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RESUMO

Estudos recentes demonstram que a perda neuronal na doencga de Parkinson pode
estar relacionada a atividade marca-passo dos neurdnios dopaminérgicos da
substancia nigra pars compacta, que é gerada por canais de calcio voltagem-
dependentes, os quais substituem canais de sddio voltagem-dependentes, nessas
células, durante o envelhecimento. Além desse mecanismo, que leva ao aumento
dos niveis intracelulares de calcio, outros fatores também s&o implicados na morte
de células dopaminérgicas observada na doenga de Parkinson, como a elevada
geragdo de espécies reativas de oxigénio. Deste modo, o tratamento com
diidropiridinas, uma classe de bloqueadores de canais de calcio, e com resveratrol,
um polifenol que apresenta propriedades antioxidantes, podem representar
alternativas terapéuticas para a prevencado da doencga de Parkinson. Neste estudo
foram testados os efeitos das diidropiridinas isradipina, nifedipina e nimodipina e do
resveratrol no comportamento motor de Drosophila melanogaster. Assim como em
estudos anteriores, o tratamento com paraquat foi capaz de induzir parkinsonismo,
evidenciado pelos déficits motores observados nos animais. Além disso, nenhuma
das drogas testadas foi capaz de prevenir os déficits locomotores induzido pelo
paraquat. Ademais, os tratamentos isolados com isradipina, nifedipina, resveratrol e
etanol (veiculo) foram capazes de gerar diminuicdo da atividade motora nesses
animais. Este estudo é o primeiro a demonstrar que os tratamentos com
diidropiridinas e resveratrol sdo incapazes de reverter os déficits locomotores
induzidos por paraquat em Drosophila melanogaster.

Palavras-chave: Canais de célcio voltagem-dependentes. Diidropiridinas. Drosophila

melanogaster. Paraquat. Parkinson. Resveratrol.



ABSTRACT

Studies have suggested that neuronal loss in Parkinson’s disease could be related to
the pacemaker activity of the substantia nigra pars compacta generated by L-type
Ca,1.3 calcium channels, which progressively substitute voltage-dependent sodium
channels in this region during aging. Besides this mechanism, which leads to
increases in intracellular calcium, other factors are also known to play a role in
dopaminergic cell death due to overproduction of reactive oxygen species. Thus,
dihydropyridines, a class of calcium channel blockers, and resveratrol, a polyphenol
that presents antioxidant properties, may represent therapeutic alternatives for the
prevention of PD. In the present study we tested the effects of the dihydropyridines
isradipine, nifedipine and nimodipine and of resveratrol upon locomotor behavior in
Drosophila melanogaster. As previously described, paraquat induced parkinsonian-
like motor deficits. Moreover, none of the drugs tested were able to prevent the motor
deficits produced by paraquat. Additionally, isradipine, nifedipine, resveratrol and
ethanol (vehicle), when used in isolation, induced motor deficits in flies. This study is
the first demonstration that dyhidropyridines and resveratrol are unable to reverse the

locomotor impairments induced by paraquat in Drosophila melanogaster.

Keywords: Dihydropyridines. Drosophila melanogaster. Paraquat. Parkinson’s

disease. Resveratrol. Voltage-dependent calcium channels.
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1. CAPITULO 1



1.1.INTRODUGAO

1.1.1. Doenca de Parkinson

A doenga de Parkinson é uma doenga neurodegenerativa progressiva
relacionada a idade, apresentando manifestagdes clinicas e patogénese resultantes
de interagdes complexas entre o processo de envelhecimento e fatores de
suscetibilidade". Ela é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum apds a
doenca de Alzheimer®®, apresentando um risco de desenvolvimento ao longo da vida
em torno de 2%,

A DP é diagnosticada em todos os grupos étnicos, mas com diferengas
geograficas em prevaléncia. Cerca de 1 a 2% da populagdo acima dos 65 anos
desenvolve a DP, aumentando essa prevaléncia para 3 a 5% em pacientes com 85
anos ou mais; com isso, ela se torna cada vez mais comum em paises
desenvolvidos, onde ha elevados indices de longevidade populacional®. Desta
maneira, considera-se provavel que as diferencas na prevaléncia mundial da DP
estejam associadas as variagbes na expectativa de vida das populagbes e as
apuragées dos casos da doenca'’).

A DP ¢é neuropatologicamente caracterizada pela perda de células
nigroestriatais e pela presenca de inclusdes intracelulares com acumulo de a-
sinucleina, denominadas corpos de Lewy. A morte dos neurdnios dopaminérgicos da
substancia nigra pars compacta (SNpc) resulta em um déficit importante de

dopamina no estriado. Desta forma, a DP é clinicamente diagnosticada pela



presenca de disfungbes motoras, como tremores de repouso, bradicinesia, acinesia,
rigidez e instabilidade postural®®7.

Grande parte dos sintomas motores da DP estdo relacionados a
neurodegeneragdo dopaminérgica na SNpc, porém outros sistemas
neurotransmissores e distintas regides encefalicas estdo envolvidas, incluindo o
locus coeruleus, nucleos motores dorsais, substancia inominata, campo retrorubral,
area tegmental ventral, o sistema nervoso vegetativo e o cortex cerebral;
consequentemente, é observada uma perda neuronal que vai além dos neurdnios
dopaminérgicos, incluindo outros sistemas como o serotoninérgico e o colinérgico. A
degeneragcdo nao-dopaminérgica destaca-se como principal responsavel pelo
desenvolvimento de sintomas nao-motores da DP, como constipacido, disfungcao
olfativa, declinio cognitivo, depress&o, ansiedade e disttirbios do sono %19,

Mesmo possuindo etiologia desconhecida, alguns fatores parecem estar
envolvidos no desenvolvimento dessa doenga. O fumo e a ingestdo de cafeina estéao
associados a um menor risco de desenvolvimento da DP!"". Além disso, foram
evidenciadas diferencas no risco de desenvolvimento da doenca entre os sexos,
prevalecendo altos niveis de incidéncia em homens, particularmente em grupos de
idade avangada. As possiveis causas da diferenga entre os géneros estao
relacionadas as propriedades neuroprotetoras dos hormdnios esteréides femininos,
a diferencas dos sexos quanto as exposicdes ambientais e ocupacionais e a
influéncias genéticas género-especificas'?.

Ademais, a atuagdo combinada de toxicos ambientais e de genes de
suscetibilidade podem estar associados ao seu desenvolvimento; essa relagcao
tornou-se ainda mais consideravel apds a identificagdo de genes de suscetibilidade

relacionados a DP e de patologias nigroestriatais resultantes de exposi¢cdes a

agentes neurotoxicos”. A moradia em zonas rurais, a ingestdo de agua de pocos e



a exposigcado a pesticidas parecem exercer influéncia no aumento do risco de
desenvolvimento da DP®.

A patogénese da DP consiste em uma cascata de eventos que levam a morte
celular. Nessa cascata, incluem-se fatores como estresse oxidativo, disfuncao
mitocondrial, excitotoxicidade glutamatérgica e acumulo de proteinas via disfungao
do sistema ubiquitina-proteassoma. Além disso, reacdes imunes humorais e
inflamacado podem contribuir com os processos associados a morte celular por
apoptose".

Ademais, a dopamina € um neurotransmissor que pode ser metabolizado pela
acao da enzima monoamina oxidase (MAO) ou por auto-oxidagdo, levando a
geragdo de Hy0O,, anions superoxido e radicais hidroxila, contribuindo para a
neurotoxicidade via estresse oxidativo relacionada a DP("™4).

Em relagdo a disfungdo mitocondrial na DP, diferentes mecanismos
demonstram estar envolvidos, tais como: interacdes mitocondriais, de forma direta
ou indireta, exercidas por diversas proteinas promotoras de doencas associadas as
formas familiares da DP; modificacdes mitocondriais relacionadas a idade, como
alteragdes no DNA mitocondrial; anomalias na dindmica mitocondrial e na sua
distribuigdo intra-neuronal™.

Foi observada uma diminuigdo substancial na atividade do complexo | da
cadeia de transporte de elétrons (CTE) mitocondrial na SNpc de individuos com DP
esporadica, e essa alteragdo nao afeta nenhum outro segmento da cadeia
respiratoria. Além disso, nenhum defeito na atividade mitocondrial foi identificado em
outra regido encefalica de individuos com DP, refletindo a atuacdo direta de danos

oxidativos na CTE. A geragcdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e outros

radicais decorrem de ineficiéncias na CTE, a qual é responsavel pela geracao do



gradiente eletroquimico através da membrana mitocondrial interna e pela sintese de

ATP através da ATP sintase®®).

