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“Viver é enfrentar um problema atrás do 

outro. O modo como você o encara é que 

faz a diferença.” 

Benjamin Franklin 



RESUMO 

 

Em seres humanos, a doença de Parkinson (DP) é um processo neurodegenerativo 
que pode ocorrer de forma esporádica, familial ou associada à fatores ambientais, 
como a exposição à agrotóxicos como o Paraquat (PQ). A mosca da fruta, Drosophila 
melanogaster, tem sido amplamente utilizada como modelo biológico para o estudo 
da DP familial, envolvendo mutantes com superexpressão de genes ou genes nulos, 
além de estudos de parkinsonismo produzido por agentes indutores, como o PQ. 
Embora existam muitos estudos sobre os efeitos neuronais do PQ em D. 
melanogaster, são escassas as pesquisas sobre efeitos do PQ na ultraestrutura 
muscular e mitocondrial de D. melanogaster, tampouco seus efeitos em parâmetros 
de sobrevivência e locomoção, em diferentes idades, neste mesmo modelo biológico. 
Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a sobrevivência, locomoção e 
parâmetros ultraestruturais mitocondriais e musculares, utilizando-se curva de 
sobrevivência em 48 horas; teste de campo aberto, avaliado pelo software Anymaze; 
e microscopia eletrônica de transmissão (MET) associada à técnicas de morfometria 
planar e estereologia, em D. melanogaster de 2 e 15 dias de idade, tratadas com 
diferentes doses de PQ (0 – controle, 10, 50, 100, 150 e 200mM), diluídas no meio 
alimentar. Observamos que o PQ apresenta maior letalidade em moscas de 15 dias 
de idade, apresentando 20% de mortalidade em PQ10mM, 60% em PQ50mM e 100% 
em doses acima de PQ100mM. Em moscas de 2 dias de idade, uma mortalidade de 
20% pode ser observada, apenas na dose de PQ150mM, sendo que PQ200mM 
apresenta-se como dose letal, em ambos os grupos. Em relação a locomoção, em 
animais de 15 dias de idade, doses de PQ10mM e PQ50mM induzem significativa 
redução nos seguintes parâmetros locomotores: distância percorrida, velocidade 
média e velocidade média no tempo móvel (p <0,05), indicando sinais parkinsonianos 
de bradicinesia (movimentos lentos). Os animais de 2 dias não apresentaram 
diferenças em nenhum dos parâmetros locomotores analisados, em nenhuma das 
doses de PQ, quando comparados aos controles. As reduções de sobrevivência e 
locomoção provavelmente induzidas pelo tratamento agudo com PQ não estão 
associados à alterações ultraestruturais mitocondriais e musculares, uma vez que em 
todos parâmetros avaliados nas imagens de MET (densidade, porcentagem de área 
coberta, área e coeficiente de forma “Shape Z”), não foram encontradas diferenças 
em relação aos controles, em ambas as doses e idades avaliadas (Controle e 
PQ50mM; 2 e 15 dias de idade). Sendo assim, este estudo demonstra que o 
tratamento com PQ é mais nocivo, ao menos em relação à sobrevivência e a 
locomoção, em indivíduos maduros (15 dias de idade) quando comparados a 
indivíduos jovens (2 dias de idade). Além disso, o tratamento agudo com PQ não 
produz diferenças ultraestruturais em fibras musculares e mitocôndrias, como é 
descrito na literatura em mutantes de D. melanogaster com DP familial, como PINK1 
e parkin.  
 
Palavras-chave: Parkinson; Paraquat; Mitocôndria; MET; Drosophila melanogaster.  

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

In humans, Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative process that can occur 

sporadically, familial or associated with environmental factors, as pesticides exposure 

like Paraquat (PQ). Fruit fly, Drosophila melanogaster, has been widely used as a 

biological model for study of familial PD, involving mutants for genes overexpression 

or null genes, as well as studies of parkinsonism produced by inducing agents, as PQ. 

Although there are many studies on neuronal effects of PQ in D. melanogaster, there 

is scarce research on the effects of PQ on the muscular and mitochondrial 

ultrastructure of D. melanogaster, neither its effects on survival and locomotion 

parameters, at different ages, in this same biological model. Thus, the goal of present 

study was to evaluate survival, locomotion and ultrastructural parameters of 

mitochondrial and muscular fibers, using a 48 hour survival curve; open field test, 

evaluated by Anymaze software; and transmission electron microscopy (MET) 

associated to planar morphometry and stereology techniques, in 2 and 15-days-old D. 

melanogaster, treated with different PQ doses (0 - control, 10, 50, 100, 150 and 

200mM), diluted in medium. We observed that PQ has a higher lethality in 15-days-old 

flies, with 20% mortality in PQ10mM, 60% in PQ50mM and 100% in doses above 

PQ100mM. In 2-days-old flies, a 20% mortality can be observed, only at PQ150mM 

dose, and PQ200mM presents as a lethal dose, in both groups. Regarding locomotion, 

in 15-days-old animals, PQ10mM and PQ50mM doses induce a significant reduction 

in the following locomotor parameters: distance travelled, average speed and average 

speed in mobile time (p <0.05), indicating parkinsonian signs of bradykinesia (slow 

movements). The 2-days-old animals showed no differences in any of the locomotor 

parameters analyzed, in any PQ doses, when compared to controls. Reductions in 

survival and locomotion probably induced by acute treatment with PQ are not 

associated with ultrastructural changes in mitochondrial and muscular, since in all 

parameters evaluated in MET images (density, percentage of area covered, area and 

shape coefficient “Shape Z ”), no differences were found regarding to controls, in both 

doses and ages evaluated (Control and PQ50mM; 2 and 15-days-old). Thus, this study 

demonstrates that treatment with PQ is more harmful, at least concerning survival and 

locomotion, in mature individuals (15-days-old) when compared to young individuals 

(2-days-old). Furthermore, PQ acute treatment did not cause ultrastructural differences 

in muscle fibers and mitochondria, as previously described in the literature in D. 

melanogaster mutants with familial PD, as PINK1 and parkin. 

 

Keywords: Parkinson; Paraquat; Mitochondria; TEM; Drosophila melanogaster.  
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1 INTRODUÇÃO 
 

1.1  DOENÇA DE PARKINSON  

 

A doença de Parkinson (DP) é caracterizada como uma doença 

neurodegenerativa progressiva, sendo um dos distúrbios do movimento mais 

frequentes e debilitantes, usualmente relacionados à idade (1–3). Devido a 

patogênese e manifestações clínicas variadas, que são resultantes de interações 

complexas entre os fatores de susceptibilidade e o processo de envelhecimento (2), 

recentemente a DP tem sido denominada por alguns membros da comunidade 

científica como a “Quimera do Parkinson”, sendo, portanto, de vital importância 

aprimorar o conhecimento básico sobre essa doença e suas variáveis (4). 

A DP é a segunda doença neurodegenerativa mais comum em todo mundo, 

sendo que a de maior incidência e prevalência é a doença de Alzheimer (5,6). A DP é 

diagnosticada em todos os grupos étnicos, contudo, apresenta diferenças geográficas 

em relação à sua prevalência, sendo mais comum em países desenvolvidos onde os 

índices de longevidade populacional são elevados (7). Aproximadamente 1 a 2% da 

população mundial acima de 65 anos desenvolve DP, tendo um aumento desta 

prevalência para 3 a 5% quando os pacientes apresentam 85 anos ou mais e, 

baseando-se no crescimento esperado da população com mais de 65 anos, existe 

uma estimativa para a duplicação do número de pacientes com DP de 2005 até 

2030(8).  

A DP foi descrita primeiramente pelo médico inglês James Parkinson, em 

1817(9).  Contudo, uma melhor compreensão dos princípios anatômicos e fisiológicos 

da doença ocorreram apenas em 1958, com a definição do sistema nigro-estriatal de 

transmissão dopaminérgica. Na década de 1960 foi demonstrado que, após a perda 

de 70-80% dos neurônios dopaminérgicos da via nigro-estriatal, os principais sintomas 

motores da patologia podem ser claramente detectados em exames clínicos (10). 

