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RESUMO 
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Universidade Federal do Pampa 

EFEITO PROTETOR DO γ-ORIZANOL EM UM MODELO DE DOENÇA DE 

PARKINSON INDUZIDA POR ROTENONA EM Drosophila melanogaster 

Autora: Stífani Machado Araujo 

Orientadora: Prof
a
. Dr

a
. Marina Prigol 

Coorientador: Prof. Drº. Cristiano Ricardo Jesse  

Local e Data da defesa: Uruguaiana, 19 de fevereiro de 2016 

Doença de Parkinson (DP) é a segunda doença neurodegenerativa mais comum no mundo, 

afetando cerca de 1% dos adultos com mais de 60 anos. A DP está relacionada com a 

degeneração de neurônios dopaminérgicos principais componentes da substância negra 

cerebral, concomitantemente, com a disfunção do complexo I mitocondrial e o estresse 

oxidativo que desempenham um papel crucial na patogênese desta doença. A rotenona (ROT) 

é um pesticida natural e muito utilizado para induzir fenótipo de DP em modelos animais, por 

ser lipofílico pode atravessar facilmente a barreira hematoencefálica causando disfunção do 

complexo I mitocondrial e possível morte de neurônios dopaminérgicos. Dentre as várias 

aplicações terapêuticas dos antioxidantes, ressalta-se sua ação neuroprotetora, uma vez que o 

sistema nervoso central exibe uma maior vulnerabilidade e susceptibilidade aos insultos 

oxidativos, o γ-orizanol (ORY) é um produto natural composto por uma mistura de ésteres de 

ácido ferúlico extraídos a partir do óleo de farelo de arroz, e é bem descrito na literatura por 

possuir propriedades antioxidantes. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar um 

possível efeito neuroprotetor do γ-orizanol sobre alterações comportamentais e bioquímicas 

causadas pela exposição crônica de Drosophila melanogaster a rotenona. A mosca da fruta 

Drosophila melanogaster, é uma espécie alternativa à utilização de modelos mamíferos que 

vem sendo usada com bastante confiabilidade na reprodução de modelos de disfunção 

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 µM, (3) ROT 500 µM, (4) ORY 25 µM + ROT 500 µM. As moscas foram 

concomitantemente expostos a uma dieta contendo ROT e ORY durante 7 dias de acordo com 

os seus respectivos grupos. Após o tratamento foram feitas as analises comportamentais e 

bioquimicas. Como resultados, verificamos que o ORY ofereceu proteção contra as alterações 

locomotoras causadas por ROT, além de prevenir a mortalidade induzida por rotenona, 

protegeu contra geração de estresse oxidativo e disfunções mitocondriais além de otimizar as 

defesas antioxidantes celulares. Nossas descobertas apontam uma restauração dos déficits 

colinérgicos, e nos níveis de dopamina fornecida por pelo tratamento com ORY. Em 

conclusão, os presentes resultados mostram que ORY é eficaz na redução da toxicidade 

induzida ROT em Drosophila melanogaster, o que mostrou uma ação neuroprotetora, 

possivelmente devido à presença dos componentes de antioxidantes tais como o ácido ferúlico 

Palavras-chave: ɣ-orizanol, neuroprotetor, rotenona, dopamina, Drosophila 

melanogaster.  
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, 2016. 

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 I 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 I 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 γ-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 µM, (3) ROT 500 µM ( 4) ORY 25 µM + ROT 500 µM. 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: ɣ-oryzanol, neuroprotective, rotenone, dopamine, Drosophila melanogaster. 
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APRESENTAÇÃO 

 

No item INTRODUÇÃO E REVISÃO BIOBLIOGRÁFICA consta uma revisão da 

literatura sobre os temas trabalhados nesta dissertação.  

A metodologia realizada e os resultados obtidos que compõem esta dissertação estão 

apresentados sob a forma de artigo, os quais se encontram no item ARTIGO CIENTÍFICO. 

Neste constam as seções: Introdução, Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e 

Referências Bibliográficas.  

Os itens CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS, encontradas no final desta 

dissertação, apresentam descrições, interpretações e comentários gerais sobre o artigo 

científico incluído neste trabalho.  

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO E REVISÃO BIBLIOGRÁFICA desta dissertação.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Em 1871, o médico inglês James Parkinson publicou em Londres um ensaio intitulado 

"An Essay on the Shaking Palsy", que vem a ser a primeira descrição mundial bem definida da 

doença de Parkinson (DP). A doença de Parkinson é a segunda desordem neurodegenerativa 

mais comum no mundo e afeta 1% da população acima dos 60 anos de idade, resultando na 

morte de neurônios dopaminérgicos de forma progressiva na substância negra do cérebro 

(Muñoz-Soriano e Paricio, 2011; Chen et al., 2014). Evidências crescentes sugerem que DP 

pode estar associada com disfunção mitocondrial através de uma variedade de vias, incluindo 

geração de radicais livres, inflamação e disfunção do complexo I da cadeia respiratória 

mitocondrial (Greenamyre et al., 2001; Winklhofer e Haass, 2010). Diversas linhas de 

pesquisa implicam um papel etiológico importante para agroquímicos no desencadeamento 

neurodegeneração (Betarbet et al., 2000; Di Monte, 2003). Os processos oxidativos são 

conhecidos por contribuir para o desenvolvimento da neurodegeneração em doença de 

Parkinson ou após a exposição a pesticidas tais como rotenona. A rotenona é um agente 

potencialmente tóxico, pertence à classe dos rotenóides (compostos citotóxicos naturais 

extraídos de plantas tropicais, tais como a Derris elliptica) (Tanner et al., 2011). Por 

apresentar atividade lipofílica atinge rapidamente organelas celulares como as mitocôndrias, 

onde atua como um inibidor específico, de alta afinidade, da NADH desidrogenase 

mitocondrial (complexo I) (Cicchetti et al., 2009). Segundo Perfeito e Rego (2012) a rotenona 

é considerada responsável pela morte celular dopaminérgica, e efeitos como o aumento da 

produção de radicais livres e um consequente aumento do estresse oxidativo mediado pela 

mitocôndria. Nas últimas décadas, a procura por compostos naturais e/ou sintéticos com ação 

antioxidante tem aumentado notavelmente. Dentre as várias aplicações terapêuticas dos 

antioxidantes, ressalta-se a ação neuroprotetora, uma vez que o SNC exibe uma maior 

vulnerabilidade e susceptibilidade aos insultos oxidativos. Sabe-se que γ-orizanol extraído do 