1.1.1.1. Relacao entre paraquat e a doenga de Parkinson

Inumeros fatores de risco ambientais estdo associados a DP, seja na
modulagdo da doenga e/ou na sua progressdo. Dados de estudos epidemioldgicos
demonstram uma associagcao entre o aumento no risco de desenvolvimento da DP
em humanos e determinados fatores ambientais, como a exposi¢éo a agroquimicos,
incluindo o paraquat (PQ)(""'®.

O PQ é um dos herbicidas mais utilizados mundialmente, considerado néo-
seletivo e de rapida agéo“g). Ele possui a capacidade de induzir lesbGes associadas a
DP em animais, como ratos e algumas linhagens de camundongos, através de
mecanismos neurodegenerativos direta ou indiretamente relacionados as ERO"®.

A administracéo sistémica repetida de baixas doses de PQ em ratos, via intra-
peritoneal, levam a geragao de ERO no encéfalo e podem desencadear processos
degenerativos lentos e progressivos, sem efeitos tdxicos em tecidos periféricos®.
Além disso, foi evidenciado que a exposig¢ao sistémica subcrdnica experimental ao
PQ é capaz de provocar mudangas degenerativas em neurdnios impregnados por
sais de prata e, também, de induzir a perda significativa de neurbnios
dopaminérgicos da SNpc; esses achados foram confirmados por contagem
estereoldgica do numero de neurdnios imunorreativos para tirosina hidroxilase (TH)
e do numero total de células coradas pelo método de Nissl na SNpc®'.

O PQ possui semelhanga estrutural com o 1-metil-4-fenilpiridina (MPP™),

metabdlito téxico do agente neurotdxico 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

10



(MPTP), capaz de induzir neurodegeneracdo dopaminérgica®”. Embora esses
compostos estejam associados a toxicidade via estresse oxidativo, o PQ exerce seu
efeito deletério em neurénios dopaminérgicos de uma maneira unica, se comparado
ao MPP*#),

A mitocdndria € a principal organela celular responsavel pela geragédo de ERO
induzida por PQ em encéfalos de ratos®?. O PQ possui a capacidade de atravessar
livremente a membrana dos neurbnios dopaminérgicos e de acumular-se nas
mitocéndrias, levando a alteragcdes no complexo | da CTE e, consequentemente, a
geragao de ERO e a diminuigao da sintese de ATP®. Esses dados s3do suportados
por evidéncias que demonstram um bloqueio no complexo | mitocondrial de
neurdnios dopaminérgicos da SNpc em modelos experimentais da DP!"®).

O mecanismo de toxicidade do PQ esta associado ao seu ciclo redox, onde o
referido composto é reduzido principalmente via NADPH-citocromo P450 redutase,
NADPH-citocromo c¢ redutase e pelo complexo | mitocondrial. Com isso, ha a
formag&o de um radical-livre monocation (PQ'*) que é rapidamente reoxidado na
presenca de oxigénio, gerando o radical superoxido (O,"). A geragéo desse radical é
o ponto de partida para a cascata de reacdes que levam a sintese de outras ERO,
especialmente peréxido de hidrogénio (H20:) e radicais hidroxila (OH®), resultando
em efeitos celulares deletérios. De fato, os radicais hidroxila tém sido implicados na
iniciacao do dano de membrana por peroxidagao lipidica durante a exposicdo ao PQ

in vitro e in vivd"",
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1.1.1.2. Relagao entre canais de calcio voltagem-dependentes e a

doenca de Parkinson

Os canais de calcio voltagem-dependentes (CCVD) sao proteinas
multiméricas que contém subunidades a1 formadoras de poros na membrana
plasmatica®. Os CCVD podem permitir o influxo de célcio extracelular em resposta
a despolarizacdo e sado responsaveis por mediar uma grande variedade de
processos intra e extracelulares, como neurotransmissao, contracdo muscular,
liberagdo de horménios, regulagdo de atividades enzimaticas e de padrbes de
expressao génica. Esses canais sao divididos em duas grandes familias, baseadas
em suas ativagdes voltagem-dependentes: CCVD de ativagdo por baixa voltagem
(LVA - Low-Voltage-Activated) e CCVD de ativagao por alta voltagem (HVA — High-
Voltage-Activatead)®.

Diferentemente da maioria dos neurbnios no encéfalo, os neurbnios
dopaminérgicos adultos da SNpc funcionam como marca-passo autbnomos
dependentes de calcio, ou seja, sdo capazes de gerar potenciais de agao na
auséncia de sinapses. Sua atividade basal é intrinsicamente controlada por CCVD
tipo-L, pertencentes a superfamilia HVA®©%27),

Em neurdnios do sistema nervoso central (SNC), os canais tipo-L possuem
uma das duas subunidades a: Ca, 1.2 ou Ca, 1.3. Canais de calcio com
subunidades Ca, 1.2 abrem apenas em potenciais de membrana onde a membrana
encontra-se relativamente despolarizada, tornando-a inadequada para a tarefa de
controle do marca-passo. Diferentemente destes, os canais de calcio com
subunidades Ca, 1.3 tém uma menor distribuicdo no SNC, uma menor afinidade por
bloqueadores de canais de caélcio (como as diidropiridinas) e abrem-se em

potenciais de membrana sub-limiares, com a membrana relativamente
12



hiperpolarizada, tornando-os adequados para a funcao de marca-passo. Além disso,
células dopaminérgicas da SNpc expressam intensamente RNA mensageiro para a
subunidade Ca, 1.3, sugerindo que os canais de calcio com essa subunidade s&o as
bases fisiolégicas dos marca-passo dopaminérgicos encefalicos, como a substancia
nigr. 24,28)

Os neurénios utilizam a entrada de calcio como uma maneira de monitorar
suas atividades e interagdes com outros neurbnios. Devido a sua relevancia na
funcdo celular, ha uma complexa rede homeostatica dentro dos neurbnios que
permite aumentos transitérios na concentragao de calcio livre e que, também, tenta
manter o nivel basal desse ion, que € 10.000 vezes menor (cerca de 50-100nmol/L)
que o nivel do meio extracelular (1-2mmol/L). Para a manutengédo do gradiente de
concentracao, a entrada de ions caélcio na célula ocorre através dos poros de
membrana (como os canais de calcio tipo-L), e o efluxo é realizado através de
transportadores lentos de membrana, os quais consomem energia na forma de ATP.
Devido a atividade marca-passo dos neurénios dopaminérgicos da SNpc, o influxo
de célcio parece ser muito maior, resultando em uma maior demanda energética
celular®).

No meio intracelular, o reticulo endoplasmatico (RE) utiliza transportadores
ATP-dependentes que levam ions calcio do citoplasma até o seu lumen. Esses
canais sao frequentemente encontrados em aposicdo préxima a mitocdndria, de
forma que a abertura dos mesmos gera uma elevada concentragéo local de calcio,
levando a um influxo desse ion a matriz mitocondrial. O acumulo de calcio na matriz
leva ao retorno desse ion ao citoplasma, onde pode ser bombeado para fora através
da membrana ou ser recapturado pelo RE. Na maioria dos neurbnios, essa interagao
€ episddica, porém em neurbnios dopaminérgicos isso ocorre frequentemente,

havendo consumo de ATP produzido na fosforilagdo oxidativa mitocondrial. Esse
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mecanismo, portanto, é capaz de gerar uma demanda na fosforilagdo oxidativa,
podendo provocar um aumento na geragdo de ERO, causando morte neuronal e
danos celulares associados ao envelhecimento®. Ademais, o alto nivel basal de
estresse oxidativo nessas células pode somar-se a elevada concentragao
intracelular de calcio, exercendo um efeito sinérgico junto a agdo de toxinas
ambientais ou de polimorfismos e mutagbes genéticas, resultando no perfil

multifatorial da DP®¥,

1.1.1.3. Agentes neuroprotetores na doenga de Parkinson

Com base nos dados apresentados, que confirmam a patogénese
multifatorial relacionada a DP e demonstram o envolvimento de diferentes
mecanismos celulares e moleculares no processo de neurodegeneragao
dopaminérgica, torna-se relevante o desenvolvimento de estudos que envolvam a
andlise dos efeitos de farmacos com possivel atuacdo nesses mecanismos-alvo,
contribuindo para a demonstragao de que tais drogas possam representar potentes

opc¢oes terapéuticas ou preventivas para a DP.

1.1.1.3.1.  Bloqueadores de canais de calcio

Os bloqueadores de canais de calcio sdo um grupo heterogéneo de drogas
capazes de inibir o influxo de calcio em diferentes tecidos, incluindo a musculatura
lisa e o miocardio. Esses antagonistas tém a capacidade de bloquear os canais de
célcio tipo-L, sendo classificados em dois grupos: as diidropiridinas (isradipina,

14



nifedipina, nimodipina) e n&o-diidropiridinas (diltiazem e verapamil). As
diidropiridinas tém acgéao preferencial no bloqueio de canais de calcio na musculatura
lisa vascular, sendo utilizadas como potentes vasodilatadores®?.