A DP é caracterizada neuropatologicamente pela perda de células nigro-

estriatais e pela presença de precipitados proteicos, citoplasmáticos e com acúmulo 

de α-sinucleína, denominados corpos de Lewy (11,12). A neurodegeneração 

dopaminérgica da substância nigra pars compacta (SNpc) (Fig. 1) resulta em um 

déficit importante de dopamina no estriado e, desta forma, a DP é clinicamente 

diagnosticada por apresentar disfunções motoras, como tremores de repouso e em 
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movimento, acinesia (dificuldade de iniciar movimentos), bradicinesia (movimentos 

lentos), rigidez e instabilidade postural (13–15).  

Estudos sobre a neurodegeneração na DP sugerem determinadas 

características da doença. Primeiramente, a perda de neurônios dopaminérgicos 

associada à DP, que possui uma característica topológica diferente do padrão visto 

durante o envelhecimento normal. Indivíduos com DP apresentam perda celular 

concentrada nas porções ventrolateral e caudal da SNpc, enquanto indivíduos com 

envelhecimento normal apresentam uma leve perda neuronal na porção dorsomedial 

da SNpc. Adicionalmente, nos pacientes com DP, é possível a observação de uma 

drástica redução nos níveis de dopamina no estriado, seus metabólitos – ácidos 3,4-

dihidroxifenilacético e homovanílico - , além de uma redução nos receptores 

dopaminérgico (16,17).  

 

Figura 1 - Corte transversal de um encéfalo humano demonstrando a substancia nigra pars compacta 
(SNpc) de um indivíduo saudável e um indivíduo acometido pela DP. 

 

Fonte: Ropper, Samuels, Klein (2014)(18).  

 

Embora a maioria dos sintomas motores da DP estejam relacionados à 

neurodegeneração dopaminérgica na SNpc, outros sistemas neurotransmissores 

sofrem perda neuronal, como o colinérgico e o serotoninérgico, e outras regiões 

encefálicas também são afetados pela doença, como locus coeruleus, substância 

inominata, núcleos motores dorsais, campo retrorubral, área tegmental ventral, 

sistema nervoso vegetativo e córtex cerebral. Desse modo, acredita-se que a 

degeneração não-dopaminérgica seja a principal responsável pela manifestação de 
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sintomas não-motores da DP, como hiposmia/anosmia (diminuição ou perda total do 

olfato), constipação, impotência sexual, declínio cognitivo, ansiedade, depressão e 

distúrbios do sono, sendo que alguns destes sintomas estão presentes antes mesmo 

do surgimento das dificuldades motoras (17,19,20).  

Apesar de possuir uma etiologia desconhecida, foram evidenciadas diferenças 

no risco do desenvolvimento da doença mediante variantes como o gênero, onde a 

prevalência da doença é maior em homens, particularmente os de idade mais 

avançada, e essa diferença entre gêneros pode estar associada aos efeitos 

neuroprotetores dos hormônios esteróides femininos (21–26). A DP esporádica ou 

idiopática refere-se à grande maioria dos casos diagnosticados e que não possuem 

uma causa conhecida (27); a DP familial e o parkinsonismo familial são termos 

utilizados para a descrição de entidades relacionadas a padrões genéticos que 

induzem a doença e podem ser tanto dominantes quando recessivos, ocorrendo 

aproximadamente em até 10% dos casos (24,28,29).  

 

1.1.1 Disfunções mitocondriais na doença de Parkinson  

 

Diversos mecanismos estão envolvidos na disfunção mitocondrial na DP. 

Dentre estes, pode-se citar 1) Proteínas causadoras da doença associadas às formas 

familiares da DP, que têm demonstrado interagir direta ou indiretamente com 

mitocôndrias; 2) Anomalias na dinâmica mitocondrial e na sua distribuição intra-

neuronal; e 3) Modificações mitocondriais relacionadas ao envelhecimento, como 

alterações ocorrentes no DNA mitocondrial (28). 

 As mitocôndrias foram inicialmente implicadas na DP porque o 1-metil-4-fenil-

1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), cujo subproduto tóxico 1-metil-4-fenilpiridina 

(MPP+), que inibe o complexo I1 da cadeia de transporte de elétrons (CTE), causa 

parkinsonismo e neurodegeneração dopaminérgica em usuários dessa droga (29). O 

modelo de parkinsonismo foi, então, aprimorado em animais, nos quais o tratamento 

com rotenona – outro composto inibidor do complexo I –(30) ou com o MPTP(31) 

resultam em um fenótipo parkinsoniano, apresentando degeneração dos neurônios 

 
1 O complexo I é um componente da cadeia respiratória mitocondrial relacionado à fosforilação 
oxidativa. 
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dopaminérgicos da SNpc. Ao que tudo indica, o mecanismo de toxicidade nesses 

modelos de inibição do complexo I mitocondrial envolve estresse oxidativo (30-32).       

Estudos demonstram que muitos dos genes que são associados à DP também 

envolvem as mitocôndrias na patogênese desta doença, nesse sentido, os genes 

nucleares α-sinucleína, parkin, DJ-1, PINK1, vem sendo estudados intensamente 

(33–38). Por outro lado, são poucos os casos em que a DP é associada a mutações 

hereditárias de DNA mitocondrial(39). 

Mutações ocorrentes no gene da α-sinucleína estão associadas à DP familiar 

autossômica dominante. A α-sinucleína apresenta-se como o componente principal 

dos corpos de Lewy, e, aparentemente, o efeito primário das mutações de α-

sinucleína é uma formação expandida de agregados oligoméricos ou fibrilares 

(40). Contudo, parece haver uma correlação entre o acúmulo ou degradação 

anormal de proteínas, a disfunção mitocondrial e o estresse oxidativo. Em 

camundongos transgênicos, por exemplo, a superexpressão de α-sinucleína  

prejudica a função mitocondrial(40). A utilização de camundongos com 

superexpressão de α-sinucleína mutante A53T demonstrou que as mitocôndrias 

degeneradas foram imunocoradas para α-sinucleína, o que leva a possibilidade de 

que a α-sinucleína mutante possa danificar diretamente as mitocôndrias(41).  

A mutação no gene parkin é associada com a DP juvenil autossômica 

recessiva, uma vez que parkin codifica a proteína ubiquitina E3 ligase, uma mutação 

nesse gene induz anormalidades no sistema ubiquitina-proteassoma. Posto que, 

existam inter-relações entre o funcionamento anormal do sistema ubiquitina-

proteassoma, estresse oxidativo e disfunção mitocondrial, a deficiência de parkin 

ou mutações deste gene levam ao estresse oxidativo e à disfunção mitocondrial, 

visto que parkin pode associar-se com a membrana mitocondrial externa e prevenir 

o edema mitocondrial, a liberação do citocromo c e a ativação da caspase, assim, 

esse efeito de proteção acaba sendo anulado pelos inibidores de proteassoma e 

pela mutação de parkin(42). Este gene também foi localizado nas mitocôndrias de 

células em proliferação, onde demonstrou-se uma associação ao fator de 

transcrição mitocondrial A e o aumento da biogênese mitocondrial (43). Ademais, a 

disfunção mitocondrial e o estresse oxidativo também podem afetar a função de 

parkin e exacerbar suas mutações(44).  

Mutações ocorrentes no gene DJ-1 também estão associadas à DP juvenil 

autossômica recessiva(45). Estudos demonstram que o DJ-1 realiza interações com 
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a α-sinucleína(46), parkin e PINK1(46,47). Em geral, a função de DJ-1 aparenta ser 

a proteção contra a morte celular, especialmente as que são induzidas pelo estresse 

oxidativo. Este gene também pode atuar como um sensor redox, ou seja, o estresse 

oxidativo faz com que um resíduo de cisteína crítico (C106) seja acidificado, o que 

leva à sua relocalização às mitocôndrias, mutações C106 impossibilitam essa 

relocalização mitocondrial, o que acaba por prejudicar a resposta celular ao 

estresse oxidativo e ao dano mitocondrial(33). A deficiência de DJ-1, em 

camundongos, causa hipersensibilidade ao MTPT e ao estresse oxidativo(48).  