óleo do farelo de arroz é bem descrito na literatura por possuir propriedades antioxidantes, 

anti-inflamatórias, inibição de agregação das plaquetas, atividade antitumoral e atividades 

hipocolesterolêmicas (Yasukawa et al., 1998;  Akihisa et al., 2000; Juliano et al., 2005; 

Wilson et al., 2007;  Soto-Jover et al., 2016), no entanto, são escassos os trabalhos acerca dos 

mecanismos de ação, bem como dos efeitos da γ-orizanol  em um modelo in vivo de DP 

induzido por rotenona. A utilização da mosca da fruta Drosophila melanogaster como modelo 

para estudo de mecanismos moleculares envolvidos em doenças neurológicas têm sido bem 
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descrito na literatura é um excelente modelo animal com sistema único e poderoso para 

estudar a genética humana de doenças e no rastreamento de possíveis drogas terapêuticas 

(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 tóxicos 

ambientais (Sudati et al., 2009; Hosamani e Muralidhara, 2013). 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Na busca de uma estratégia para a intervenção do dano causado pela rotenona e de um 

possível efeito preventivo do γ-orizanol relacionado com neurodegeneração, esse trabalho 

visa aumentar o entendimento sobre os efeitos do γ-orizanol e um possível mecanismo 

protetor para o desenvolvimento da doença de Parkinson induzida por rotenona em 

Drosophila melanogaster. 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1.   Objetivo geral 

Investigar um possível efeito neuroprotetor do γ-orizanol sobre alterações 

comportamentais e bioquímicas causadas pela exposição crônica de Drosophila melanogaster 

a rotenona. 

3.2. Objetivos Específicos 

Avaliar a taxa de sobrevivência de D. melanogaster após exposição a rotenona e 

tratamento com γ-orizanol. 

Analisar possíveis alterações motoras das moscas com os testes geotaxia negativa, 

geotaxia negativa base e topo e teste de campo aberto de D. melanogaster após exposição 

crônica a rotenona e tratamento com γ-orizanol. 

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

de D. melanogaster após exposição crônica a rotenona e tratamento com γ-orizanol. 

Avaliar a envolvimento do estresse oxidativo em homogenato do corpo de moscas 

através da determinação dos níveis de espécies reativas e peroxidação lipídica, os níveis de 

tióis proteicos e não proteicos e da atividade de enzimas antioxidantes SOD, CAT, GST após 

exposição crônica a rotenona e tratamento com γ-orizanol. 

Avaliar a viabilidade celular e mitocondrial de D. melanogaster após exposição 

crônica a rotenona e tratamento com γ-orizanol. 



    20 

 

4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

4.1. Doença de Parkinson (DP) 

 

De acordo com o EU Joint Programme - Neurodegenerative Disease Research (JPND, 

2014), as doenças neurodegenerativas são definidas como condições hereditárias e 

esporádicas debilitantes e incuráveis, que resultam na degeneração progressiva e/ou na morte 

das células nervosas. Esta degradação causa problemas com o movimento, as chamadas 

ataxias, ou mal  funcionamento cerebral, originando a demência. A demência está associada a 

um declínio da memória ou outras habilidades de pensamento graves o suficiente para reduzir 

à capacidade de uma pessoa de realizar atividades cotidianas afetando a memória, o 

pensamento, à orientação, a compreensão, o cálculo, sua capacidade de aprendizagem, 

linguagem e julgamento. A consciência não é afetada, e não deve nunca ser associada a um 

processo normal de envelhecimento. Dentre as demências, podemos salientar a doença de 

Alzheimer, a doença de Parkinson, a doença de Pick, a demência vascular, a doença de 

Creutzfeldt-Jakob ou a doença de Huntington (JPND, 2014; World Health Organization, 

2015). 

A DP descrita pela primeira vez há 198 anos atrás, pelo Dr. James Parkinson onde 

publicou um trabalho intitulado “Essay on the Shaking Palsy” originalmente definida como 

“paralisia trêmula” (do latim, paralysis agitans; do inglês, shaking palsy). Hoje em dia é o 

distúrbio do movimento mais comum relacionado com a idade e é a segunda desordem 

neurodegenerativa citada, após, a doença de Alzheimer, afetando 1 a 2% em todo o mundo e 

prevalência no Brasil de 3% acima de 70 anos de idade, espera-se a aumentar em prevalência 

nas próximas décadas e, portanto, representa uma das principais causas de o envelhecimento 

da população grande parte dos casos de DP é idiopática apenas cerca de 15% dos pacientes 

possuem histórico familiar da doença, diversos estudos epidemiológicos buscam a 

identificação de fatores ambientais e genéticos que influenciem o aparecimento e 

desenvolvimento da doença (Xun et al., 2007; Peternella e Marcon, 2009; Burbulla e Krüger, 

2011).  

A DP é uma doença neurodegenerativa, não contagiosa, progressiva e irreversível 

associada a um déficit da função motora. Em termos neurofisiológicos, a DP é descrita através 

de uma profunda e seletiva perda de neurônios dopaminérgicos localizados em uma zona do 
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cérebro denominada substância negra compacta, e que se projeta para o estriado. Outra 

característica importante desta patologia é a presença dos corpos de Lewy, (Figura 1) 

agregados proteicos compostos maioritariamente por proteínas como a α-sinucleína, 

ubiquitina e sinfilina-1, entre outras (Abou-Sleiman et al., 2006; Xun et al., 2007; Jadiya et 

al., 2011; Perfeito e Rego, 2012). Algumas doenças neurodegenerativas, conhecidas como 

desordens parkinsonianas, apresentam manifestações clínicas similares a DP (parkinsonismo). 

No entanto, suas características patofisiológicas são distintas de PD e, assim, seguem 

diferentes padrões de neurodegeneração, DP é caracterizada pela formação de corpos de 

Lewy, e as outras doenças parkinsoninanas, como degeneração corticobasal, há a formação de 

agregados neurofibrilares da proteína ligante de microtúbulos Tau, e não de α-sinucleína, 

entretanto, a correta diferenciação entre as patologias só é possível em exames post mortem, o 

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

A dopamina está associada com a atividade motora, por conseguinte, a perda 

progressiva de neurônios dopaminérgicos, seu diagnóstico é estabelecido a partir dos sintomas 

clínicos, principalmente leva à rigidez muscular, tremores e bradicinesia, alterando também a 

cognição mental, capacidade de dormir, transtornos de personalidade e comportamento, 

incluindo depressão e ansiedade indicando um processo degenerativo mais generalizado 

(Bekris et al., 2010; Hauser e Hastings, 2013). 