Estima-se que os antagonistas do calcio possam exercer um efeito protetor
em pacientes parkinsonianos e em outras condigdes em que a apoptose contribui
substancialmente a morte celular®). Neste sentido, foi evidenciado que o
blogueador de CCVD tipo-L nimodipina possui propriedades neuroprotetoras,
observadas em culturas de neurbnios cerebelares de ratos submetidos a um modelo
de neurotoxicidade mediado por NMDA®?),

Além disso, foi demonstrado que, em fatias da porcao ventral do mesencéfalo,
as diidropiridinas sao capazes de interromper a atividade marca-passo dos
neurdnios dopaminérgicos da substancia nigra. O mais interessante desse achado é
que a atividade marca-passo dos neurbnios nigrais retorna apds 2-4 horas de
exposicao aos bloqueadores de canais de calcio, porém regidos predominantemente
por correntes de sodio®?.

Nos neurbnios dopaminérgicos da area tegmental ventral, 0 marca-passo nos
canais de calcio Ca, 1.3 dessas células depende de canais de sodio voltagem-
dependentes para alcancar o limiar de membrana. Neste sentido, os canais de calcio
Cay 1.3 dos neurdnios dopaminérgicos da area tegmental ventral assemelham-se
aos neurbnios dopaminérgicos juvenis da SNpc, uma vez que nos neurdnios
dopaminérgicos juvenis da SNpc o marca-passo € praticamente inafetado por
antagonistas de canais de calcio tipo-L, porém é completamente abolido por
antagonistas de canais de sodio. Com isso, a mudanca no mecanismo do marca-
passo durante o envelhecimento parece ser desencadeada pela insercao de canais

de calcio Ca, 1.3, 0 que poderia explicar as distintas taxas de morte neuronal
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existentes entre a porgdo compacta da substancia nigra e a area tegmental ventral
no paciente parkinsoniano®.

Neste mesmo sentido, o mecanismo de “rejuvenescimento” torna os
neurénios dopaminérgicos adultos da SNpc resistentes as toxinas mitocondriais
empregadas para gerar modelos animais da DP - assim como as células
dopaminérgicas juvenis da SNpc - além de inibir o desenvolvimento de déficits
motores e cognitivos nesses animais %%,

Deste modo, demonstrou-se que ha uma troca compensatdria nas bases
ibnicas da atividade do marca-passo nigral apés a exposicao dos neurdnios da
substancia njgra a diidropiridinas, sugerindo que tratamentos com esses farmacos
possam auxiliar na prevengao da perda de células nigrais, observada na DP3),

Até o presente momento, a inexisténcia de antagonistas seletivos de canais
de calcio Ca, 1.3 nos conduz a escolha das diidropiridinas como bloqueadores de
canais de calcio tipo-L mais seletivos para uso em seres humanos dentre todos os
blogueadores de canais de calcio, além do fato das diidropiridinas atravessarem a
barreira hematoencefalica e, portanto, possuirem boa biodisponibilidade no SNC®@,
Dessa forma, o farmaco isradipina, que possui uma afinidade relativamente elevada
aos canais de calcio Ca, 1.3, é capaz de bloquear efetivamente a neurodegeneragao
induzida por agentes neurotoxicos. Além desses dados, um estudo retrospectivo
demonstrou que pacientes que utilizavam diidropiridinas apresentaram uma

incidéncia menor do que a esperada da DP, comparados aos pacientes nao-tratados

com os bloqueadores de canais de calcio®".
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1.1.1.3.2. Resveratrol

A forma esporadica ou ndo-genética da DP representa grande parcela dos
casos dessa doenca, e diversas reagdes toxicas estdo relacionadas a essa forma,
entre elas processos inflamatoérios, disfuncao da atividade mitocondrial e do sistema
ubiquitina-proteassoma, ativagao das vias de apoptose e alteragao da homeostase
entre antioxidantes/oxidagao. Desta forma, agentes como os polifendis, capazes de
atuar em multiplos mecanismos-alvo, podem representar uma potencial opg¢ao
terapéutica para a DP®,

O resveratrol € um polifenol nao-flavondide encontrado em uvas e no vinho
tinto, com capacidade de se ligar a varias moléculas sinalizadoras e de modular a
atividade de genes reguladores do ciclo celular, além de induzir a ativagado de
enzimas antioxidantes®.

Os efeitos bioldégicos do resveratrol sdo mediados principalmente pela
ativacdo das sirtuinas (SIRTs), uma familia de deacetilases dependentes de
nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD®) capazes de regular muitas fungdes
celulares através da deacetilagdo de histonas. Sir2 em Saccharomyces cerevisiae &
o membro fundador da familia de genes S/R7, e sete diferentes homodlogos de Sir2
foram identificados em humanos (S/R7T7 a SIRT77), com distintos alvos e

%36 As SIRTs podem atuar na modificagdo de mecanismos

localizacdes celulares!
associados a diversas doencas, devido a descoberta do envolvimento dessas
enzimas nos processos de apoptose, sobrevivéncia celular, transcricao,
metabolismo e envelhecimento®®).

Ha uma crescente evidéncia de que, além das propriedades antioxidantes e

anti-inflamatérias do resveratrol, a ativagdo da SIRT1 possa exercer agao

terapéutica no tratamento de doengas neurodegenerativas associadas ao
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envelhecimento®. Foi demonstrado que o resveratrol, juntamente com outro
composto ativador de SIRT, a quercetina, sdo capazes de proteger neurdnios
dopaminérgicos mesencefalicos contra diferentes tipos de insultos relacionados a
patogénese da DP - como a neurotoxina dopaminérgica MPP™ - sugerindo que o
resveratrol exerce efeito neuroprotetor através de distintos mecanismos celulares e
moleculares, que envolvem agdes antioxidantes e regulacéo da ativagao de SIRT®,

Em Drosophila melanogaster transgénica (com modelo da DP através da
expressao génica de a-sinucleina humana), o tratamento com Regraprex-R®, extrato
botanico que contém polifendis em sua composicao, incluindo o resveratrol, foi
capaz de reverter o déficit locomotor nesse modelo experimental, evidenciado pela
melhora na performance de escalada dos animais®?.

Ademais, a administracdo de resveratrol foi capaz de atenuar as alteragdes
motoras relacionadas ao parkinsonismo induzido por MPTP, além de diminuir o

dano neuronal e a sobrecarga de radicais-livres na substancia nigra de

camundongos“?).

1.1.2. Drosophila melanogaster como modelo animal para a

doencga de Parkinson

A mosca das frutas Drosophila melanogaster e os humanos compartilham
inUmeros genes em comum, conservam vias metabdlicas e sinalizadoras a nivel
celular e, além disso, ha uma crescente evidéncia de conservagdo a nivel
comportamental e de seus mecanismos moleculares, incluindo ritmos circadianos,

aprendizagem e memoria e sono. Mais recentemente, exemplares desse grupo
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estdo sendo empregados como modelos animais de doengas humanas que afetam o
sistema nervoso, como a doencga de Alzheimer e a DP“Y,

Uma via potencial de estudos envolvendo a descoberta de farmacos é a
escolha de organismos-modelo na area genética, como a Drosophila melanogaster.
A similaridade entre o mecanismo de agéo da droga, o comportamento e a resposta
genética em Drosophila melanogaster e em mamiferos fazem dessa mosca um
sistema atrativo para o estudo dos processos neurofarmacolégicos relevantes as
doengas humanas?.

Apesar de possuir uma distribuicdo de neurdnios dopaminérgicos no sistema
nervoso central de forma diferenciada do sistema nervoso de vertebrados, a
Drosophila melanogaster demonstra conservacdo de muitos recursos celulares e
moleculares de desenvolvimento e funcdo neuronal. Como prova disso, o
sequenciamento do genoma do referido animal revelou a homologia de cinco dos
seis genes relacionados & DP em humanos®?.

Mutagcdes dominantes nos genes a-Sinucleina e LRRKZ/dardarin, e mutagoes
recessivas nos genes Parkin, DJ-1e Pink17tém sido associadas a forma familiar rara
da DP. Desses cinco genes, a-Sinucleina, Parkine DJ-1 estdo sendo intensivamente
estudados. Modelos animais /n vivo e culturas celulares /in vifro vinculam as
mutagdes desses genes a prejuizos na estrutura e fungdo mitocondrial e na resposta
ao estresse oxidativo, reforcando o envolvimento da disfuncdo mitocondrial e do
estresse oxidativo na patogénese da DP. Essas proteinas demonstram interagir com
proteinas mitocondriais ou, até mesmo, estarem presentes na mitocondria,
sugerindo uma agéo direta das mesmas na fungao mitocondrial®.