Assim como os dois genes anteriores, PINK1 também representa uma 

terceira forma de DP juvenil autossômica recessiva(49). Pacientes com mutação em 

PINK1 apresentam sintomas clinicamente idênticos aos de pacientes com formas 

esporádicas de DP(29). Este gene é localizado na mitocôndria(34), apresentando-

se como uma quinase e, assim como a DJ-1, parece atuar na proteção contra a 

morte celular(50). 

Um ponto que deve ser ressaltado é que, embora a ciência tenha avançado no 

entendimento das alterações mitocondriais neuronais relacionadas aos diferentes 

tipos de parkinsonismo, brevemente descritas anteriormente, ainda pouco se sabe 

sobre as alterações mitocondriais musculares inerentes à essa doença, tanto no 

âmbito ultraestrutural quanto metabólico.  

  

1.1.2 Alterações musculares na doença de Parkinson 

 

Uma função essencial dos músculos, principalmente os estriados esqueléticos, 

é a função motora, contudo, os músculos possuem atribuições fundamentais na 

manutenção da homeostase, incluindo controle de temperatura e metabolismo 

sistêmico, fornecendo a principal reserva de aminoácidos do corpo. Como todo 

organismo, os músculos são vulneráveis a uma série de doenças sistêmicas, além de 

processos catabólicos, inflamatórios, imunológicos, endócrinos e metabólicos, 

consequentemente, alterações na estrutura e função musculares geradas por esses 

processos podem afetar a função motora (51–53). 

A compreensão sobre o modo como a DP altera de modo significativo a 

musculatura estriada esquelética, passa obrigatoriamente pelo entendimento de que 

essa doença afeta de modo relevante as vias neurais responsáveis pelo controle de 

postura e movimento, principalmente as vias mesencefálicas, resultando em uma 
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alteração crônica significativa do lançamento de acetilcolina na junção neuromuscular, 

alterando não somente a contração muscular, através dos receptores nicotínicos, mas 

também o metabolismo muscular, desse modo, observa-se que os pacientes com DP 

apresentam perda de massa muscular, fadiga e resistência ao exercício (54).  

Embora os mecanismos celulares e moleculares do fenótipo da musculatura 

estriada esquelética na DP ainda não estejam bem descritos, algumas hipóteses, com 

participação mitocondrial, são aventadas. Nesse sentido, é importante recordarmos 

que os músculos estriados esqueléticos também têm a função de manter o 

metabolismo energético do organismo, oxidando glicose e ácidos graxos nas 

mitocôndrias. Desse modo, manter a saúde mitocondrial é vital para um metabolismo 

energético normal e também para a preservação do músculo esquelético (55,56).  

 Em condições de desuso muscular e em resposta à doença crônica, a massa 

muscular esquelética perde-se através de um processo conhecido como atrofia do 

músculo esquelético. Estudos demonstraram que a perda de musculatura esquelética 

é associada com a ação do sistema de ubiquitina-proteassoma e ligases E3 músculo-

específicas (57,58). Além da ubiquitinação de proteínas intracelulares, a disfunção 

mitocondrial também é vista durante condições de desgaste muscular (55). Estudos 

também relatam anormalidades mitocondriais durante a perda de massa muscular 

relacionada ao envelhecimento (59,60) e atrofia por desuso (61). 

Corroborando com a associação entre DP e perda muscular, um estudo prévio 

demonstrou que, em camundongos, a ausência do gene parkin – anteriormente 

descrito como um dos genes envolvidos com a DP familial juvenil autossômica 

recessiva – resulta em redução da massa corporal, diminuição da massa muscular 

esquelética e atrofia das fibras musculares (62). Embora os efeitos da DP familial na 

musculatura comecem a ser abordados na literatura, até o presente momento, pouco 

se sabe sobre os efeitos, agudos ou crônicos, dos agentes indutores de parkinsonismo 

como o PQ, sobre a musculatura estriada esquelética.  

 

1.2 O PARAQUAT E O PARKINSONISMO 

 

O parkinsonismo está associada à inúmeros fatores de risco ambientais, seja 

na modulação da doença ou em sua progressão. Foi comprovado, através de dados 

de estudos epidemiológicos, que existe uma associação entre o aumento no risco do 
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desenvolvimento de parkinsonismo em humanos e determinados fatores ambientais, 

entre estes, a exposição a agrotóxicos como o paraquat (PQ)(63–65).  

O PQ, do grupo químico bipiridílio, é um herbicida de amplo espectro e, embora 

tenha sido proibido em 32 países por restrições substanciais, continua sendo 

amplamente utilizando no mundo inteiro (66). É considerado não seletivo e de rápida 

ação, sendo registrado para o controle de pragas em culturas como milho, algodão, 

soja, maçã, cana-de-açúcar, entre outras (67), inclusive no Brasil (68). O PQ é capaz 

de induzir lesões associadas ao parkinsonismo em animais, como ratos e 

determinadas linhagens de camundongos, através de mecanismos 

neurodegenerativos direta ou indiretamente relacionados a espécies reativas a 

oxigênio (ERO)2 (69).  

O PQ possui uma estrutura semelhante com o MPP+ (2) (Fig. 2), um subproduto 

tóxico, gerado a partir da oxidação da MPTP, que tem grande facilidade de ultrapassar 

a barreira hematoencefálica devido sua alta lipofilicidade. A oxidação de MPTP em 

MPP+ ocorre através da enzima monoamino oxidase (MAO), no sistema nervoso 

central (SNC) (70). A MPP+ tem a capacidade de ser transportada aos neurônios 

dopaminérgicos pelos transportadores de dopamina (DAT), provocando a morte de 

tais neurônios (63). Devido à grande semelhança estrutural entre a MPP+ e vários 

pesticidas como o PQ, correlaciona-se a exposição a esses pesticidas e o 

desenvolvimento de parkinsonismo (63,71–73). 

 

Figura 2 - Fórmulas estruturais do MPTP, MPP+ e paraquat. 

 

 

Fonte: Ayala, Andérica-Romero, Pedraza-Chaverri (2014)(74)  

 
2 ERO são moléculas instáveis e extremamente reativas, capazes de transformar outras moléculas com 
as quais colidem. As ERO são geradas em grande quantidade durante o estresse oxidativo. 
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Durante muitos anos acreditou-se que o PQ não era capaz de alcançar o SNC 

com a mesma eficácia do MPTP (75), pelo fato de se tratar de uma molécula 

dicatiônica hidrofílica, de baixo coeficiente de partição e pela dificuldade de atravessar 

membranas (70). Contudo, estudos in vitro e in vivo demonstraram que o PQ tem a 

capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica através da ação de 

transportadores de aminoácidos neutros, como por exemplo o sistema aminoácido 

transportador tipo L-1 L (LAT-1) (63,76,77), induzindo, assim, a neurodegeneração 

dopaminérgica (69). O PQ exerce seu efeito deletério nesses neurônios de uma 

maneira única, comparando-se ao MPP+ (78). Em relação ao mecanismo de 

transporte do PQ aos neurônios dopaminérgicos, o entendimento parece controverso; 

sendo descrito um não envolvimento do DAT, diferentemente do que ocorre com o 

MPTP (79). 

Em ratos, a administração sistêmica repetida de baixas doses de PQ, via 

intraperitoneal, leva à origem de ERO no encéfalo, o que pode acabar por 

desencadear processos neurodegenerativos progressivos e lentos. Foi evidenciado 

também que a exposição sistêmica subcrônica ao PQ, tem a capacidade de provocar 

mudanças degenerativas em neurônios, principalmente uma perda significativa de 

neurônios dopaminérgicos da SNpc. Esses resultados foram comprovados através da 

contagem do número total de células coradas pelo método de Nissl na SNpc e da 

análise estereológica do número de neurônios tirosina-hidroxilase imunorreativos 

nesta mesma região encefálica (80).  