Em relação ao tratamento é importante lembrar e compreender que atualmente não 

existe cura para a doença, porém, ela pode e deve ser tratada, não apenas combatendo os 

sintomas, como também retardando o seu progresso. As cirurgias também podem ser bastante 

benéficas para determinados pacientes. As cirurgias consistem em lesões no núcleo pálido 

interno (Palidotomia) ou do tálamo ventro-lateral (Talamotomia), que estão envolvidos no 

mecanismo da rigidez e tremor. Porém, a lentidão de movimentos responde melhor aos 

medicamentos a terapia medicamentosa a de reposição 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, não é muito efetiva no tratamento do tremor de 

repouso (Braga, 2008). Por outro lado, há um grande interesse em tratamentos não 

dopaminérgicos para a melhora das funções motoras sem o risco das complicações associadas 

com a L-DOPA, assim como plantas medicinais ou compostos bioativos de plantas 

empiricamente usados na medicina popular que são geralmente isentos de efeitos adversos e 

que sejam capazes de alterar o curso da morte neuronal, como a administração de γ-orizanol 
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um antioxidante natural para o tratamento da DP bem como de outras doenças 

neurodegenerativas (Braga, 2008; Li et al., 2013).  

Figura 1- Representação esquemática da via nigroestriatal normal (A) e na DP (B). Em C 

imuno-histoquímica marcando inclusões intracelulares os chamados corpúsculos de Lewy em 

neurônios dopaminérgicos na SNpc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Dauer e Przedorski (2003, p.891). 

 

4.1.1. Estresse oxidativo versus Doença de Parkinson 

 

A DP, assim como outras doenças neurodegenerativas não possui etiologia conhecida, 

porém, um dos fatores associados à neuropatogênese da DP é o estresse oxidativo decorrente 

da excessiva geração de espécies reativas do oxigênio e uma produção insuficiente de 

antioxidantes (Follmer e Netto, 2013). O estresse oxidativo é considerado responsável por 

comprometer a integridade dos neurônios vulneráveis e, assim, contribuir para degeneração 

neuronal de neurônios dopaminérgicos na DP. A fonte que desencadeia o estresse oxidativo 
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não é clara, mas podem incluir: disfunção do complexo I mitocondrial; metabolismo da 

dopamina; agregação α- sinucleína. 

Disfunção do complexo I mitocondrial: as mitocôndrias produzem ATP (trifosfato de 

adenosina), através do processo de respiração e fosforilação oxidativa atuando assim como a 

fonte primária de energia na célula. O processo de fosforilação oxidativa envolve o 

acoplamento de ambas, reações redox e de fosforilação na membrana interna de mitocôndrias, 

resultando na síntese efetiva de ATP. Durante este processo, os elétrons do NADH 

(nicotinamida adenina) ou FADH2 (flavina adenina) são transportados através da cadeia 

transportadora de elétrons, por complexos I-IV, para criar um gradiente de prótons através da 

membrana interna mitocondrial (Subramaniam e Chesselet, 2013). De acordo com Murphy 

(2009) evidências crescentes sugerem que as mitocôndrias são a fonte primária de espécies 

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

No processo de fosforilação oxidativa, o complexo I é a principal porta de entrada para 

os elétrons entrarem na cadeia respiratória, ele catalisa a transferência de elétrons a partir de 

NADH para a ubiquinona, envolvendo uma flavina mononucleótido (FMN) e sete 

agrupamentos de ferro-enxofre. Esta atividade é acoplada ao bombeamento de quatro prótons 

através da membrana interna mitocondrial e, assim, ocorre a formação de um potencial de 

membrana eletroquímica (Winklhofer e Haass, 2010). Quando ocorre uma desregulação nesta 

homeostase mitocondrial se estabelece um círculo vicioso de estresse oxidativo e insuficiência 

bioenergética da célula, com essa desregulação e/ou inibição interrompe-se o transporte de 

elétrons, com isso além de haver um aumento na produção de espécies reativas de oxigênio, 

há um decréscimo da produção de ATP; um aumento intracelular da concentração de cálcio; 

excitotoxicidade e danos celulares relacionados com o aumento de óxido nítrico pode haver 

também, a abertura do poro de transição permeável mitocondrial, havendo a possibilidade de 

libertação de citocromo c, que vai desencadear as vias de sinalização que conduzem à morte 

celular por apoptose o que contribui ser um mecanismos proposto para a morte de neurônios 

dopaminérgicos na DP (Abou-Sleiman et al., 2006; Perfeito e Rego, 2012; Subramaniam e 

Chesselet, 2013). 

Metabolismo da dopamina: os neurônios dopaminérgicos do mesencéfalo são a 

principal fonte de dopamina no sistema nervoso central dos mamíferos. A dopamina é um 

composto químico pertencente à família das catecolaminas, sintetizada a partir do aminoácido 

L-tirosina, que é hidroxilado, pela tirosina hidroxilase, no precursor L-DOPA (3,4-
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dihidroxifenilalanina), o qual será descarboxilado em dopamina, estes neurônios são 

encontrados na parte compacta do cérebro na chamada substância negra, que é rica em 

dopamina, um alto teor de ferro e neuromelanina razão pela qual aparece escurecida em cortes 

histológicos. Os neurônios dopaminérgicos desempenham um papel importante no controle de 

múltiplas funções cerebrais, incluindo movimento voluntário, afeto, recompensa, o sono, a 

atenção, memória de trabalho e de aprendizagem, desempenha também papéis fisiológicos na 

regulação do olfato, a regulação hormonal, regulação de funções cardiovasculares, sistema 

imunológico, e as funções renais, entre outros (Chinta e Andersen, 2005; Beaulieu e 

Gainetdinov, 2011). 

Em concentrações fisiológicas, dopamina não induz processos degenerativos no 

cérebro, mas sua auto-oxidação aumenta com a idade e pode levar a toxicidade intracelular, 

portanto acredita-se que estes neurônios são particularmente propensos ao estresse oxidativo 

devido à sua elevada taxa de metabolismo do oxigênio, baixos níveis de antioxidantes, e alto 

teor de ferro associado ao metabolismo da dopamina, sendo então sugerido como um dos 

principais mecanismos envolvidos na produção de ROS e metabólitos tóxicos nos neurônios 

dopaminérgicos (Chinta e Andersen, 2005; Blum et al., 2001; Follmer e Netto, 2013). 