Em Drosophila melanogaster, a expressao de a-Sinucleina humana é capaz

de provocar perda de neurbnios dopaminérgicos em moscas adultas, inclusdes de
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filamentos intraneuronais contendo a-sinucleina e disfuncao locomotora, remetendo
as caracteristicas essenciais da DP em humanos®.

Drosophila melanogaster com gene Parkinnulo exibe defeitos locomotores, os
quais estdo associados a degeneragao apoptotica generalizada do tecido muscular,
e patologias mitocondriais sdo as manifestagdes precoces da degeneragao
muscular. Além disso, vias de estresse oxidativo parecem exercer uma funcao direta
na patogénese envolvendo o gene Parkin*®. Esses mutantes também apresentam
degeneragcdo de neurbnios dopaminérgicos em determinados clusters - pequenos
agrupamentos dessas células no sistema nervoso da Drosophila melanogaster
adulta - e significativa reducéo do contetido dopaminérgico no encéfalo*?). Ademais,
Drosophila melanogaster com gene Parkin mutante possui uma sensibilidade
aumentada a toxicidade do paraquat, quando exposta ao meio alimentar contendo o
herbicida®“”.

O gene DJ-7aem Drosophila melanogaster, homologo do gene DJ-7 humano,
exerce papel importante na resposta ao estresse oxidativo e na manutengao
neuronal. A inibicdo da funcdo do DJ-7a resulta em acumulo celular de ERO,
hipersensibilidade do organismo ao estresse oxidativo e disfungéo e degeneragao de
neurdnios dopaminérgicos e fotorreceptores®). Além disso, foi demonstrado que
mutantes DJ-7b (outro homélogo do gene humano DJ-7) apresentam elevada
sensibilidade ao paraquat, apresentando uma reducio na habilidade de escalada em
relacdo as moscas selvagens também expostas ao herbicida®.

O estudo de Lee e cols (2008) demonstrou que o aumento das concentragdes
de paraquat em meios de cultivo de Drosophila melanogaster apresenta uma
correlagao negativa com a expressao do gene Parkin, relacionado a DP.

Além desses dados, a exposicado de Drosophila melanogaster ao paraquat é

capaz de reduzir os indices de sobrevivéncia e prejudicar a atividade locomotora em
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animais adultos®", além de induzir a perda seletiva de clusters de neurbnios
dopaminérgicos e gerar alteragdes motoras como tremores de repouso, bradicinesia,
comportamentos rotacionais e instabilidade postural, mimetizando certas

caracteristicas comportamentais associadas a DP®2.

1.1.3. Drosophila melanogaster e canais de calcio voltagem-

dependentes

Os insetos possuem um menor repertério de CCVD, se comparados aos
vertebrados. A mosca das frutas Drosophila melanogaster possui apenas um unico
gene ortdlogo de cada uma das subunidades Cay 1, Ca, 2 e Ca, 3 de vertebrados, o
que sugeriu a classificagdo genética dos CCVD em Drosophila melanogaster como
Dmca1D (~ subunidade Ca, 1), DmcalA (~ subunidade Ca, 2) e Ca-aut (~
subunidade Ca, 3), pertencentes as subunidades ai de Drosophila melanogaster.
Apesar dessa classificagédo, a porcentagem de identidade entre as subunidades Ca,
a4 codificadas nos genomas humanos e do referido animal n&o excedem 68% ).

A classificagdo Dmca1D em Drosophila melanogaster designa canais de
calcio tipo D com subunidades a4, devido a similaridade sequencial a expressao
génica de canais de calcio tipo D em cérebros de ratos®®. Em Drosophila
melanogaster, esses canais possuem um percentual de identidade de 66% com os
canais de calcio tipo-L Ca, 1.3 de humanos®.

Sabe-se que as correntes tipo-L em mamiferos sdo bloqueadas pelas trés
maiores classes de ligantes de canais tipo-L, as diidropiridinas, as fenilalquilaminas
e as benzotiazepinas. Entretanto, a poténcia desses antagonistas em bloquear

correntes de calcio em invertebrados ¢ menor®®.
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Embora os canais de célcio em Drosophila melanogaster apresentem uma
diversidade molecular via splicing alternativo, subunidades de multigenes
codificados e montagem diferencial dos tipos de subunidades, as sensibilidades
farmacoldgicas dos canais as diidropiridinas e fenilalquilaminas sao conferidas pela
subunidade a4, e dois genes de subunidade a; de canais de calcio, Dmca1A e
Dmca1D, tém sido clonados e investigados funcionalmente®®.

Por ser parcialmente homologo aos canais de calcio tipo-L em vertebrados, a
expressao de Dmcal1D é responsavel por correntes sensiveis as diidropiridinas,
amplamente registradas no sistema nervoso embrionario e em fibras musculares de
larvas de Drosophila melanogaster e, em adultos, nos musculos da perna. Dmca1D
e Dmca1A sao aparentemente essenciais, ja que mutagdes importantes de perda de
funcdo em um desses genes causam morte embrionaria®®%%").

Além de atuar na contragdo muscular (ou em sua modulagdo neuronal), a
expressao de Dmca1D parece ser requerida em outras fungbes, como a realizacao
de movimentos de incubagéo pela larva, enchimento de gas na traquéia através de
esforco metabdlico ou de movimento fisico, e modulacao da contracdo do coragao e
das visceras®®®).

Junto a esses dados, foi evidenciada a expressao preferencial de Dmca1D no
desenvolvimento larval e também no sistema nervoso adulto de Drosophila
melanogaster™. Demonstrou-se também, através de analises eletrofisioldgicas, que
a expressao de Dmca1D atua com uma contribuigdo majoritaria em correntes de

CCVD pertencentes aos processos dendriticos de motoneurdnios, tornando-o,

portanto, alvo preferencial para o blogueio de correntes de calcio®®”.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo geral

Analisar a atividade motora de Drosophila melanogaster selvagem da
linhagem Canfon-S exposta ao paraquat (ion 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilio dicloreto,
Gramoxone® 200, Syngenta, Brasil), avaliando as possiveis melhorias funcionais de
trés bloqueadores de canais de calcio - isradipina (Lomir®, Novartis, Brasil),
nifedipina (Adalat Retard®, Bayer, Brasil) e nimodipina (Nimotop®, Bayer, Brasil) - e

do resveratrol nesse modelo experimental.

1.2.2. Objetivos especificos

Analisar o comportamento motor, por meio do ensaio locomotor simples, no
22° dia de vida adulta de moscas machos e fémeas dos seguintes grupos
experimentais: 1-Controle; 2-PQ; 3-lsradipina; 4-Nifedipina; 5-Nimodipina; 6-
Resveratrol; 7-Etanol; 8-Isradipina+PQ; 9-Nifedipina+PQ; 10-Nimodipina+PQ; 11-

Resveratrol+PQ; 12-Etanol+PQ.
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2. CAPITULO 2

2.1.ARTIGO

The role of calcium channel blockers and resveratrol in the prevention of
paraquat-induced parkinsonism in Drosophila melanogaster - a locomotor

analysis

Submetido ao periddico: Comparative Biochemistry and Physiology — Part C:

Toxicology and Pharmacology
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ABSTRACT

Studies have suggested that neuronal loss in Parkinson’s disease (PD) could be
related to the pacemaker activity of the substantia nigra pars compacta generated by
L-type Ca,1.3 calcium channels, which progressively substitute voltage-dependent
sodium channels in this region during aging. Besides this mechanism, which leads to
increases in intracellular calcium, other factors are also known to play a role in
dopaminergic cell death due to overproduction of reactive oxygen species. Thus,
dihydropyridines, a class of calcium channel blockers, and resveratrol, a polyphenol
that presents antioxidant properties, may represent therapeutic alternatives for the
prevention of PD. In the present study we tested the effects of the dihydropyridines
isradipine, nifedipine and nimodipine and of resveratrol upon locomotor behavior in
Drosophila melanogaster. As previously described, paraquat induced parkinsonian-
like motor deficits. Moreover, none of the drugs tested were able to prevent the motor
deficits produced by paraquat. Additionally, isradipine, nifedipine, resveratrol and
ethanol (vehicle), when used in isolation, induced motor deficits in flies. This study is
the first demonstration that dyhidropyridines and resveratrol are unable to reverse the

locomotor impairments induced by paraquat in Drosophila melanogaster.

Keywords: Dihydropyridines, Drosophila melanogaster, Paraquat, Parkinson’s

disease, Resveratrol, Voltage-dependent calcium channels.
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1. INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is primarily characterized by motor symptoms
including bradikinesia, akinesia and tremor. PD patients present neuronal loss in
different brain areas, mainly in the substantia njgra pars compacta (SNpc) and, to a
lesser degree, in the ventral tegmental area (VTA) and retrorubral field (Halliday et
al., 1996; Dauer and Przedborski, 2003).