 

1.2.1 O paraquat e a disfunção mitocondrial  

 

Sendo a principal organela envolvida na respiração celular, a mitocôndria é 

responsável pela geração de ERO induzida por PQ em encéfalo de ratos (78).  O PQ 

possui a capacidade de atravessar as membranas dos neurônios dopaminérgicos e 

de acumular-se nas mitocôndrias, assim, acarreta alterações no complexo I da CTE 

(28), o que prejudica a geração de um gradiente de prótons ao longo da membrana 

mitocondrial interna, afetando negativamente a geração de adenosina trifosfato 

(ATP) (81), além da geração de ERO. Esses dados são comprovados através de 

estudos que demonstram, em neurônios dopaminérgicos da SNpc, um bloqueio no 

complexo I mitocondrial em modelos experimentais de parkinsonismo (28).   
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O complexo I é caracterizado como o principal local para a entrada de elétrons 

na CTE(82,83). Para ser uma cadeia respiratória funcional, é necessária a geração de 

um gradiente de prótons através da membrana mitocondrial interna, explorada em 

uma etapa subsequente pelas ATPases mitocondriais para gerar ATP (84,85). 

Distúrbios na transferência de elétrons através do complexo I levam à uma 

degradação do gradiente de prótons e, consequentemente reduzem a geração de 

ATP. Com a limitação da disponibilidade de ATP, a homeostase 

do Ca2+ mitocondrial é perturbada, - visto que as mitocôndrias são envolvidas na 

regulação homeostática de Ca2+ - contribuindo assim para a disfunção 

mitocondrial(86,87). Paralelamente à redução na geração de ATP, o bloqueio do fluxo 

de elétrons ao longo da cadeia respiratória resulta em uma redução de oxigênio 

molecular, gerando o radical superóxido (O2
+)(85).  Níveis elevados de ERO 

promovem o dano oxidativo do DNA, proteínas e lipídios mitocondriais e 

desencadeiam a fragmentação mitocondrial(88,89). A perda do potencial 

transmembrana mitocondrial, diminuição da produção de ATP mitocondrial, distúrbios 

no Ca2+ mitocondrial homeostático, assim como a produção de níveis nocivos de ERO 

são características coletivamente referidas como disfunção mitocondrial(90).  

Hosamani e col (2013), usando Drosophila melanogaster como modelo de 

estudo, demonstraram que o PQ induz estresse oxidativo em mitocôndrias. A 

exposição aguda ao herbicida acarretou um aumento acentuado de malondialdeído – 

um marcador de estresse oxidativo – em 43%, além de níveis de ERO em 27% nas 

mitocôndrias. O mesmo estudo evidenciou que a exposição ao PQ produziu uma 

redução significativa na atividade enzimática do complexo I mitocondrial, em 

concentrações mais elevadas. O potencial de membrana também foi verificado, por 

ser um dos indicadores de integridade mitocondrial, quando os resultados 

demonstram uma diminuição do potencial de membrana, consequentemente há uma 

redução da integridade mitocondrial, no entanto, neste estudo, foi evidenciado que o 

PQ aumentou o potencial de membrana - o que mostra que a integridade mitocondrial 

não foi danificada-, contudo, os resultados de estresse oxidativo mantiveram-se (91). 

Dessa forma, esse resultado especula que a alteração do potencial de membrana 

pode facilitar a captação de PQ nas mitocôndrias (92). 
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1.3  Drosophila melanogaster COMO MODELO ANIMAL PARA O 

PARKINSONISMO   

 

Apesar de possuir um SNC menos complexo que o humano, D. melanogaster, 

conhecida popularmente como “mosca das frutas”, compartilha inúmeros genes em 

comum com humanos, além de apresentarem a conservação de vias metabólicas e 

sinalizadoras à nível celular. Este grupo tem sido empregado frequentemente como 

modelos animais que mimetizam doenças humanas neurodegenerativas, como a 

doença de Alzheimer e a DP (93–96).  

 A D. melanogaster se apresenta como um sistema biológico simples, porém 

valioso para estudos in vivo, sendo considerado como uma ferramenta importante 

para o estudo de fatores genéticos relacionados à patologia da DP (97,98). Por serem 

organismos invertebrados de pequeno porte, o uso de D. melanogaster torna-se 

vantajoso, devido ao seu tamanho reduzido, ciclo de vida curto, dimorfismo sexual, 

grande fecundidade, número reduzido de cromossomos e genoma relativamente 

pequeno quando comparado ao de ratos ou humanos. Além disso, são de fácil cultivo 

em laboratório e possuem poucas exigências nutricionais, além do baixo custo de 

manutenção (99,100).  

Apesar de possuírem uma distribuição de neurônios dopaminérgicos no SNC 

de forma diferente do sistema nervoso de vertebrados, D. melanogaster demonstra 

similaridade de diversos recursos celulares e moleculares para funcionamento e  

desenvolvimento neuronal (101). Já foi confirmado que o cérebro de indivíduos 

adultos de D. melanogaster possui grupos neuronais de neurônios dopaminérgicos 

distintos, e compartilha os mesmos sistemas de neurotransmissores de humanos, 

GABA, glutamato, dopamina, serotonina ou acetilcolina, sendo capazes de realizar 

comportamentos complexos que reproduzem alguns comportamentos humanos 

dependentes de neurônios dopaminérgicos (97). O sequenciamento do genoma de D. 

melanogaster revelou a homologia de cinco dos seis genes que são relacionados à 

DP em humanos (101).  

Mutações dominantes nos genes α-sinucleína e LRRK2/dardarin e recessivas 

nos genes parkin, DJ-1 e PINK1 são diretamente associadas à forma familial rara da 

DP. Dentre esses genes, α-sinucleína, parkin e DJ-1 vem sendo estudados de forma 

intensiva (50,102–109). Modelos in vivo e in vitro apresentando mutações desses 

genes demonstram prejuízos na estrutura e função mitocondrial e em respostas à 
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estresse oxidativo, assim, reforçam o envolvimento desses fatores na patogênese da 

DP (110).   

A expressão de α-sinucleína em D. melanogaster tem a capacidade de 

provocar a perda dos neurônios dopaminérgicos em moscas adultas, inclusões de 

filamentos intraneuronais contendo α-sinucleína além de disfunção motora, o que 

remete claramente as características mais comuns da DP de humanos (111).    

 Vias de estresse oxidativo aparentemente exercem uma função direta 

na patogênese envolvendo o gene parkin em D. melanogaster (112). Além disso, 

esses mutantes também apresentam uma degeneração de neurônios dopaminérgicos 

em determinados clusters  (caracterizam-se por pequenos agrupamentos dessas 

células no sistema nervoso da D. melanogaster adulta)  e uma redução significativa 

do conteúdo dopaminérgico no cérebro. A  D. melanogaster, quando possui o gene 

parkin mutante, apresenta uma maior sensibilidade à toxicidade do PQ, quando 

exposta ao meio alimentar contendo o pesticida (113).   

Homólogo ao gene DJ1 humano, o gene DJ1a em D. melanogaster possui um 

papel importante na manutenção neuronal e na resposta ao estresse oxidativo. 

Quando DJ1a tem sua função inibida, resulta em um acúmulo celular de ERO, além 

de apresentar uma hipersensibilidade do organismo ao estresse oxidativo 

e disfunção e degeneração de neurônios dopaminérgicos e fotorreceptores(114). 

Além disso, em moscas, o DJ-1 sofre inativação oxidativa progressiva com o 

envelhecimento, que, por sua vez, aumenta a sensibilidade ao estresse oxidativo, 

e poderia fornecer uma explicação potencial para a dependência da idade de PD 

esporádicos(46). Também foi demonstrado que mutantes DJ1b (também homólogo 

ao gene humano DJ1 apresenta uma maior sensibilidade ao PQ, com redução na 

habilidade de escalada quando relacionas às moscas selvagens (controle) também 

expostas ao herbicida (115).  