A dopamina sofre dois tipos de oxidação (Figura 2): enzimática, através das enzimas 

monoamino oxidase (MAO) e catecol-o-metil transferase (COMT), ou não-enzimática, 

também chamada de auto-oxidação. A auto-oxidação da dopamina ocorre em presença de íons 

Fe
2+

 livres e H2O2, promovendo a hidroxilação da dopamina na posição 6, formando a 6-

hidroxidopamina que pode ser convertida, em torno de 20%, a orto-quinona. O sistema mais 

efetivo para detoxificação da orto-quinona no cérebro é através da enzima glutationa S-

transferase (GST), a qual utiliza glutationa (GSH) para formar um complexo estável com a 

orto-quinona. No processo de oxidação enzimática a dopamina, quando oxidada pela enzima 

MAO, leva à formação do ácido 3,4 diidroxifenilacético e H2O2, capaz de gerar OH
•
 através 

da reação com íons de ferro. Essa via ocorre especialmente nos gânglios da base, onde 

existem altas concentrações de dopamina, oxigênio e ferro (Obata, 2002; Asanuma et al., 

2004;  Andreazza, 2008). Os transportadores de dopamina medeiam à captação de dopamina 

em neurônios e é um dos principais alvos para várias drogas farmacologicamente ativas e 

toxinas ambientais (Chen e Reith, 2000). A perda destes neurônios dopaminérgicos, que 

normalmente são ricos em neuromelanina, resulta em despigmentação da substância negra 

(Dauer e Przedborski, 2003). 
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Figura 2- Rota de metabolização da dopamina via monoamino oxidase (MAO) e produção de 

radicais livres. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Agregação de α-sinucleína: o gene Park 1 codifica para a proteína pré-sináptica de 140 

aminoácidos, a α-sinucleína, principal componente dos corpos de Lewy, em condições 

fisiológicas, ela parece estar relacionada com a entrega, acúmulo e controle da função 

mitocondrial nas sinapses, o que afetaria a liberação de neurotransmissores (Nakamura et al., 

2011) . As mutações no gene Park 1 resultam em substituições do aminoácido alanina na 

proteína α-sinucleína  por treonina (A53T). As mutações da α-sinucleína impedem a 

degradação protéica, contribuindo para a produção de oligômeros (protofibrilas) em células 

nervosas. O ganho de função decorrente da mutação em Park 1 faz com que haja uma 

agregação protéica intracelular os chamados corpos de Lewy, que são neurotóxicos, onde 

ocorre o aprisionamento de mitocôndrias por α-sinucleína, levando à disfunção mitocondrial e 

falhas no controle de qualidade bioenergético com geração de espécies reativas, impedindo a 

função de células dopaminérgicas assim, possivelmente contribuindo para a propagação da 

DP (Ribeiro et al., 2004; Stefanis, 2012; Follmer e Netto, 2013).  
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4.2. Modelos baseados em agentes químicos: Neurotoxinas 

 

A DP é uma doença exclusiva da espécie humana, não se manifestando 

espontaneamente em animais, portanto a experimentação animal é um exemplo clássico de 

como o uso de modelos animais para estudar doenças podem ter um impacto significativo na 

saúde humana. Essa patologia é induzida em animais e podem ser divididos em duas 

categorias: modelos genéticos e modelos neurotóxicos. Os modelos genéticos são 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 neurotóxicas são 

usadas para danificar a via nigroestriatal, as chamadas neurotoxinas (Meredith et al., 2008; 

Tieu, 2011).  

Alguns modelos de agentes neurotóxicos indutores de DP em modelos animais são 

(Figura 3): 

6-hidroxidopamina (6- OHDA): modelo animal mais utilizado na pesquisa pré-clínica 

da DP baseia-se na utilização de 6-OHDA um hidroxilado análogo de dopamina. Devido à sua 

incapacidade para atravessar a barreira hematoencefálica, esta neurotoxina deve ser 

estereotaxicamente injetada diretamente no cérebro na região de interesse, é então 

seletivamente retomado por neurônios catecolaminérgicos através de transportadores de 

monoaminas, esses tem elevada afinidade por esta molécula e uma vez nos neurônios, 6-

OHDA acumula-se no citosol onde é facilmente oxidada levando à geração de espécies 

reativas de oxigênio causando lesão 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 início de 1980 quando vários californianos usuários de drogas injetáveis 

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 lipofílico, após ser injetado localmente em regiões específicas do 

cérebro pode rapidamente atravessar a barreira hematoencefálica, onde é convertido pela 

MAO-B para o seu metabolito ativo de 1-metil-4-phenylpyridinium (MPP
+
), que, por sua vez, 

é então levado seletivamente pelo transportador de dopamina e causa neurotoxicidade 

principalmente através da inibição do complexo I da cadeia transportadora de elétrons 
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mitocondrial, resultando em depleção 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 hematoencefálica e acumula-se onde induz a perda de neurônios da substância negra, 

pois, aumenta a desregulação e agregação da α-sinucleína contribuindo para formação de 

corpos de Lewy em DP. Dentro das mitocôndrias, paraquat não é inibidor do complexo I, por 

si só, embora este seja o local presumível onde é reduzido para formar superóxido, resultando 

em neurodegeneração (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 inibição do 

complexo I mitocondrial. 

Estes modelos contribuem para elucidar mecanismos patogênicos da 

neurodegeneração na DP, com os papéis de estresse oxidativo, a apoptose, disfunção 

mitocondrial, inflamação e comprometimento das vias de degradação de proteínas (Bové e 

Perier, 2012). 

