzyme, a mechanism that prevents the oxidation of dopamine,
and ae-synuclein accumulationgiving the ferulic acid com ponent of
ORY a neurprotect ive effect.

Oxidative stres s considered an important factor fr newm-
degeneration in PD (Mufoz-soriang and Paricio, 20110 In the
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Fig- 5. Bl of sy-cryzancd (ORY) aqposune cn ool wilah ity by MTT of flks axposad © mtenone (ROT) dusing 7 days Graphic (A ) cell wiabilisy in homoganae of flis and
ragph bc (B} cell wia biliy migcchondriall Val ges are mean - SE(s = 208 per replicae, Swee miplic aes woed ] Signd fica noe Gt nmime d by Dac-wiay analyss of vas ance (ANOVA]
foliorwiad by Mewman-Keuls e, Signdficant difference I relaion 1o conired gmap, *Signefican T deflemnce benween Rt and Rot+ ORY groups. Resuls wire sxpresed 2 S

parcentage (%) of S comined geaap (mican 4 sandard dewiaion o< Q0% )



47

102 SM Araego of gl /veu mTamcolgy 51 (2015) #6105

150+

:

B

Rezasurin reduction
(% of contral)

ﬁoﬁ*ﬁﬁﬁﬁ

4

&

Fig & Efle of poryzanod (DRY) exposure on cdl wiab iy in homogenase of flies
mreamed wish rotancne (ROT) parformed by nezanon reducion assay. Vakes are
mean & SE(p= 20fles per mplicae, Swee mplicates used . Sgnafic ance dew rmined by
wway anabyss of vasance (AROVA) Sollowed by N ewmnan-Seols e “Sgnefic am
diffemnce i rdathn o contmd growp, *Sgeeficant diference bevween Rot and
R +ORY growups. Rewuls were expressod as the perceniage (X of the contmd growap
Cmean & stand ard ded aion p o 0.05)

present study, we found significant indwect lon of oxidative stress in
flies exposad to rotenone a5 evidenced by the sharp rise in the
levels of MDA and ROS along with significant increases in
antioxidant enzyme activities such as CAT, 50D and GST. Taken

Al

E

3

500 activity mlimg proten)
B

toget her, the results suggest the Involvement of oxldative stress-
based model of mtenons with D, melinagasrer. Depletion of
these cellular levels of antiosxdants was redsced with treat ment
with ORY, resulting in complete reduction of oxidative markers
which clearly indicates the antiosidant capacity of ORY. As also
described by Sultana (200120 ferulic acid has free radical
scavenging activity toward hydroxyl madical, peroxynitrite,
superoxide radical amd oxidized low-density lipoprotein, the
hydroxyl group in the ferulic acid can readily Form a resonance
stabilized phenoxy radical and this is a key to its antoxidant
property (Castelluocks et al, 1996, Oglwara et al 2002 Ferulic
acld can also protect Bological membranas from lipid peroxida-
thon and neutralized perosyland alkoxyl radicals] Trombinoe et al,
20041 The contents of NPSH and PSH did not change and it is
consistent with previows observations (Hosamanl ef al, 2010;
Manjunathn and Muralidhara, 2015)

In the cument study, t he flies exposed to ROT showed decreased
cellviability using two different methodolegies, indicating that the
viability of the cells was compromised, resulting in high mortality
af the fies during the exposure period of 7 days. The treatment
with ORY resulted in higher cell viability, low incidence of
martality of flies treated with ORY, which cleary indicates the
presence of protective bioactve compounds in ORY which may
be responsible forthe suppression of free radicals or an increase in
the regulation of anticxidant defenses. The lite ature e ported that
the Ferulic acid effect against apoptosts may be the overall effect of
bt by seave g of reactive oxyeen species diractly and chelation
af irom b dnhibit the Fenton reaction indirectly, ferulic acid can
chelate the fermus lon and decreass the formation of hyd syl