Recently, it has been suggested that the neuronal loss related to PD could be
associated to SNpc neurons’ pacemaker activity generated mainly by L-type voltage-
dependent calcium channels (VDCC), which substitute voltage-dependent sodium
channels, in this region, during aging (Chan et al., 2007). In the VTA, a dopaminergic
brain region damaged to a lesser extent in PD (Damier et al., 1999), the pacemaker
activity is continuously generated by sodium channels, suggesting VDCC activity
may have a causal role in the neuronal loss seen in PD (Chan et al., 2007; Sulzer
and Schmitz, 2007).

Increases in intracellular calcium are known to play an important role in
neuronal death, mainly by inducing dysfunctions in mitochondrial function and
reactive oxygen species (ROS) production; protein synthesis, folding and
proteasomal degradation and transcriptional regulation in the nucleus (Mattson,
2007; Chan et al., 2009).

High levels of VDCC Ca, 1.3 subunit mRNA are present in the dopaminergic
neurons of the SNpc, suggesting that this subunit may be related to neuronal death
in PD (Chan et al.,, 2007). Importantly, patients treated for hypertension with
dihydropyridines exhibited a lower than expected incidence of PD when compared
with patients not treated with calcium channel blockers (Rodnitzky, 1999). Thus, it is

possible that calcium channel blockers, particularly the dihydropyridines that have the
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capacity to cross the blood brain barrier, could be used as preventive and
neuroprotective agents against PD (Farkas et al., 2001; Surmeier et al., 2007).

Similarly, drugs that reduce ROS generation, such as resveratrol, can provide
some degree of neuroprotection in PD, probably due to their ability to reduce
oxidative damage to macromolecules, including proteins, nucleic acids and
polyunsaturated fatty acids, which are responsible for plasma membrane integrity
(Sun et al., 2008; Marambaud et al., 2009). Factors such as gene mutations and
exposure to herbicides are related to free-radical-mediated damage in the SNpc,
contributing to the development of PD (Schapira, 2009).

Resveratrol is a polyphenol found in red grapes, among other plants, to which
the benefits from wine consumption have been attributed. Resveratrol presents
antioxidant properties that are related to the activation of Sir2 enzymes, a family of
protein deacetylases that are NAD"-dependent, also called sirtuins, whose homolog
in mammals is known as SIRT. These enzymes are important for many cellular
processes including gene silencing, regulation of p53, fatty acid metabolism, cell
cycle regulation and extension of longevity (Yang et al., 2007; Sun et al., 2010).

Furthermore, a recent study has shown that resveratrol promotes neuronal
survival in a rat model of PD induced by 6-hydroxydopamine (6-OHDA), with
enhancement in the content of dopamine and its metabolite DOPAC, tyrosine
hydroxylase (TH) expression and improvement in motor behavior (Khan et al., 2010).
Thus, resveratrol could also be considered as a therapeutic candidate for PD
treatment or prevention.

A number of animal models have been employed in order to better understand
the mechanisms involved in PD, including primates (Decamp and Schneider, 2009),
rodents (Lindgren et al.,, 2010) and Drosophila melanogaster (Bayersdorfer et al.,

2010). These models are mainly based on the neurotoxic induction of PD-like
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symptoms using different agents, such as 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6
tetrahydropyridine (MPTP) (Xu et al., 2010), 6-OHDA (Chuang et al., 2010), rotenone
(Hu et al., 2010) and paraquat (Dinis-Oliveira et al., 2006; Jimenez-Del-Rio et al.,
2008).

Drosophila melanogaster is considered one of the most suitable organisms to
evaluate PD and other neurological dysfunctions for several reasons, such as: 1-
Rapid generation time (Botella et al., 2009); 2- A well described nervous system (lto
and Awasaki, 2008); 3- Similarities between the cellular and molecular mechanisms
of Drosophila melanogaster neurons and those of vertebrates (Nichols, 2006;
Whitworth et al., 2006); 4- Similarities, in terms of motor behavior, between the
parkinsonism induced in flies and PD in humans (when flies with parkinsonism
induced by neurotoxic agents, as paraquat, are compared with PD patients, for
example, flies also present bradikinesia that can be easily estimated using very
simple locomotor assays) (Chaudhuri et al., 2007); 5- Homologies in genes related to
PD in humans (Whitworth et al., 2006; Botella et al., 2009); 6- Significant homologies
between the Drosophila melanogaster and human calcium channels, for example, in
Drosophila melanogaster, the Ca, 1 subunit, designated as DmcalD, has a
percentage identity of 66% with the Ca, 1.3 subunit of humans (King, 2007).

The aim of the present study was evaluate the effects of chronic exposure to
three different dihydropyridines - isradipine, nifedipine and nimodipine - and
resveratrol upon the motor behavior of Drosophila melanogaster with paraquat-

induced parkinsonism.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Drosophila strain and culture maintenance

A total of 1440 flies wild-type CantonrS Drosophila melanogaster (from
Bloomington Drosophila Stock Center, Indiana University, USA) were used, including
480 in pilot studies to determine the paraquat dose to be used, and 960 in the
behavioral screenings. They were maintained at 25°C on a 12 hours light/dark cycle,
under 60-70% humidity, in bottles containing standard medium prepared with 10g
agar, 10g methylparaben (to prevent fungal growth), 100g of rye flour, 50g of brown

sugar, 1L of water and dried yeast.

2.2.Experimental groups

An initial study was performed in order to establish a sub lethal dose of paraquat
capable of significantly reducing the flies’ locomotion to be used in the following
analyzes. Doses of 2.0mM, 7.5mM, 10mM and 15mM of paraquat (1,1’-dimethyl-4,4’-
bipyridinium ion (Syngenta, Brazil)) were tested in animals from the 14" to 16" days
of life. Control group animals received normal medium for the equivalent period. This
experiment was performed using 14-day old male flies, day one being considered the
day of pupae eclosion, and the survival rate and locomotion were evaluated 48 hours
after.

Experimental groups for the main experiment are depicted in Table 1. Each
experimental group consisted of 80 flies from both genders (40 males and 40

females).
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2.3. Experimental procedures

The dihydropyridines, isradipine (Novartis, Brazil), nifedipine (Bayer, Brazil)
and nimodipine (Bayer, Brazil) were purchased from commercial sources.
Resveratrol (frans-3, 4', 5-trihydroxystilbene, extracted from Polygonum cuspidatum)
was purchased from Chengdu Hawk Bio-Engineering (Beijing, China) and presented
> 99% of purity (confirmed by High Performance Liquid Chromatography), as
previously described (Souto et al., 2001).

Treatments were performed by adding drugs to the cooked medium of the
corresponding group, at a final concentration of 1mM. The choice of these doses was
based in similar studies (Pendleton et al., 2002; Bass et al., 2007).

The flies treated with paraquat received a dose of 10mM of the herbicide
during a 48 hour period between the 14th and 16th days of life. The groups, paraquat
+ dihydropyridines, paraquat + resveratrol and paraquat + ethanol (vehicle of
resveratrol) were treated with the corresponding drug or vehicle during the period of

paraquat exposure (Chaudhuri et al., 2007) (Table 1).

2.4.Locomotor assay

Adult flies were separated by sex under cryoanesthesia for 5 minutes.
Locomotor tests were conducted in the morning (between 9 and 12 p.m.), in a room
with controlled temperature (25°C) and humidity (60-70%).

On the 22" day of life, the flies were submitted to a locomotor evaluation
according to Neckameyer and Matsuo (2008), with slight modifications as follows. A
single fly was placed into an empty 60mm Petri dish marked with a grid of 1cm

squares, allowed to recover for 30 s, after which the locomotor activity was observed
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for the first 2 and last 2 minutes of a 10 minutes period. The locomotion observed in
the first period was considered exploratory; while that in the second was considered
basal locomotion, since 6 — 8 minutes was considered sufficient time for the flies to
become accustomed to the environment (Neckameyer and Matsuo, 2008). The
number of grid lines crossed during each observation period was recorded by an
observer. In this environment, the flies are unable to fly, so the number grid lines
crossed represents a measure of locomotor activity. The chambers were wiped clean
and exposed to air after use in order to minimize any pheromonal or waste products

that might affect subsequently tested flies behavior.

2.5. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using two-way ANOVA followed by the

Bonferroni post-hoc test, using SPSS11.0 software.

3. RESULTS

Results from the initial study performed to determine the paraquat dose to be
used in the subsequent analyses (Figure 1) confirmed paraquat’s impact on the
animals’ survival and locomotion during both exploratory and basal activity periods
(Girardot et al., 2004; Neckameyer and Matsuo, 2008).