Figura 3- Mecanismos pelos quais neurotoxinas afetam os neurônios dopaminérgicos 

envolvendo disfunção mitocondrial e dano oxidativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Fonte: Adaptado Beal (2001). 
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4.2.1. Rotenona versus Doença de Parkinson 

 

Dentre os inseticidas orgânicos de origem natural  os rotenóides, como a rotenona, 

foram usados como inseticidas agrícolas desde 1848, quando foram aplicados às plantas para 

controlar lagartas comedoras de folhas (Ware, 1989). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS, 1992) rotenona (Figura 4) é um 

pesticida natural utilizado e preparado a partir das raízes de certas plantas subtropicais 

pertencentes ao gênero Lonchocarpus ou  Derris  elliptica. Pode ser absorvida por ingestão e 

por inalação. Na base de estudos com coelhos, a absorção através da pele intacta, é baixa. O 

metabolismo e farmacocinética da rotenona não são completamente compreendidos, mas o 

composto é metabolizado pelo fígado dos mamíferos e a maior parte do composto é 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-encefálica e 

membranas biológicas independentes de qualquer receptor ou transportador (Coulom e 

Birman, 2004; Tieu, 2011; Subramaniam e Chesselet, 2013). 

 

Figura 4- Estrutura química da Rotenona. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Processos oxidativos são conhecidos por contribuir para a neurodegeneração 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 reprodutível 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 inibição especifica de alta 

afinidade, da NADH desidrogenase mitocondrial no complexo I mitocondrial, com isso 

aumenta a capacidade de gerar ROS e interrompe a fosforilação oxidativa mitocondrial 

causando uma crise bioenergética, devido à redução nos níveis de ATP e morte celular por 

apoptose ou necrose, devido à despolarização causada pela grande abertura do poro de 

transição de permeabilidade mitocondrial, ocorre à liberação de fatores pró-apoptóticos 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 asiático em 5.000 a.C, tendo 

posteriormente se expandido para a Índia e para a Europa, sendo o alimento básico para mais 

da metade da população do mundo é um recurso valioso, representando uma das três 

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

Os últimos dados fornecidos pela  Food and Agriculture Organization of the United 

Nations (FAO, 2014) mostram que a produção brasileira de arroz em 2014 foi de quase 12 

milhões de toneladas sendo considerado o nono maior produtor mundial. Segundo a Empresa 

Brasileira de Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA, 2005) o consumo médio de arroz no Brasil 

varia de 74 a 76 Kg/habitante/ano, tomando-se por base o grão em casca atualmente, o 

consumo está estagnado, apenas acompanhando o crescimento populacional. A lavoura de 

arroz irrigado no Rio Grande do Sul, produz anualmente cerca de 5 milhões de toneladas, 

sendo considerado estabilizador da safra nacional, responsável por cerca de 50% da produção 

brasileira, a maior entre os estados da federação.  

O grão 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, estão concentradas a 

maior parte dos lipídeos do grão de arroz (Menacho et al., 2007). O grão é comumente 

consumido em forma moída 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 grão, sendo obtido a 
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partir do seu polimento, apresenta aspecto farináceo, fibroso e suave ao tato. O pericarpo, o 

tegumento, a camada de aleurona e o gérmen (embrião) são eliminados durante a operação de 

polimento na forma de farelo de arroz, restando o endosperma (grão de arroz polido), o farelo 

contém alto valor de proteína, gordura e fitoquímicos 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 grãos de arroz cru e contém 

18-22% de óleo tornando-o a fonte mais rica de óleo obtido a partir de um grão por produto 

(Yoon et al., 2014). 

O óleo de farelo de arroz é apreciado especialmente no leste da Ásia. No Japão, 

aproximadamente 80 mil toneladas desse óleo são consumidas anualmente. Esse óleo é feito a 

partir do pericarpo e do germe das sementes de Oryza sativa, e recebeu atenção por apresentar 

grande quantidade de compostos nutracêuticos como o γ-orizanol, tocoferóis e tocotrienóis, 

sendo os dois últimos componentes da família da vitamina E é uma boa fonte de ácidos 

graxos, ácido fítico, lecitina, inositol, e ceras. Em uma xícara de arroz branco contém 

aproximadamente 4 mg  de γ-orizanol é um importante constituinte natural do óleo de farelo 

de arroz, o que lhe confere alto valor comercial (Pestana et al., 2008; Ghatak  e Panchal, 

2012).  

Figura 5- Composição grão de arroz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Universidade Federal do Rio Grande do Sul (2004). 
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4.3.1. γ-orizanol  

 

O γ-orizanol (Figura 6) foi encontrado na parte insaponificável do óleo de farelo de 

arroz bruto em 1954 por Kaneko e Tsuchiya e pensava-se que consistia de um único 

componente. Mais tarde, verificou-se ser uma mistura de diferentes componentes através da 

análise cromatográfica liquida de alto desempenho (HPLC).  O γ-orizanol é composto por 

ésteres de ácido ferúlico de fitosterois e álcoois triterpénicos que incluem 24-metileno 

cicloartenil ferulato, cicloartenilferulato ou cicloartenol, β-sistoterilferulato e 

campesterilferulato seus principais componentes são responsáveis por 80% da fração do γ-

orizanol (Xu e Godber, 1999; Patel e Naik, 2004; Zolali et al., 2015).  

 

Figura 6- Estruturas químicas dos quatro componentes principais de γ-orizanol. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

Em relação a sua distribuição o γ-orizanol é clivado no fígado por esterases 

inespecíficas, em ácido ferúlico e porção dos esteróis. Enquanto o esterol é excretado na bile e 

eventualmente nas fezes, o ácido ferúlico mostrou-se absorvido por todos os tecidos, com 

maiores concentrações reportadas no fígado, intestino, baço, adrenal e tecidos do cérebro 

(Machado, 2010). 

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

benéficos dentre estes, citamos alguns trabalhos: 

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

extrato enzimático aquoso de farelo de arroz rico em γ-orizanol é capaz de reduzir os níveis 
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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 infusão gástrica, os mecanismos hipolipidêmicos do extrato enzimático 

aquoso de farelo de arroz  são elucidados com base na inibição da absorção de colesterol e 

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

Efeito Anticancerígeno: inibindo o crescimento tumoral em células de carcinoma da 

mama humano MDA-MB-231, utilizando à dose de 100 µg /ml com o tratamento de 24 horas 

pode-se observar que γ-orizanol teve potencial efeito anti-metástases, devido à inibição da 

expressão de metaloproteinases de matriz, onde sua alta expressão está diretamente associada 

ao potencial invasivo e metastático de vários tumores malignos humanos (Pintha et al., 2014). 

As células tumorais de outros tecidos como trato digestório (Ferguson et al., 2001); pulmão 

(Lesca, 1983) e fígado (Tanaka et al., 1993) também podem ser suprimidas com a 

suplementação de ácido ferúlico, principal constituinte de γ-orizanol. 