Catalase activity {mlimg protein| E

Flg. 7. Bffec of y-onyzancd | OFY Jior 7 days cn alteraions bnduoed by rotenone | ROT ) the acivinies of amioockdang ere ymes | nihe wih ol homogenare body of adu it Drosophdla
o edmagarde . Carap e (A superoockde d kemw @ se (500, grap hic (Bl caralas e CAT ) and graphic (O gho mrihbone -5aransfarase acieiny (G537 ) Valoes aremean & 5 (v =70 fles
per mplicane, Swee replic e wsad], Sign Scance determimed by tec-way anabysts of varkan @ [ANOVA] followed by Newman- Keuls vt "Sign ficam difference in mlagon tonhe

conmed graap; *Sgnificant &S mnoe bevwe ROT and ROT= ORY (< 0.05)
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Fig. & Effeo of sy-oryzanc (DEY) for7 dayson aleranions induced by rotencne (RO T} in mariars endogenous of codative stress, Graphic (A ) raaceive speoies bevels (RS )and
(Bilevels of lpid peroxidason (PO} Values are maan & 5 (r= 20 flies perreplicate, three mplicates wed) Sgnficance deermined by Pac-way andyss of varanoe (ANIVA]
fodliovwed by Mewman-Keuls st *Significant dierence in relasion m the conmod group; “Sign dcane dferenc e berween ROT and ROT +0FY (p < O05).

B)

Fig. 9. Bffeay of spcryzancd (OFY) on prowein hicls graphic (A) and non-proten thicd graphic (B) content in homogenate of flies aoposed o roenone (ROT). Resuls ware
expressad as the percentage (%) of the contnad group (mean + sandard ded ion p< 0.0 ). Valeis are mean + SE (m =20 fles par repll cate, Sme replicanes wead . Significance

dememmined by Tavowidy and bysis of wanance [ ANOVA] &
and ROT+= OFY (p < Q05 )

b P o

radicals throwgh the inhibitdon of the iron dependent Fenton
reaction ( Mang ef al_ 2003).

In this study, we first assessed the effects of ORY In a model
of neundegenerative diseases such as the Parkinson's disease
ROT induced roxicity in D melanogaster. Our data demonstrate
the effectivensss of ORY in reducing the deleteriows effects of
ROT toxicity in both behavior parameters, dopamine levels and
oxidative stress after in vive exposure of DL melanagasrer, these
properties provide a mechanizsm for preventing the tosdcity
cawsed by ROT. In conclusion the present results show that
ORY Is effective in reducing the toxicity induced by rotenone
in D, melmagasrer, showing neumpotective action, possibly due
to the presence of the antloxidant constifuents such as ferulic
acld
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6. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados apresentados nesta dissertacéo, pode-se concluir (Figura 9)

que:

O tratamento com y-orizanol foi eficaz em diminuir a mortalidade em D. melanogaster
expostas a rotenona, bem como reduzir os efeitos tdxicos causados por rotenona associados
aos disturbios locomotores referentes ao teste de escalada e ao tempo de mobilidade avaliado

pelos testes de geotaxia negativa e de campo aberto respectivamente.

O y-orizanol também foi eficaz em proteger a reducdo dos niveis de dopamina nas
cabecas de moscas e da atividade da enzima acetilcolinesterase onde otimizou a fungéo
motora das moscas. Por ter potencial antioxidante o y-orizanol, melhorou as defesas

oxidativas evitando o estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial.

Assim, 0s nossos resultados sugerem pela primeira vez um efeito neuroprotetor de vy-
orizanol em um modelo da DP induzida pela exposi¢do de D. melanogaster a rotenona, uma

vez que traz beneficios sobre os pardmetros comportamentais e bioquimicos e neuroquimicos.

Figura 9- Mecanismo de agdo de y-orizanol contra toxicidade induzida por rotenona em

Drosophila melanogaster.
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7. PERSPECTIVAS

A partir dos resultados apresentados nesta dissertacdo, poderiamos realizar estudos

com 0s seguintes objetivos:

Determinar atividade do Complexo I-11lI (NADH-citocromo C redutase) e complexo
I1-111 (Succinato-citocromo C redutase ) em amostras de D. melanogaster expostas a rotenona

e tratadas com y-orizanol,

Determinar geracdo de o Oxido nitrico em amostras de D. melanogaster expostas a

rotenona e tratadas com y-orizanol;

Determinar a producdo de perdxido de hidrogénio em isolado de mitocdndria de

D.melanogaster expostas a rotenona e tratadas com y-orizanol;

Avaliar os efeitos de pré e pds-tratamento com vy-orizanol sobre parametros

comportamentais e bioquimicos em D. melanogaster expostas a rotenona;

Avaliar os efeitos da substituicdo do y-orizanol por acido fertlico em D. melanogaster
expostas a rotenona sobre parametros comportamentais e bioguimicos a fim de fazer um

comparativo entre os resultados obtidos.
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