O aumento das concentrações de PQ em meios de cultivo contendo D. 

melanogaster apresenta uma correlação negativa em relação à expressão do Gene 

parkin relacionado à DP (116). Além disso, em indivíduo adultos D. melanogaster, o 

PQ prejudica a atividade locomotora e reduz os índices de sobrevivência (117). O PQ 

também induz à perda seletiva de clusters de neurônios dopaminérgicos, gerando, 

assim, alterações motoras típicas do parkinsonismo como tremores, instabilidade 

postural, bradicinesia e comportamentos rotacionais, semelhante à certas 

características comportamentais associadas à DP (118). 
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1.3.1 Degeneração muscular em D. melanogaster 
 

A degeneração muscular em D. melanogaster é tema de diversos estudos 

(104–106,119–121). Indivíduos apresentando o gene parkin de forma nula têm um 

fenótipo de asa virada para baixo, onde os mutantes têm as asas em um ângulo 

aproximadamente de 45º enquanto os indivíduos selvagens mantém suas asas 

paralelas ao solo (119). Nesses mutantes, as moscas em seu primeiro dia de vida 

exibem postura normal das asas, e, aos 10 dias de idade, mais de 70% mostram-se 

com o fenótipo mencionado, evidenciando que a degeneração tem uma correlação 

positiva com a progressão de idade, embora os indivíduos dessa linhagem mutante 

não apresentem alterações na sua sobrevivência e capacidade de nadar, esses 

apresentam defeitos graves tanto na capacidade de voo quanto de subida (119,120).  

A musculatura de voo das moscas é separada de forma anatômica e fisiológica 

em dois grupos funcionalmente distintos. A maior parte do volume torácico é 

preenchida com músculos de voo indiretos (MIV), que geram forças mecânicas 

elevadas, necessárias para o voo. Apesar desses músculos possuírem um papel 

críticos na condução de movimento das asas, estes não se inserem diretamente na 

base da asa, mas sim às cutículas, cuja deformação age como uma espécie de 

“dobradiça”, fazendo com que as asas se movam. Os MIV são divididos em dois 

grupos, que são conjuntos antagonistas de músculos que correm de frente para trás 

– os músculos dorso–longitudinais (MDL), compostos por 12 fibras musculares – e de 

cima para baixo – os músculos dorso-ventrais (MDV), compostos por 14 fibras 

musculares -, localizados dentro do tórax(122) (Fig 3). Um sistema complexo de 

acoplamento mecânico dentro do exoesqueleto do tórax desses animais transforma 

pequenas tenções geradas pelos MIV no grande movimento de varredura das asas 

(123).    
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Figura 3 - O tórax de D. melanogaster e seus músculos indiretos de voo. À esquerda, os músculos 
dorso-longitudinais (MDL); à direita, os músculos dorso-ventrais (MDV). O desenho (inferior) mostra 
uma secção transversal através do tórax com músculos dorso-ventrais (MDV) e músculos dorso-
longitudinais (MDL) indicados. 

 

 

Fonte: Hedenström (2014)(122).  

 

Análises histológicas dos principais MIV e da probóscide de D. melanogaster 

apresentando o gene parkin nulo revelaram uma ruptura severa da integridade 

muscular nesses animais a qual estaria relacionada à uma diminuição do número de 

miofribilas, além de desintegração da matriz e inchaço mitocondrial. A superexpressão 

de parkin é capaz de restaurar essas alterações morfológicas, indicando que a as 

alterações mitocondriais constituem um indicador precoce de disfunção muscular e 

que a patologia muscular desses animais apresenta natureza degenerativa (120). 

Contudo, as alterações descritas nesses mutantes parecem ser músculo-específicas, 

uma vez que músculos envolvidos no salto, como o depressor tergal do trocânter 

(DTT), apresentaram-se morfologicamente e funcionalmente normais (120).  

O DTT é um músculo usado para salto, o que para D. melanogaster, é 

basicamente um prelúdio para o voo. Possuindo uma estrutura diferenciada dos MIV, 

os DTT apresentam fibras de diâmetro menores e de forma retangular quando vistas 

em seção transversal, e, além disso, são dispostas em duas camadas. As miofibrilas 

MDL 

MDL 

MDV 

MDV 
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são retangulares, com um lado aproximadamente três vezes maior que o outro. Ao 

contrário dos MIV, os músculos das pernas são, provavelmente, síncronos – ao 

contrário dos MIV, que são assíncronos -, apresentando impulso nervoso por 

contração muscular (124). Tanto dados de comportamento quanto de microscopia 

sustentam a hipótese de que os fenótipos de degeneração muscular ocorrem em 

apenas alguns grupos musculares específicos (120) e, como esses mutantes 

possuem uma capacidade nutricional normal, acredita-se que a musculatura lisa não 

seja afetada significativamente (119).   

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) foi utilizada para investigar a 

natureza dos defeitos dos MIV em D. melanogaster com gene parkin mutante. As 

fibras musculares do tipo selvagem possuíam uma estrutura altamente regular e 

uniforme. Em estágio de pupa, as fibras de MIV mutantes da parkin exibem morfologia 

normal e são indistinguíveis dos animais de controle. No entanto, dois dias após a 

eclosão, os mutantes de parkin apresentavam bordas rugosas, espaçamento maior 

entre os grupos fibrilares e um número reduzido de fibrilas, sugerindo, como dito 

anteriormente, que a degeneração muscular é progressiva. Os mutantes parkin 

também demonstraram um número reduzido de mitocôndrias, que são geralmente de 

tamanho menor e variável, com uma perda significativa de cristas. Além disso, sinais 

de apoptose, incluindo condensação da cromatina e quebra do envelope nuclear, 

foram observados nos tecidos musculares de parkin mutante (119). 

Mutantes PINK1 de D. melanogaster também apresentam um modelo de asa 

modificado. Tanto as fêmeas quanto os machos exibem uma postura de asa retraída 

ou inclinada, enquanto as moscas controles mantém suas asas paralelas ao eixo do 

corpo. Assim como em parkin, esse fenótipo progrediu com a idade: 20% das moscas 

recentemente eclodidas exibiram postura anormal das asas, enquanto aos sete dias 

de idade, quase 100% delas exibiram este fenótipo. Não foram observados problemas 

com a caminhada nestes indivíduos, mas sua capacidade de escalar foi bastante 

reduzida e sua capacidade de voar foi completamente abolida aos 10 dias de idade. 

Considerando que o voo necessita de um grande consumo de energia, baseado na 

síntese mitocondrial de ATP e que PINK1 foi relatado como associado às 

mitocôndrias, é sugerido que esse gene desempenhe um papel importante na 

regulação do metabolismo energético e que esta função tem impacto na função de 

voo e tempo de vida (110). 
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Assim, parkin e PINK1 podem fazer parte de uma via comum que protege as 

células contra a morte celular dependente de mitocôndrias e induzida por insultos 

tóxicos. A morfologia mitocondrial anormal associada à inativação de parkin e PINK1 

também sugere a possibilidade de que ambos possam desempenhar papéis 

fundamentais na regulação da biogênese mitocondrial ou da dinâmica mitocondrial, 

participando da fusão ou fissão mitocondriais (110,125).  

Os MIV de D. melanogaster são grupos de músculos especializados, estando 

constantemente em estado de vibração. Eles exigem um suprimento de oxigênio 

elevado para que a sua atividade respiratória possa ser sustentada, tornando este 

tecido especialmente suscetível à disfunção mitocondrial. É possível que a 

degeneração mitocondrial observada em mutantes parkin resulte em um aumento da 

susceptibilidade aos danos causados pelos radicais de oxigênio, devido ao 

comprometimento das defesas antioxidantes pelas mitocôndrias, culminando, assim, 

na morte celular. Esses dados sugerem que a disfunção mitocondrial e os danos dos 

radicais de oxigênio são dois fatores cruciais no desenvolvimento da DP (119).  