Ação fotoprotetora: é descrito por Lin  et al., (2005) que ácido ferúlico ao ser incorporado em 

uma solução tópica de 15% de ácido L-ascórbico e 1% de alfa-tocoferol causa uma maior 

estabilidade química destas vitaminas (C + E) e dobram sua ação protetora contra os danos 

UV-induzidos por irradiação solar simulada na pele de 4 vezes para cerca de 8 vezes 

mensurada através da formação do eritema e da formação de queimaduras do sol. Esta união 

de antioxidantes puros de baixo peso molecular naturais fornece proteção sinérgica 

significativa por inibir a apoptose, que esta associada com a redução da indução da caspase-3, 

da caspase-7 (proteases envolvidas na apoptose dos queratinócitos) e da formação dos 

dímeros de timina (formação UV-induzida que ocorre no DNA), o ácido ferúlico também é 

capaz de absorver a radiação UV pela catalisação na formação da estabilidade de seus radicais 

fenoxi. 

Inibição da agregação plaquetária: a agregação plaquetária foi medida utilizando plasma rico 

em plaquetas preparada a partir de ratos alimentados com γ-orizanol e dieta com 1% de 

colesterol. A dieta com γ-orizanol inibiu significativamente a agregação de plaquetas nestes 

animais (Seetharamaiah et al., 1990). 

Intolerância à glicose: o γ-orizanol também é capaz de melhorar a intolerância à 

glicose em camundongos machos C57BL/6J, onde os animais foram expostos à dieta controle 

e dieta rica em gordura e avaliado seu comportamento alimentar. Os camundongos que 

receberam γ-orizanol nas doses de 20, 80, ou 320 mg/g de peso corporal durante 13 semanas, 

notavelmente, apresentaram uma melhora na intolerância à glicose e atenuou-se o estresse de 
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retículo endoplasmático do hipotálamo em camundongos alimentados com a dieta rica em 

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

Aumento da força muscular: em um ensaio clínico duplo-cego, 30 voluntários 

saudáveis (16 em suplemento e 14 no placebo) foram suplementados diariamente com 600 mg 

de γ-orizanol e o grupo placebo (a mesma quantidade de lactose)  e foram avaliadas durante  9 

semanas sua força muscular e suas medidas antropométricas destes homens jovens e 

saudáveis, os resultados indicaram que a suplementação diária  de γ-orizanol durante o 

treinamento de resistência de 9 semanas não alterou as medidas antropométricas e do corpo, 

mas aumentou a força muscular em homens jovens saudáveis (Eslami et al., 2014). 

Osteoporose: em um estudo realizado por Muhammad et al., (2013) demonstrou que 

γ-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 γ-orizanol e este foi capaz de estimular a 

osteoblastogênese por regulação positiva dos genes de formação de osso, possivelmente 

através da ativação de receptores GABAB e por inibição da atividade de citocinas 

inflamatórias e espécies reativas de oxigênio. 

Efeito antiulcerogênico: de acordo com Cicero e Gaddi (2001) um dos mecanismos 

pelo qual γ-orizanol atua como antiulcerogênico é de que, o óleo de farelo de arroz 

provavelmente atua aumentando a saída de prostaglandinas, interferindo assim com a 

produção de HCl gástrico e possivelmente evitando o desenvolvimento de gastrite ou úlcera. 

O óleo de farelo de arroz contém uma alta percentagem de ácidos graxos insaturados que 

atuam como precursores na síntese do ácido araquidônico, que é por sua vez o precursor 

essencial de prostaglandinas, inibidores de secreção gástrica. O óleo de farelo de arroz 

também é rico em antioxidantes, tais como o α-tocoferol, o que da mesma forma pode 

estimular a síntese de prostaglandinas. Em outro estudo realizado por Itaya e Kiyonaga  

(1976) é descrito um segundo mecanismo que explica o efeito antiulcerogênico de γ-orizanol. 

Os ratos receberam 1 a 100 mg /kg  de γ-orizanol diariamente durante cinco dias, e este 

reduziu dose-dependente o índice de úlcera, e ligeiramente impediu o aumento da taxa de 11- 

hidroxicorticosteróides no soro. Estes efeitos foram observados nos animais 

adrenalectomizados, bem como nos ratos sujeitos a operação simulada. É provável que a ação 

antiulcerogênica de γ-orizanol seja devido à participação do sistema nervoso autônomo, mas 

não do eixo adrenal hipofisário. 
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Efeito anti-inflamatório: em um estudo realizado por Islam et al., (2008) foi 

investigado o efeito de γ-orizanol em um modelo de colite em camundongos C57BL/6J, os 

animais foram tratados com γ-orizanol (50 mg/kg/dia) por 18 dias após o tratamento pode-se 

observar um efeito anti-inflamatório de γ-orizanol em doença inflamatória do intestino, este 

efeito pode ser mediado pela inibição da atividade de NF-kB, que foi, pelo menos, em parte 

devido ao efeito antioxidante da estrutura de ácido ferúlico que constitui o γ-orizanol. Outro 

estudo realizado por Ojha et al., (2015) relata que tratamento com γ-orizanol (50 mg/kg/dia) 

por 4 semanas em modelo de doença de Parkinson induzido por rotenona em ratos Wistar 

machos, reduziu os mediadores inflamatórios tais como as citocinas pró-inflamatórias e 

ciclooxigenase-2 induzível da óxido nítrico sintase comprovando ter efeito neuroprotetor 

promissor. 

Propriedades antioxidantes: γ-orizanol é considerado antioxidante devido ser 

constituído por ésteres de ácido ferúlico, onde seu grupo hidroxila pode facilmente formar 

uma ressonância 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 γ-orizanol o ácido ferúlico (ácido 4-hidroxi-3-

metoxicinamico) foi isolado pela primeira vez a partir de uma resina comercial em 1866 e 

quimicamente sintetizado em 1925 (Graf, 1992). Contudo, seus efeitos biológicos começaram 

a ser notados em 1970, quando pesquisadores japoneses descobriram as suas propriedades 

antioxidantes devido ao seu núcleo e uma cadeia fenólica lateral estendida, onde forma uma 

ressonância 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 ácido ferúlico pode ser 

absorvido pelo estômago, jejuno, e íleo. Depois de 25 minutos de incubação de ácido ferúlico 

no estômago de ratos, mais de 70% desaparece e é transferida para mucosa gástrica, para o 

sangue, urina e bile, o que sugere uma rápida absorção gástrica de ácido ferúlico (Zhao e 

Moghadasian, 2008). 