When given between the 14" and 16" days of life, paraquat significantly
affected survival in a dose dependent manner (Figure 1a). While paraquat at 15mM
caused 100% lethality, 10mM, 7.5mM and 2mM caused 95.7%, 70% and 19.6%,
respectively. In the locomotor assay, the performance of flies from these three

groups (2mM, 7.5mM and 10mM) revealed a significant reduction in the basal
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locomotor activity when compared with the control group (Fig 1c). However, only flies
exposed to 10mM of paraquat presented a significant decrease in exploratory
locomotion (Fig 1b). Thus, the final concentration of paraquat selected in our study
was 10mM, because it was the most toxic sub-lethal dose, capable of inducing
deficits in basal and exploratory locomotion in our flies.

Interestingly, when control males and females were compared in the
locomotor assays, a significant decrease was revealed in the exploratory and basal
locomotion in females (p<0.01) (Figure 2a and 2b).

When analyzing the locomotor performance of the dihydropyridine groups
composed of male flies, a decrease was observed in exploratory activity in the
groups PQ (p<0.001), Isr (p<0.01), Isr + PQ (p<0.001), Nif + PQ (p<0.01) and Nim +
PQ (p<0.01) when compared with the control group (Fig 3a). Observing basal
locomotion in males, there was a significant decrease in the following groups: PQ
(p<0.01), Isr (p<0.001) and Nif (p<0.05) (Fig 3b). In females, the exploratory and
basal locomotion were unaffected when compared with control (Fig 3c and 3d).

The locomotor performance of male groups related to resveratrol and ethanol
treatments showed a significant decrease in exploratory locomotion of the groups PQ
10mM (p<0.001), resveratrol (p <0.05), ethanol (p <0.001), resveratrol + PQ ( p
<0.001) and ethanol + PQ (p <0.001), when compared to the control group (Figure
3a). In relation to the basal locomotion of males, only the groups PQ 10mM (p <0.01)
and ethanol + PQ (p <0.001) revealed a reduced locomotor index, when compared
with the control group (Figure 3b). In females, the exploratory and basal locomotion

were unaffected when compared with control (Fig 3c and 3d).
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4. DISCUSSION

In our study, paraquat doses of 2mM, 7.5mM, 10mM and 15mM were found to
be significantly lethal (Figure 1a). This finding is similar to the results described by
Girardot and coworkers (2004) and Chaudhuri and coworkers (2007). The dose of
paraquat used in our study to induce a significant deficit in both exploratory and basal
locomotion (10mM) (Figure 1b and 1c) was similar to those used in other studies
(Girardot et al., 2004; Chaudhuri et al., 2007). However, we found a 100% lethality at
the 15mM paraquat dose, while previous studies have been performed using higher
concentrations of paraquat, such as 20mM, in the same Drosophila melanogaster
strain, Canfon-S, and failed to observe such significant mortality (Jimenez-Del-Rio et
al., 2008, 2010). We believe that the discrepancy between the lethal dose of
paraquat found in our study and those used in other related studies probably
originates in the different administration methods used. In the other studies, paraquat
was administrated using a filter paper saturated in paraquat; in our experiment,
paraquat was dissolved in the medium (Jimenez-Del-Rio et al., 2008, 2010).

Our choice of drug administration was based on previous studies in which the
drugs were dissolved in the standard medium, so increasing the exposure area of the
drug and, consequently, the possibility of the flies coming into contact with the
paraquat and other drugs is more homogeneous for all the animals maintained in the
bottle and is not altered by the variations in motor behavior inherent to each fly
(Pesah et al., 2004; Chaudhuri et al.,, 2007; Lee et al., 2008). In our dose-
assessment study, we only used male flies. The rate of food ingestion is higher in
female flies when compared with males, this is probably related to the higher
metabolism of females required for ovipositing, and large body mass when compared

with males (Jimenez-Del-Rio et al., 2008). Thus, females are more susceptible to
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drugs mixed in the medium, for this reason we chose to use males in the dose-
assessment study because the first dose capable of reducing locomotion in females
would probably be ineffective in males.

Analyzing different patterns of locomotion between the genders in control flies,
male flies were found to have higher levels of exploratory and basal locomotion
(Figure 2a and 2b). This difference is well documented in previous studies which
demonstrate that the average walking velocity is higher in males (Martin, 2004), while
females present more periods of locomotor inactivity than males (Belgacem and
Martin, 2002).

Analyzing the effects of dihydropyridines in the exploratory locomotion of
males, we noticed that none of the drugs used (isradipine, nifedipine and nimodipine)
were able to prevent the locomotor impairment produced by paraquat exposure
(Figure 3a). Moreover, isradipine was found to reduce exploratory locomotion. This
inhibitory effect of isradipine on spontaneous locomotor activity was previously
described in mice with hyper-excitability induced by alcohol withdrawal (Watson and
Little, 2002). Our data are also in accordance with a previous study in which the
rotarod test was used to demonstrate isradipine was not able to inhibit akinesia
generated by L-DOPA in rats (Rylander et al., 2009).

However, these results differ from those obtained in mice with parkinsonism
produced by MPTP injection or a combination of MPTP and probenecid. In these
animals, isradipine was able to reduce the MPTP-induced motor deficits (Chan et al.,
2007; Meredith et al., 2008). Isradipine also prevents the diskinesia induced by L-
DOPA in rats with parkinsonism generated by 6-OHDA injection (Schuster et al.,
2009). Regarding these studies and locomotor activity, it should be taken into

account that none of them included a group treated only with isradipine (Chan et al.,
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2007; Meredith et al., 2008; Schuster et al., 2009). Thus, the role of isradipine alone
in locomotor activity in rodents cannot be evaluated in these studies.

Like isradipine, nifedipine was unable to prevent the deficit in the exploratory
locomotion of males after paraquat administration (Figure 3a). Additionally, a
decrease in basal locomotion could be observed in flies treated only with nifedipine
(Figure 3b). In mice, this drug did not change locomotor activity (Sansone et al.,
1995). Nifedipine was previously tested in Drosophila melanogaster larvae and was
shown to be unable to block the calcium inflow mediated by VDCC (Worrell and
Levine, 2008), but was able to reduce the contractility mediated by
DPKQDFMRFamide, so generating inhibition in the larval muscular tonus (Clark et
al., 2008).

Nimodipine was also unable to revert the paraquat-induced deficits in
exploratory locomotion of males and used alone this drug does not present any effect
on either exploratory or basal locomotion (Fig 3a and 3b). Studies based on alcohol
and nicotine withdrawal protocols show that nimodipine is able to reduce the
resultant locomotor hyperactivity (Hart et al., 1996; Watson and Little, 2002).
However, it is difficult compare the results from previous studies with those of the
present study because studies showing the effects of nimodipine in non-treated
animals are very scarce.

Analyzing the effects of resveratrol and ethanol in the exploratory locomotion
of males, we noticed that none of the drugs used were able to prevent the locomotor
impairment produced by paraquat exposure (Figure 4a). Furthermore, resveratrol
and ethanol were found to reduce exploratory locomotion in this group. Similar
findings were reported in a previous study that shows that doses of more than 200uM
of resveratrol in Canfon-S Drosophila melanogaster inhibits spontaneous locomotor

activity when they are submitted to caloric restriction (Parashar and Rogina, 2009).
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Likewise, another study showed that resveratrol is able to prevent diet induced
obesity generated by a high fat diet in mice, and consequently reduce body weight.
This decrease is probably generated by enhancement of the basal metabolism,
because resveratrol in this case was unable to increase locomotion, but instead
promoted a significant decrease in ambulatory locomotor activity as well as a
tendency to decrease the number of rears in these mice (Lagouge et al., 2006).

On the other hand, it was demonstrated that resveratrol can provide a
neuroprotective effect in 6-OHDA-induced PD in rats. In these animals, resveratrol
also led to a significant improvement in motor coordination (Khan et al., 2010). Other
evidence also suggests that resveratrol improves neuromuscular function, generating
increases in muscle force and improving motor performance in the rotarod test (Baur
et al., 2006; Lagouge et al., 2006).

Our findings are also in contrast with the results found in flies that are used as
a genetic model of PD (a transgenic a-synuclein Drosophila melanogaster). In these
flies, treatment with Regrapex-R - a botanical formulation comprised of extract of
whole grape (Vitis vinifera) and Polygonum cuspidatum - shows increases in
antioxidant activity and improvements in the locomotor functions of these animals
(Long et al., 2009). Some technical considerations should be noted when comparing
our study with that of Long and coworkers (2009). The first is that while both studies
used Drosophila melanogaster, Long and coworkers (2009) used a transgenic type of
fly; the second is they also employed a climbing assay to estimate the locomotor
activity in flies. We tested this assay exhaustively in pilot studies, but unfortunately
the results obtained using this protocol always presented high variability, a lower
degree of reproducibility and unreliable results, at least in our experiments. Thus, we
decided to use a new protocol, the simple locomotor assay (Neckameyer and

Matsuo, 2008), which is currently one of the most widely used protocols for the
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evaluation of locomotion in flies, mainly because it is very similar to the open field
protocol used in rodents and presents less variability when compared with the
climbing assay.