As mitocôndrias de MIV de D. melanogaster são finas e reticulares durante o 

desenvolvimento inicial. Durante a fase medial das pupas, quando os sarcômeros 

estão reunindo-se, as mitocôndrias aumentam de tamanho e adquirem uma forma 

mais arredondada. É somente durante os estágios finais da pupa que o crescimento 

hipertrófico dos músculos ocorre (126,127), assim, as mitocôndrias fundem-se para 

formar as mitocôndrias tubulares grandes. Isso significa que as mudanças de forma e 

tamanho mitocondriais podem estar correlacionadas com estágios específicos de 

desenvolvimento de MIV e que a miogênese do MIV é susceptível e possui 

sensibilidade às alterações de fusão ou regulação mitocondrial. Em MIV adulto, até 

40% do volume muscular de vôo é ocupado por grandes mitocôndrias (127,128). Isso 

reflete as altas taxas metabólicas de oxidação e fosforilação em mitocôndrias de  MIVs 

de D. melanogaster que são aproximadamente dez vezes maiores do que músculos 

esqueléticos humanos (127,129).  Desse modo, os MIVs constituem um modelo ideal 

para investigar a dinâmica mitocondrial no desenvolvimento muscular, em diferentes 

fases da vida adulta e em doenças (127).  
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 OBJETIVO GERAL  

 

Este trabalho teve como objetivo principal analisar a sobrevivência, a atividade 

locomotora e a morfologia ultraestrutural das fibras musculares e mitocôndrias de 

Drosophila melanogaster selvagem da linhagem Canton-S em diferentes idades 

exposta ao paraquat (íon 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridilio dicloreto, Gramoxone® 200, 

Syngenta) (PQ). 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

Nos animais dos diferentes grupos experimentais, nossos objetivos específicos 

foram: 

 

2.1.1 Realizar testes de letalidade, nas diferentes idades e dosagens de PQ. 

2.1.2 Avaliar o comportamento locomotor de através do teste de campo aberto, 

analisando parâmetros de distância percorrida, velocidade média, tempo móvel e 

velocidade média no tempo móvel; 

2.1.3 Com uso de microscopia eletrônica de transmissão, analisar nas fibras 

musculares e mitocôndrias dos músculos indiretos de voo (MIV) os seguintes 

parâmetros morfológicos: densidade, porcentagem de área coberta, área e coeficiente 

de forma (Shape Z).   
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 O artigo científico foi submetido ao periódico “Development”, FI: 5.763, em 30 
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ABSTRACT 

 

Muscle mitochondrial dysfunction was described in familial Parkinson’s Disease in 

Drosophila melanogaster mutants, affecting survival and locomotion. However, no 

study showed effects of paraquat-induced (PQ) parkinsonism in D. melanogaster 

regarding muscle, mitochondria and locomotor behavior during different ages. We 

evaluated survival, locomotion and morphological parameters of mitochondria and 

muscular fibers using transmission electron microscopy (TEM), in 2 and 15-days-old 

D. melanogaster treated with different PQ doses: control, 10, 50, 100, 150 and 200 

mM. PQ treatment was more lethal in 15-days-old D. melanogaster with 100% lethality 

at PQ100 mM. In 2-days-old animals, survival curve was affected at PQ150 mM group, 

with 20% lethality. Regarding locomotion, PQ treatment only affected 15-days-old D. 

melanogaster, which showed reduced distance travelled, average speed and average 

speed in mobile time at PQ10 mM and PQ50 mM, indicating bradykinesia. These 

results probably were not associated to changes in mitochondrial and muscular 

morphology since no differences were found in all groups studied. Our data indicate 

pathophysiological differences between PQ-induced parkinsonism and familial 

parkinsonism in D. melanogaster and demonstrate for the first time D. melanogaster 

differential susceptibility to PQ in two developmental stages. 

 
Keywords: Paraquat, Drosophila melanogaster, TEM, Parkinson Disease, 

Mitochondria. 

 

INTRODUCTION  

 

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disorder (Greene 

et al., 2003; Vila et al., 2008; Faivre et al., 2019) characterized by loss of dopaminergic 

neurons in substantia nigra pars compacta (Teismann et al., 2003; Dickson, 2018; 

Verma and Ravindranath, 2020), resulting in a significant striatal dopaminergic deficit 

which generates motor dysfunctions such as tremors, akinesia, bradykinesia, rigidity 

and postural instability (Deng et al., 2008; Ziviani et al., 2010; Guo, 2012; Verma and 

Ravindranath, 2020). 

The muscular system plays a pivotal role in our lives, controlling temperature, 

providing energy supply, being essential to locomotion, etc. Consequently, changes in 
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muscle structure and function are very deleterious to our homeostasis (Falvo et al., 

2008; Buford et al., 2010; Romanello and Sandri, 2016). Muscle structure is affected 

in PD, since PD patients presents impaired motor activities, which are associated with 

muscle loss, fatigue and decreased resistance to exercise (Burke, 2011). However, 

the cellular changes behind the skeletal muscle phenotype found in PD patients remain 

poorly understood (Buford et al., 2013).  

One classical model to induce parkinsonism is the exposure to Paraquat (PQ), 

a largely used herbicide, which has the ability to cross dopaminergic neurons 

membrane, accumulating in mitochondria, generating damages in the complex I of 

electron transport chain and consequently leading to neuronal death (Vila et al., 2008; 

Maitra et al., 2019).  

Drosophila melanogaster is a widely used animal model to study PD in their 

different forms as familial PD related to mitochondrial alterations due to shared 

homologous genes with humans, such as α-sinuclein, DJ-1, PINK1, parkin, LRRK2 

and VPS35 (Greene et al., 2003; Krüger, 2004; Petit et al., 2005; Park et al., 2006; 

Clark et al., 2006; Deng et al., 2008; Park et al., 2009; Ziviani, Tao and Whitworth, 

2010; Hao et al., 2010; Guo, 2012; Hwang et al., 2013; Klein et al., 2014; Malik et al., 

2015; Bardai et al., 2018; Si et al., 2019) or parkinsonism induced by herbicides, as 

PQ (Hosamani and Muralidhara, 2013). 

Motor deficits and a severe muscle integrity disruption, mainly in myofibrils and 

mitochondria of indirect flight muscles (IFMs), were found in familial PD in Drosophila 

(Greene et al., 2003; Pesah, 2004; Yang et al., 2006; Klein et al., 2014; Si et al., 2019). 

This reduction in mitochondrial function promoted by PD is also observed in rodents, 

since, in transgenic mice, α-synuclein overexpression impairs mitochondrial function 

(Song et al., 2004; Martin, 2006). 

Considering PQ-induced parkinsonism in Drosophila, it also presents motor 

dysfunctions similar to those found in PD patients, as akinesia and bradykinesia 

(Chaudhuri et al., 2007; Bagatini et al., 2011; Hosamani and Muralidhara, 2013), 

especially in mature animals (more than 10-days-old) (Bagatini et al., 2011; Hosamani 

and Muralidhara, 2013). However, there are few studies, at least in D. melanogaster, 

regarding the effects of this Parkinson-inductor agent in muscles and their 
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mitochondria, only through biochemical tests on mitochondria in general (Hosamani 

and Muralidhara, 2013). 

 Thus, to clarify some points about this field, our goals were to analyze the 

effects of different PQ doses in very young (2-days-old) and mature (15-days-old) D. 

melanogaster, analyzing survival and locomotion; and performing an ultrastructural 

analysis of muscular and mitochondrial morphology using transmission electron 

microscopy (TEM) associated to planar morphometry and stereology. 

 

RESULTS  

 

 15-days-old D. melanogaster are more susceptible to PQ acute exposure 

 

Analyzing the survival curves, it is possible to observe that 2-days-old D. 

melanogaster are more resistant to PQ than 15-days-old, in which as higher the PQ 

dose, higher the lethality. In 2-days-old flies, PQ10 mM, PQ50 mM and PQ100 mM 

presents 100% of survival, while PQ150mM dose induce 20% lethality and there are 

no survivors in PQ200 mM dose (Fig 1A). In 15-days-old, a decreased survival can 

be observed using lower PQ doses, leading to the following lethality rates PQ10 mM= 

20% PQ50 mM= 60% and PQ100, 150 and 200 mM= 100% (Fig 1B). 