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

 

O γ-orizanol exerce um possível efeito neuroprotetor, como visto no estudo realizado por 

Kim et al., (2004) onde camundongos machos ICR tiveram tratamento com solução de ácido 

ferúlico dissolvida em água em uma concentração de 0,006% (mg / kg), durante 4 semanas  e 

subsequentemente, foi administrada  uma injeção via intracerebroventricular de β-amilóide
1-42
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após, em vários pontos de tempo os cérebros foram analisados imuno-histoquimicamente. A 

administração de ácido ferúlico durante quatro semanas protegeu os cérebros de camundongos 

ICR machos, contra déficits de aprendizado e de memória induzidos por β-amilóide
1-42

 

administrada centralmente. É evidenciado neste estudo que o principal local de ação de ácido 

ferúlico poderia ser a microglia, assim pode ser sugerido que a administração em longo prazo 

de ácido ferúlico induz a microglia para suprimir o dano causado por β-amilóide
1-42

. A 

ativação de células da glia incluindo o aumento da expressão de eNOS por pré-

condicionamento estímulo foi postulado ser responsável pela indução de tolerância a danos 

neuronais.  

Em sua revisão bibliográfica Cicero e Gaddi (2001) reportaram os efeitos do γ-orizanol 

sobre a síntese e liberação do hormônio de crescimento (GH) e prolactina (PRL) após uma 

única injeção subcutânea de γ-orizanol em ratos (20 mg / kg) este é capaz de suprimir a 

síntese de GH e de PRL após 1 hora da aplicação. O γ-orizanol aumentou a síntese e liberação 

de dopamina  no hipotálamo basal medial, em contrapartida o grupo que recebeu o tratamento 

com alfa-metiltirosina, que é um inibidor da tirosina hidroxilase, teve seus níveis de dopamina 

diminuído. O γ-orizanol também foi capaz de aumentar a liberação de norepinefrina no 

hipotálamo basal medial. Estes resultados podem explicar os dados anteriores sobre as 

alterações nos níveis séricos de GH e de PRL por γ-orizanol e também sugerem que γ-

orizanol pode afetar a síntese e/ou liberação de, pelo menos, dois neurotransmissores 

hipotalâmicos, dopamina e norepinefrina, resultando em alterações da síntese e/ou liberação 

de hormônio na hipófise anterior. 

Outro estudo aponta que o ácido ferúlico tem a capacidade para inibir enzima COX-2, 

com um mecanismo que impede a oxidação da dopamina, e a acumulação de  α-sinucleína 

dando ao componente de ácido ferúlico 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 ácido ferúlico em lesões às células PC12, Li et al., 

(2015) e Luo e Sun (2011)  descreveram que ácido ferúlico promove a viabilidade das células, 

tendo efeito protetor notável em células PC12. Também é relatado na literatura que ácido 

ferúlico preserva células neuronais contra a isquemia cerebral induzida por oxido nítrico e 

contra a excitotoxicidade induzida por glutamato, em um estudo realizado por Koh (2012) 

onde ácido ferúlico (100 mg / kg, iv) é capaz de diminuir significativamente as lesões nas 

células do córtex cerebral de ratos, sugerindo um efeito neuroprotetor. Outro estudo realizado 

por Zhang et al., (2015) também foi capaz de comprovar o efeito neuroprotetor de ácido 
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ferúlico em lesão nervosa induzida por isquemia cerebral, onde sugere que a promoção da 

eritropoietina no sangue cerebral e no sangue periférico, podem contribuir para seu 

mecanismo neuroprotetor. Em seu estudo Ojha et al., (2015) avaliou a eficácia neuroprotetora 

do ácido ferúlico (50 mg/kg, ip) ao induzir doença de Parkinson em ratos machos Wistar 

utilizando rotenona (2,5 mg/kg, ip), onde o tratamento com ácido ferúlico inibiu a degradação 

de neurônios dopaminérgicos, restaurou atividade de enzimas antioxidantes, reduziu os 

mediadores inflamatórios tais como as citocinas pró-inflamatórias e ciclooxigenase-2 

induzível da óxido nítrico sintase, sendo assim os resultados sugerem que os efeitos protetores 

são mediados através das propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias de ácido ferúlico 

presente no γ-orizanol. 

 

4.4. Testes comportamentais em modelos animais versus Doença de Parkinson 

 

Vários modelos animais experimentais da DP foram desenvolvidos para alcançar as 

mesmas características clínicas da doença com alta reprodutibilidade e seletividade. Além da 

idade e exposição a toxinas ambientais, a perda de neurônios dopaminérgicos é exacerbado 

por mutações específicas nas regiões de codificação ou promotoras dos vários genes, estes 

danos causam lesão do sistema dopaminérgico nigro-estriatal. Testes comportamentais dos 

animais com lesão nigrostriatal representam um método não-invasivo valioso para avaliar a 

influência do sistema dopaminérgico danificado, na atividade locomotora (Mokrý, 1995; 

Barone e Bohmann 2013). 

Uma das formas mais básicas para avaliar a presença de um fenótipo motor de DP em 

um modelo de camundongo é a utilização de câmaras de atividade locomotora. Os 

camundongos são colocados em câmaras locomotoras transparentes e a atividade é medida 

por um determinado período de tempo. É considerado um fenótipo do déficit motor de DP a 

diminuição da atividade locomotora neste teste comportamental de campo aberto (Prut e 

Belzung, 2003; Taylor et al., 2010). Para avaliação dos déficits cognitivos induzidos por DP 

em modelo animal de roedor podem ser feitos os testes de labirinto de oito braços descrito por 

Olton (1987); e /ou labirinto aquático 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 características da doença 
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humana, por exemplo, a perda progressiva de neurônios dopaminérgicos e declínio da função 

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) é utilizado para medir alterações locomotoras do 

inseto e o teste de campo aberto descrito por Hirth, (2010)  avalia a capacidade exploratória 

da mosca. São formas rápidas 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 são muitas vezes elucidados primeiro na mosca 

e depois traduzido para os sistemas mamíferos, seu crescimento e reprodução rápida, e o fato 

de ser barato e fácil de manter em laboratório são características que fazem a D. melanogaster 

um sistema modelo ideal para abordar questões biológicas inovadoras, incluindo as de saúde 

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

A mosca conserva estruturas que executam funções equivalentes dos mamíferos como 

coração, pulmão, rim, intestino, e sistema reprodutor.  O cérebro da mosca adulta possui mais 

de 100.000 neurônios que formam circuitos discretos e fibras nervosas que medeiam 

comportamentos complexos, incluindo ritmo circadiano, o sono, a aprendizagem e a memória, 

alimentação, agressividade, adestramento, e navegação de vôo, aspectos fundamentais da 

biologia celular são bastante semelhantes no homem e nas moscas, incluindo a regulação da 

expressão gênica, o tráfego de membrana, o citoesqueleto, conectividade da sinalização 

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 

mamíferos (Sang e Jackson, 2005; Andretic et al., 2008; Pandey e Nichols, 2011). 