We agree that in future studies other doses of resveratrol should be tested to
evaluate the effects of this substance in Drosophila melanogaster locomotor activity.
Recent studies have shown that the effects of resveratrol are dose dependent, a
study using dopaminergic culture cells exposed to paraquat and higher doses of
resveratrol showed that this association presents a strong neurotoxic effect,
increasing endoplasmic reticulum stress and caspase-mediated programmed cell
death, while low doses of resveratrol do not present the same effects (Chinta et al.,
2009). The choice of dose of resveratrol used in our study was based on a previous
study that showed that it to be the highest safe dose that does not alter the lifespan
in Drosophila melanogaster (Bass et al., 2007).

In conclusion, our study is the first to demonstrate that dihydropyridines and
resveratrol are unable to reverse motor deficits induced by paraquat in Drosophila
melanogaster. Additionally, we demonstrated that two of the tested dihydropyridines
(isradipine and nifedipine), resveratrol and ethanol (vehicle of resveratrol) in the
doses tested are responsible for locomotor impairments in flies while nimodipine

alone did not alter locomotor behavior in flies.
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LEGENDS

Table 1. Table showing the different treatments that flies were submitted to in the main
experiment. The concentrations presented (1mM for dihydropyridines, ethanol and
resveratrol, and 10mM for paraquat) were the final concentrations of drugs in the
medium. The first day of life of flies was considered the day of eclosion from pupae. 40

males and 40 females were used in each experimental group (960 flies in total).

Figure 1. a) Percentage of surviving flies exposed to four different concentrations of
paraquat (2mM, 7.5mM, 10mM and 15mM) during 48 hours. b) Exploratory
locomotion index of the dose-assessment study with control and surviving male flies
exposed to three different concentrations of paraquat (2mM, 7.5mM and 10mM)
during 48 hours. c¢) Basal locomotion index of the dose-assessment study with
control and surviving male flies exposed to three different concentrations of paraquat

(2mM, 7.5mM and 10mM) during 48 hours. (Mean £ SE).

Figure 2. a) Comparison of exploratory locomotion index between control males and
control females. b) Comparison of basal locomotion index between control males and

control females. (Mean = SE). ** p<0.01.

Figure 3. Treatment with Dihydropyridines. a) Exploratory locomotion index of
experimental groups of males. b) Basal locomotion index of experimental groups of
males. c) Exploratory locomotion index of experimental groups of females. d) Basal

locomotion index of experimental groups of females. (Mean + SE).

48



Figure 4. Resveratrol and Ethanol Treatments. a) Exploratory locomotion index of
experimental groups of males. b) Basal locomotion index of experimental groups of
males. c) Exploratory locomotion index of experimental groups of females. d) Basal
locomotion index of experimental groups of females. Note: Control and Paraquat

groups are the same as those presented in figure 3. (Mean £ SE).
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TABLE 1

Experimental Groups

Dihydropyridine Treatments
(1mM — 7% to 22™ days)

Ethanol Treatment
(1mM — 72 to 22™ days)

Resveratrol Treatment
(1mM — 72 to 22™ days)

Paraquat Treatment
(10mM — 14%to0 16" days)

Isradipine Nifedipine Nimodipine
Control
Paraquat (PQ) X
Isradipine (Isr) X
Nifedipine (Nif) X
Nimodipine (Nim)
Ethanol (vehicle of resveratrol) X
Resveratrol X
Isradipine + Paraquat (Isr + PQ) X X
Nifedipine + Paraquat (Nif +PQ) X X
Nimodipine + Paraquat (Nim + PQ) X
Ethanol + Paraquat (PQ) X X
Resveratrol + Paraquat (PQ) X X
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FIGURE 2
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FIGURE 4

30,00

25,00

=]
2
(=1
=3

15.00

10,00

Gridlines crossed/2min

L
=
(=1

0,00

30,00

20,00

15,00

10,00

ridlines crossed/2min

G

0.00

Exploratory Locomotion (-

a=Controlvs PQ (p=0.001)
b= Control vs Ethanol (p<0.01)

] ¢=Controlvs Ethanol + PQ (p<0.001)
d= Control vs Resveratrol (p<0.03)
e=Control vs Resveratrol+PQ (p<0.001)

il

Control PQ Ethanol Ethanol + Resveratrol  Resveratrol + PQ

Basal Locomotion ()

a= Control vs PQ (p<0.01)
b= Control vs Ethanol + PQ (p=0.001)

hi

Control Ethanol Ethanol + PQ Resveratrol ~ Resveratrol + PQ

55



c Exploratorv Locomotion (£)

30,00 4

M

5

f=3

5
:

20,00 4

15,00 1

10,00 1
N I I I l
0.00 4

Control Ethanol Ethanol + PQ Resveratrol Resveratrcl-*—PQ

Gridlines crossed/2min

Basal Locomotion (%)

30,00 4

e

o

=

=
L

t

=

=

=
L

15.00 1

10,00 1

B I l

Control Ethanol Ethanol + PQ Resveratrol ~ Resveratrol + PQ

Gridlines crossed/2min

56



3. CAPITULO 3
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3.1.CONSIDERACOES FINAIS

A relagao entre a exposigao ao PQ e o desenvolvimento de parkinsonismo &
relevante no estudo das causas e possiveis tratamentos relacionados a DP. Devido
ao baixo custo, rapida acao e caracteristicas ambientais, o PQ é um dos herbicidas
mais empregados mundialmente. A exposigdo cronica ao PQ vem sendo sugerida
em alguns estudos como fator etiolégico da DP, ja que em estudos com animais ele
demonstra agao toxica em neurdnios dopaminérgicos, além de promover acumulo
de a-sinucleina e aumento do estresse oxidativo®*5%¢",

O protocolo de indugdo de parkinsonismo em Drosophila melanogaster foi
desenvolvido a partir de testes-piloto anteriores a execucao dos tratamentos
experimentais. As concentracdes de PQ testadas - 2mM, 7.5mM, 10mM e 15mM -
mostraram efeitos téxicos dose-dependentes, ou seja, a menor dose testada
demonstrou o maior indice de sobrevivéncia, enquanto que a concentracdo de
15mM foi capaz de promover 100% de letalidade. Em relagdo ao comportamento
motor, a concentragéo final de 10mM de PQ foi selecionada como a dose sub-letal
mais adequada, por ser a unica dose capaz de diminuir significativamente as
locomogdes exploratdoria e basal de moscas machos submetidas ao ensaio
locomotor simples.

A exposicao de Drosophila melanogaster a concentracédo de 10mM de PQ
durante 16 horas demonstra efeito neurotéxico em células dopaminérgicas®?,
sustentando os achados do presente estudo - que evidenciou alteracbes motoras
significativas no referido modelo experimental - e os achados do estudo de

Chaudhuri e cols (2007), que associou a exposigdo ao PQ a perda de neurdnios

dopaminérgicos e ao déficit locomotor em Drosophila melanogaster.
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Além desses dados, foi evidenciada uma relagédo género-dependente no
comportamento motor de Drosophila melanogaster, avaliado através do ensaio
locomotor simples. Moscas machos controle demonstraram niveis de locomogao
exploratoria e basal significativamente maiores que moscas fémeas controle, e
esses achados estdo relacionados aos de estudos prévios®64,

Em relacdo aos tratamentos experimentais, a analise do comportamento
motor - através do ensaio locomotor simples - dos grupos relacionados aos
blogueadores de canais de calcio, demonstrou que nenhuma das diidropiridinas
testadas (isradipina, nifedipina e nimodipina) foram capazes de reverter o déficit
locomotor induzido pelo PQ em exemplares machos de Drosophila melanogaster,
enquanto que, em moscas fémeas, nenhuma diferenca no comportamento motor foi
evidenciada. Além disso, os tratamentos isolados com isradipina e nifedipina
demonstraram efeitos inibitérios na atividade locomotora de moscas machos.

Da mesma forma, a analise do comportamento motor através do ensaio
locomotor simples mostrou que o tratamento com resveratrol foi ineficaz, pois nao
reverteu a diminuicdo da atividade locomotora em exemplares machos de
Drosophila melanogaster expostos ao PQ. Em moscas fémeas, n&o foram
observadas alteragdes no comportamento motor. Ademais, os tratamentos isolados
com resveratrol e etanol (veiculo do resveratrol) foram capazes de prejudicar a
atividade locomotora de moscas machos.