 

PQ acute treatment affect locomotor behavior only at 15-days-old stage 

 

Regarding locomotor behavior, no changes were observed in flies at 2-days-old 

when compared to controls, during both exploratory and basal activity periods in all 

analyzed parameters (Fig. 2 and 3).  

Analyzing 15-days-old animals, PQ10 mM and PQ50 mM doses caused 

significant reduction in both exploratory and basal activity, when compared to controls 

(Fig. 2A, B, D and Fig. 3A, B, C, D).  

In exploratory locomotion, mature animals treated with PQ10 mM and PQ50 

mM showed reduction in locomotion pattern regarding distance travelled, average 

speed and average speed in mobile time (p < 0.05 in all analyzed parameters) when 

compared to control group (Fig. 2A, B, D). No changes were observed in mobile time 
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in 15-days-old animals, in all treatments analyzed (Fig. 2C). Evaluating basal 

locomotion in 15-days-old flies treated with PQ10 and 50 mM, all parameters showed 

a significant reduction: distance travelled, average speed, mobile time and average 

speed in mobile time (p < 0.05 in all analyzed parameters) (Fig. 3). 

 

Acute PQ treatment did not affect mitochondria and muscle morphology 

 

Concerning the planar and stereological quantification of ultrastructural 

analysis, in 2 and 15-days-old flies treated with PQ, no differences were found in 

mitochondrial and muscular morphological parameters evaluated in TEM images: 

density, percentage of area covered, area and shape Z. Additionally, in a qualitative 

analysis, no signs of muscle or mitochondrial degeneration were found, with both 

groups showing variable size mitochondria without mitochondrial ridges loss. The IFMs 

fibers presented normal and identical morphology of control group, with no changes in 

fibrils patterns or their spacing (Fig. 4). 

 

DISCUSSION  

 

As far as we know, this is the first study describing an increased resistance to 

PQ promoted by youth in D. melanogaster, at least regarding survival and locomotion 

as shown by our results.  

An increased resistance to PQ was described in other studies, however, 

promoted by other factors, as the three factors presented below. 

1- An aging-associated mutation present in D. methuselah (mth1), that prevents 

dopaminergic neuronal cell death in organisms exposed to PQ, improving locomotor 

performance (Shukla et al., 2014). 

2- Attenuation of PQ effects by exposure to minocycline solution, (a tetracycline 

drug that appears to have anti-inflammatory properties that mediate neuroprotection in 

PD animals), this drug increases survival rates and decreases locomotor deficits 

promoted by PQ (Inamdar et al., 2012)  

3-Use of other D. melanogaster strain (Oregon strain) that resist to high PQ 

doses (up to 500mM) and long times of PQ exposure, 7 days, presenting locomotor 
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deficits (abnormal movements in climbing tests, difficulty climbing and tremors), but 

with no reductions in survival curve (Mehdi and Qamar, 2013).  

In fact, we don’t know if the “protector effect” found in 2-days-old D. 

melanogaster against PQ treatment share similar metabolic pathways as presented in 

these three examples of PQ resistance, and it could be an interesting point for future 

studies.   

Another reasonable hypothesis to explain the differences between PQ effects 

in 2 and 15-days-old D. melanogaster could be variation in food intake between flies 

with different ages, for example: mature D. melanogaster could consume more food  

and, consequently, increase PQ intake than young flies, thus, PQ effects could be more 

pronounced in mature D. melanogaster. Interestingly, in the same direction, a previous 

study showed that dietary PQ strongly inhibits food intake in flies, as, over a 12 hours 

period, flies fed with PQ added to the food consumed 75% less than controls (Ja et al., 

2007). In fact, it could be considered as a variant of our first hypothesis, in that food 

intake inhibition promoted by PQ can be different along aging, for example: PQ 

anorexigenic effect could be more pronounced in 2-days-old D. melanogaster when 

compared to mature flies, thus, less food and PQ would be consumed by young flies 

and consequently the effects produced by PQ would not be so pronounced leading to 

the increased survival rate observed in these animals. Unfortunately, there is no data 

in literature about changes in food intake along aging in D. melanogaster. Thus, to 

estimate the food intake associated to PQ treatment in different ages is the better way 

to shed some light on this point.  

Another point to be considered is the social interactions between genders. In 

our study, only females were used (since they presents a larger size, making muscle 

dissection easier) (Swank, 2012). The different Drosophila social interaction may 

influence several behavioral parameters and sleep patterns, even though some studies 

show no changes in feeding behavior comparing different social interactions (Svetec 

and Ferveur, 2005; Ganguly-Fitzgerald et al., 2006) However, there is no data 

correlating different social interactions with different ages in D. melanogaster, for 

example: a different social interaction among females with different ages could result 

in changes on feeding behavior and consequently different degrees of PQ intoxication.    



40 

 

Our results corroborates with previous findings demonstrating that PQ 

resistance in wild-type flies decreased significantly during first two weeks of adult life, 

since 1-days-old flies exposed to PQ for 24 hours presents 95% survival, while 15-

days-old flies exposed to PQ for the same time presents only 8% survival. These 

decrease in PQ resistance probably is associated to increases in DAMB expression 

levels, a dopamine receptor, which progressively increased over the same period, 

reaching double in 15-days-old flies (Cassar et al., 2015). Additionally, DAMB mutant 

flies were surprisingly resistant at all ages, suggesting that DAMB is necessary for toxin 

sensitivity to aging and oxidative stress induced by PQ. Molecular studies are needed 

to associate the “DAMB theory” to our results.  

Regarding data from TEM analyzes, flies that received PQ50 mM doses showed 

no significant difference throughout all analyzed parameters when compared to 

controls. These results are in contrast with findings obtained in familial PD in 

Drosophila, which demonstrated mitochondrial dysfunction by mutations in genes 

encoding PINK1 and parkin proteins (Greene et al., 2003; Yang et al., 2006; Park et 

al., 2006; Park et al.; 2009). In humans, sporadic PD presents mitochondrial 

dysfunction as a well-established pathway for the disease, as discovery of respiratory 

chain complex I defects in the brain of sporadic PD patients in a post mortem 

assessment has indicated an important role of mitochondria in the pathogenesis of 

disease (Schapira et al., 1990; Parker et al., 2008). To our knowledge, there are no 

studies analyzing mitochondrial dysfunction with electronic microscopy in D. 

melanogaster with parkinsonism induced by PQ, which makes our study innovative. 

Up to now, only one study has shown mitochondrial dysfunction in D. melanogaster 

using biochemical methods. This work suggested that PQ, at acute exposure (24 

hours) induces oxidative stress in adult flies (Hosamani and Muralidhara, 2013), which 

was not tested in our study. In mice heterozygous for Mn-SOD (Manganese superoxide 

dismutase), mitochondrial swelling is one of the first ultrastructural changes after PQ 

exposure, however, these findings were only reported under chronic exposure 

conditions. This may indicate that acute exposures are not sufficient to cause 

ultrastructural changes in mitochondria (Remmen et al., 2004).  

Ultrastructural analyzes of 1 and 2-days-old D. melanogaster IFMs with mutant 

parkin revealed a severe disruption of muscle integrity, showing pronounced 

mitochondrial and muscular disintegration. These changes cause severe defects in 
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flight and climbing ability (Greene et al., 2003). In mutants Drosophila PINK1, IFMs 

ultrastructural analyses also demonstrated irregular arrangement of the densely 

swollen myofibers and mitochondria, with outer membrane loss, reducing muscle 

content and presenting mitochondrial impairment caused by apoptosis in these 

muscles. These mutant phenotypes were rescued with PINK1 expression (Park et al., 

2006). In our study, no changes were observed in D. melanogaster mitochondria and 

muscle fiber after acute PQ treatment, indicating that locomotor deficits in 15-days-old 

flies treated with PQ are not associated to ultrastructural changes in IFMs, and 

probably are associated to dopaminergic neuronal loss, which is in contrast with data 

about familial PD, where muscular disfunction is also described. One interesting point 

to be evaluated in future studies could be the chronic effects of PQ treatment in D. 

melanogaster muscles. 