Nos últimos anos, D. melanogaster tem sido utilizada como um modelo de diversas 

doenças neurodegenerativas (Bonini e Fortini, 2003), incluindo DP, pois possui similaridades 

entre o mecanismo de ação de drogas tornando-se um modelo para a compreensão da 

patogênese e progressão das doenças neurológicas, pois seu genoma contém homólogos de 

cerca de 77% do loci relacionada com as doenças neurológicas em seres humanos e mais de 
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85% de genes associados com a deficiências cognitivas, bem como processos celulares 

fundamentais, e vias de sinalização são conservados entre os dois organismos. Como prova 

disso, o sequenciamento de seu genoma revelou a homologia entre cinco dos seis genes 

relacionados à DP com humanos (Whitworth et al., 2006; Kim et al., 2011).  

 

Figura 7- Ciclo de vida de D. melanogaster mantidas a 25°C.   

 

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 estão 

normalmente presentes em cada hemisfério do cérebro adulto de D. melanogaster assim, o 

sistema dopaminérgico presente na D. melanogaster está associado ao controle locomotor 

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

A D. melanogaster também contêm transportadores de dopamina (dDAT) (Ueno e 

Kume, 2014) e vesículas de transporte de  monoamina (VMAT) (Greer et al., 2005), 

responsável pela homeostase da dopamina, sendo assim este invertebrado permite a rápida 
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triagem de potenciais fármacos para tratamento de doenças neurodegenerativas, dentre elas a 

DP. 

 

Figura 8- Neurônios dopaminérgicos presentes no cérebro de D. melanogaster adulta. (1) 

Representação esquemática dos clusters* dopaminérgicos. (2) Neurônios dopaminérgicos 

determinados através de marcador para TH em microscopia confocal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

lateral 1 e 2; PPM1/2, junção posterior medial 1 e 2; PPM3, posterior medial 3; PAL, anterior 

lateral ; e PAM, anterior medial. 
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5. ARTIGO CIENTÍFICO 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a forma de 

artigo científico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

Bibliográficas, encontram-se no próprio artigo. O artigo está disposto na forma que foi 

publicado na revista “NeuroToxicology”. 

 

Artigo: “Eficácia do γ-orizanol na redução do déficit neuromotor, da depleção da 

dopamina e do estresse oxidativo em um modelo de doença de Parkinson induzida por 

rotenona em Drosophila melanogaster”. 

 

ARTIGO 

NeuroToxicology (2015) 51: 96-105 

doi:10.1016/j.neuro.2015.09.003 

 

Effectiveness of γ-oryzanol in reducing neuromotor deficits, dopamine depletion 

and oxidative stress in a Drosophila melanogaster model of Parkinson’s disease induced 

by rotenone 

 

Stífani Machado Araujo, Mariane Trindade de Paula, Marcia Rósula Poetini, Luana 

Meichtry, Vandreza Cardoso Bortolotto, Micheli Stefani Zarzecki, Cristiano Ricardo Jesse, 

Marina Prigol
 

 

 

  



    41 

 

 



    42 

 

 

 

 

  



    43 

 

 

   



    44 

 

   



    45 

 

 

 

  



    46 

 

 

  



    47 

 

   



    48 

 

   



    49 

 



    50 

 

  

 

   



    51 

 

6. CONCLUSÕES 

 

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

que: 

O tratamento com γ-orizanol foi eficaz em diminuir a mortalidade em D. melanogaster 

expostas à rotenona, bem como reduzir os efeitos tóxicos causados por rotenona associados 

aos distúrbios locomotores referentes ao teste de escalada e ao tempo de mobilidade avaliado 

pelos testes de geotaxia negativa e de campo aberto respectivamente. 

O γ-orizanol também foi eficaz em proteger a redução dos níveis de dopamina nas 

cabeças de moscas e da atividade da enzima acetilcolinesterase onde otimizou a função 

motora das moscas.  Por ter potencial antioxidante o γ-orizanol, melhorou as defesas 

oxidativas evitando o estresse oxidativo, disfunção mitocondrial. 

Assim, os nossos resultados sugerem pela primeira vez um efeito neuroprotetor de γ-

orizanol em um modelo da DP induzida pela exposição de D. melanogaster a rotenona, uma 

vez que traz benefícios sobre os parâmetros comportamentais e bioquímicos e neuroquímicos. 

 

Figura 9- Mecanismo de ação de γ-orizanol contra toxicidade induzida por rotenona em 

Drosophila melanogaster. 
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7. PERSPECTIVAS 

 

A partir dos resultados apresentados nesta dissertação, poderíamos realizar estudos 

com os seguintes objetivos:  

Determinar atividade do Complexo I-III  (NADH-citocromo C redutase) e complexo 

II-III (Succinato-citocromo C redutase ) em amostras de D. melanogaster expostas à rotenona 

e tratadas com γ-orizanol; 

Determinar geração de o óxido nítrico em amostras de D. melanogaster expostas à 

rotenona e tratadas com γ-orizanol; 

Determinar a produção de peróxido de hidrogênio em isolado de mitocôndria de 

D.melanogaster expostas à rotenona e tratadas com γ-orizanol; 

Avaliar os efeitos de pré e pós-tratamento com γ-orizanol sobre parâmetros 

comportamentais e bioquímicos em D. melanogaster expostas à rotenona; 

Avaliar os efeitos da substituição do γ-orizanol por acido ferúlico em D. melanogaster 

expostas à rotenona sobre parâmetros comportamentais e bioquímicos a fim de fazer um 

comparativo entre os resultados obtidos. 
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