Por fim, o presente estudo demonstrou pela primeira vez que os tratamentos
com diidropiridinas - isradipina, nifedipina e nimodipina - e resveratrol foram
incapazes de inibir o déficit locomotor induzido pelo tratamento com PQ em machos
e fémeas de Drosophila melanogaster da linhagem Canton-S. Desta forma, estudos
adicionais envolvendo a aplicacdo de diferentes concentragdes das drogas em

questao, distintos protocolos de analise locomotora e avaliagdo da histofisiologia
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dopaminérgica em Drosophila melanogaster sao necessarios, no intuito de
demonstrar se, efetivamente, os tratamentos com diidropiridinas e resveratrol sao
incapazes de promover neuroprotecéo e melhoria do déficit locomotor neste modelo

experimental da DP.
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ANEXO A - Consideragdes técnicas sobre a seccédo tecidual e o

procedimento imunoistoquimico em Drosophila melanogaster

Inicialmente, no projeto de pesquisa proposto para esta dissertacédo de
mestrado, tinhamos a previsdo de realizacdo da técnica imunoistoquimica para a
detecgdo de TH, um marcador de neurdnios catecolaminérgicos. Contudo, até o
presente momento, ndo conseguimos realizar de modo satisfatério a secgéo tecidual
da Drosophila melanogaster, principalmente pelas dificuldades encontradas nesse
animal devido as diferentes densidades dos tecidos que compdem a mosca.
Portanto, ainda ndo temos a disposicdo um numero significativo de animais
processados para essa técnica imunoistoquimica, no intuito de obtermos conclusdes
adequadas. Deste modo, os protocolos de seccao tecidual e procedimento
imunoistoquimico para TH estdo em andamento em nosso laboratério, para
publicacdo destes resultados em um futuro préximo.

Com o objetivo de que esta dissertacédo de mestrado sirva de guia para
experimentos futuros com histologia de Drosophila melanogaster, descreveremos,
sob forma de tabela, todos os protocolos de inclusdo e seccao tecidual que foram
testados em nosso estudo, mostrando os protocolos que tivemos resultados
insatisfatérios e satisfatorios. Foram considerados resultados satisfatérios aquelas
secgOes onde foi possivel a observagao das diferentes estruturas anatémicas que
compdem o corpo da Drosophila melanogaster e que foram imunorreativas para TH,
sendo suscetiveis a analise semi-quantitativa por densitometria 6ptica regional e
celular (Tabela 1 e Figura 1).

Todos os protocolos testados foram baseados em estudos prévios sobre

seccao tecidual em moscas e técnicas imunoistoquimicas!?.
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Em relagdo as metodologias aplicadas para o corte do inseto em criostato,
com inclusdo em tissue-tek, foram realizadas diferentes alternativas quanto ao
recolhimento dos cortes - free-floating, diretamente em lamina gelatinizada ou
diretamente em laminula gelatinizada. No método free-floating, nao foi possivel
realizar o recolhimento dos cortes, devido ao pequeno tamanho das seccgdes
obtidas. As secgdes coletadas diretamente em Ilaminas ou em laminulas
gelatinizadas demonstraram uma delimitagdo anatomica insatisfatoria devido ao
rompimento tecidual significativo, promovido pelo processo de congelamento.

Quanto as metodologias referentes ao corte em ultramicrotomo, foram
realizados diferentes protocolos de pds-fixacao - com ou sem tetréxido de ésmio - e
de inclusao - em resina Durcupan ou metacrilato. De qualquer forma, nenhuma das
metodologias empregadas foram satisfatérias, uma vez que houve apenas a
inclusdo de tecidos moles, sem a inclusdo do exoesqueleto de quitina, gerando
bolhas de ar que impossibilitavam o seccionamento dos insetos.

Por fim, nas metodologias relacionadas ao corte em micrétomo, foram
empregados diferentes fixadores e distintas estratégias de fixagdo. Nos grupos de
animais fixados em solugéo de Bouin ou formol 10%, com ou sem descalcificagéo
em EDTA e nao submetidos ao tratamento prévio em micro-ondas, nao foi obtido
padrao de seccionamento satisfatério em parafina. Entretanto, a fixagdo em formol
10%, sem o agente quelante EDTA, e o posterior tratamento em micro-ondas - 5
sessbes de 2 minutos, com intervalos de 30 segundos entre cada sesséo -
demonstrou ser o protocolo mais adequado para obtengao de cortes teciduais em
Drosophila melanogaster.

Posteriormente ao tratamento no micro-ondas, os animais permaneceram em
formol 10% durante 48h, a 4°C. Apds esse periodo, os insetos foram incluidos na

seguinte sequéncia: 1 - Alcool 70% por 3 minutos; 2 - Alcool 80% por 3 minutos; 3 -
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Alcool 90% por 3 minutos; 4 - Alcool 100% (1) por 3 minutos; 5 - Alcool 100% (I1) por
3 minutos; 6 - Xilol (1) por 3 minutos; 7 - Xilol (II) por 4 minutos; 8 - Parafina (I) por 10
minutos; 9 - Parafina (Il) por 10 minutos. Apds serem emblocados em parafina, os
animais foram seccionados a seis micrémetros de espessura em micrétomo (Leica
SM 200R). Os cortes obtidos foram corados com hematoxilina e eosina, permitindo a
diferenciacao clara das diferentes estruturas anatdbmicas que constituem o corpo da
Drosophila melanogaster, como o Iébulo, placa lobular, medula e distintas regides
protocerebrais (ventromedial, ventrolateral e posterior lateral), que constituem o
sistema nervoso do inseto, assim como a diferenciacédo das regides corticais e
medular do animal, mostrando nitidamente o0s corpos neuronais e seus
prolongamentos (Figura 1).

A partir desses resultados, estdo sendo realizados testes-piloto para a
execugdo do procedimento imunoistoquimico para TH nos cortes obtidos em
micrétomo, com fixagdo em formol 10% e tratamento em micro-ondas. O protocolo
de imunoistoquimica para TH esta sendo desenvolvido de acordo com Xavier e cols
(200%5), com algumas modificagdes, como: recuperagao antigénica com aplicagéo de
tampao citrato (0,01M) nos cortes, antes da etapa do bloqueio da imunoistoquimica,

e aplicagado de uma menor diluigdo do anticorpo anti-TH (1:100 ao invés de 1:750).
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Tabela 1 — ANEXO A

Fi Método de Método de Método de Espessura
ixador fixacs . ~ ; = Resultado
ixagao incluséo seccionamento da seccéo
PFA 4% + Sacarose 30% em PBS 0.1M Simples Tissue-tek Criostato 50um I
GLT 2.5% em PBS 0.1M Simples Durcupan Ultramicrétomo 1um I
GLT 2.5% em PBS 0.1M + TO 1% em PBS 0.2M Simples Durcupan Ultramicrétomo 1um |
GLT 2.5% em PBS 0.1M Simples Metacrilato Ultramicrétomo 1um I
GLT 2.5% em PBS 0.1M + TO 1% em PBS 0.2M Simples Metacrilato Ultramicrétomo 1um I
Solucéo de Bouin Simples Parafina Micrétomo 6um I
EDTA + Solugéo de Bouin Simples Parafina Micrétomo 6um I
Solucdo de Bouin Micro-ondas* Parafina Micrétomo 6um I
Formol 10% Simples Parafina Micrétomo 6um |
EDTA + Formol 10% Simples Parafina Micrétomo 6um I
Formol 10% Micro-ondas* Parafina Micrétomo 6um S

Resumo dos protocolos histologicos realizados em Drosophila melanogaster. Em todos os procedimentos testados, foram utilizados ao menos 5 animais.
Legendas: EDTA = Acido Etilenodiaminotetracético; PFA = Paraformaldeido; PBS = Tamp&o Fosfato Salino (pH 7.4); GLT = Glutaraldeido; TO = Tetroxido de
Osmio; | = Insatisfatorio; S = Satisfatério. *OBS: os animais fixados em micro-ondas foram submetidos a variagdes de 5 a 13 sessdes de 2 minutos, com
intervalos de 30 segundos, em micro-ondas convencional, na poténcia maxima. Os melhores resultados foram obtidos com 5 sessdes no micro-ondas.
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Figura 1 - ANEXO A

Posterior

Esofago

| *{,,ﬂ -E.!

Anterior

eosina, mostrando diferentes regides do sistema nervoso. Legendas: SPSL
Declive Pdstero-Superior; PLPR = Protocérebro Pdstero-Lateral; VLPR
Protocérebro Ventro-Lateral; VMPR = Protocérebro Ventro-Medial. Barra de
calibragdo = 100pm.

Secgdo da cabega de Drosophila melanogaster corada com hematoxilina e
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