In conclusion, our study is the first demonstrating the following findings: 1 - PQ 

treatment is more deleterious to survival and locomotion in mature D. melanogaster 

(15-days-old) when compared to very young D. melanogaster (2-days-old); 2 - These 

changes promoted by acute PQ treatment are not related to ultrastructural changes in 

IFMs, as observed in familial Parkinsonism in D. melanogaster.  

 

MATERIAL AND METHODS  

 

Drosophila strain and culture maintenance 

 

For this study, we used 240 female, wild-type Canton-S Drosophila 

melanogaster. Flies were acquired from Bloomington Drosophila Stock Center, Indiana 

University, USA. They were maintained in incubator at 25 ± 2°C under a 12 hours 

light/dark cycle, with 60 - 70% humidity, in housing pots containing standard medium 

prepared with 10g agar, 10g methylparaben (antifungal), 100g rye flour, 50g brown 

sugar, 1L water, and dried yeast. In control group, no PQ was added to the medium 

while for PQ medium, same ingredients were used and doses of 10, 50, 100, 150 and 

200 mM PQ (1,1′-dimethyl-4,4′-bipyridinium ion, Syngenta) were added to medium.    
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Experimental groups 

 

Flies were divided into 12 groups, in accordance with age, 2 or 15-days-old, and 

PQ treatment doses, 0 (control), 10, 50, 100, 150 and 200 mM. Pupae hatching day 

was considered as flies first day of life. Number of flies used in each test is presented 

in Table 1. The first assessment performed was the survival curve, and then surviving 

animals were used for the locomotor test and transmission electron microscopy (TEM) 

analysis. Survival rate and locomotor behavior were evaluated 2 days after PQ 

treatment, consequently these parameters were evaluated in flies aging 4 and 17 day. 

Control and paraquat (PQ) 50 mM groups were chosen for TEM analysis, since PQ50 

mM dose presents a significant difference between survival rates when comparing 2 

and 15-days-old D. melanogaster (Table 1). 

 

Locomotor evaluation 

 

Open field test was performed between 9 and 12 a.m. in a dark room with 

controlled temperature at 25 ± 2°C and humidity at 60 - 70%. Illumination was provided 

by a negatoscope, to obtain a homogenous light source, in order to avoid negative or 

positive phototaxis.  

A single fly was placed into an empty 60 mm Petri dish and the movement was 

recorded with a tripod-mounted digital video camera (Sony DCR-PJ5). The locomotor 

activity was evaluated for four minutes (the two first minutes were considered as 

exploratory locomotion and the next two minutes were considered as basal 

locomotion).  

To quantify locomotor behavior the Anymaze® software was used 

(www.anymaze.com) and parameters evaluated were distance travelled, average 

speed, mobile time and average speed in mobile time.  

 

Transmission electron microscopy (TEM) 

 

The flies evaluated in locomotor assay were euthanized by hypothermia (20 

minutes at -10°C) and were fixed in a 2% paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde 

mixture buffered with 0.12 M phosphate (pH 7.2 - 7.4). Indirect flight muscles (IFMs) of 

http://www.anymaze.com/
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flies fixed were dissected, as described below. The wings, abdomen and legs were 

removed using very fine spring scissors (Vannas, 2mm, Fine Science Tools). A pin 

(Insect pin, 0.03 mm, Fine Science Tools) was placed between the head and the thorax 

to stabilize the fly. In order to expose IFMs, the thorax was cut in a sagittal plane using 

a scalpel blade (#23, 30 mm, Fine Science Tools).  

The dissected thorax was once again fixed in the same fixative solution 

previously described, for at least one hour, post-fixed in osmium tetroxide (Electron 

Microscopy Science) 2% diluted in 0.2 M phosphate buffer (pH 7.2 - 7.4) for 45 min 

before dehydration. Samples were dehydrated in a graded acetone series (30 – 100%) 

and embedded in araldite (Durcupan ACM, Fluka) for 72 h at 60°C. Thin sections (100 

nm) were stained with 2% uranyl acetate followed by lead citrate (Meira Martins et al., 

2014). Ultrastructural analysis was performed using Tecnai G2 T20, FEI transmission 

electron microscopy. The morphological evaluation of TEM images, by planar 

morphometry and stereology, were performed using Image Pro Plus software (IPP 6.1, 

Media Cybernetics, Silver Spring, USA) as described below. 

 

Mitochondrial and muscular densities 

 

To estimate mitochondrial and muscular densities, we perform a quantitative 

analysis, by planar morphometry, similarly to the Neubauer chamber. Two randomized 

squares measuring 22.95 μm2, named areas of interest (AOIs), were overlaid on each 

TEM image (3600X), and mitochondria and muscle fiber located inside each square or 

intersected by the upper and/or left edges of the squares were counted.  

 

Percentage of area covered by mitochondria and muscle fiber 

 

The percentage of area covered by mitochondria and muscle were estimated 

using an stereological tool, the point counting method (Ilha et al., 2008; Rucatti et al., 

2015; Fernandes et al., 2016). A grid mask 220 X 220 (a grid of crosses with 

equidistant intervals) with an area/point value of 1.96 um2, was overlaid in TEM 

images. When the upper right quadrant of the cross hit mitochondria images or muscle 

fiber images they were counted.  
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Mitochondrial and muscle fiber area 

 

To estimate mitochondrial and muscle fiber area, we use the same TEM images 

and AOIs previously described in 2.4.1 section, a grid mask with more density of 

crosses was overlaid in these images 60 X 60 and an area/point value of 0.14 μm2. 

The number of right upper quadrant of crosses (number of crosses) located in each 

mitochondria or muscle fiber was counted. The area of each mitochondria or muscular 

fiber was obtained using the following equation: Mitochondrial or muscle fiber area = 

number of crosses counted in each mitochondria or muscle fiber X area point of each 

cross.  

 

Mitochondrial and muscle fiber Shape Z 
 

The same TEM Images and AOIs previously analyzed were also used to 

calculate mitochondrial and muscle fiber coefficient shape (Shape Z). The shape Z, i.e. 

the shape coefficient (Kiêu et al., 1999; García-Fiñana et al., 2003)  was used to obtain 

the degree of mitochondrial and muscle fiber elongation. This stereological parameter 

was obtained using the following equation:  

𝑆ℎ𝑎𝑝𝑒 𝑍 =  
𝑃

√Â
 

Where P is mitochondrial or muscle fiber perimeter, and Â is mitochondrial or muscle 

fiber area. Mitochondrial and muscle fibers perimeters and areas were obtained by 

delineation using IPP 6.1 software. Low Shape Z values indicate a more rounded 

shape, while high values indicate a more elongated shape. In all analysis performed, 

10 images were analyzed per group. 

 

Statistical analysis 
 

Two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's multiple 

comparison post-test was used for comparisons between groups in all analyzed 

parameters (p < 0.05).  Statistical analyses were performed using IBM SPSS Statistics 

25 (IBM, Armonk, NY, USA). 
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Table 1 - Experimental groups and number of flies used in each analysis for each age 
group. 
 

Experimental 
Groups 

2-days-old D. melanogaster 

 Evaluated Parameters 

 Survival (n=120) Locomotion (n=96) TEM (n=10) 

Control Group (n=20) (n=20) (n=5) 

PQ10mM (n=20) (n=20) - 

PQ50mM (n=20) (n=20) (n=5) 
PQ100mM (n=20) (n=20) - 

PQ150mM (n=20) (n=16) - 

PQ200mM (n=20)  - 

    

Experimental 
Groups 

15-days-old D. melanogaster 

 Evaluated Parameters 

 Survival (n=120) Locomotion (n=44) TEM (n=10) 

Control Group (n=20) (n=20) (n=5) 

PQ10mM (n=20) (n=16) - 

PQ50mM (n=20) (n=8) (n=5) 

PQ100mM (n=20)  - 

PQ150mM (n=20)  - 
PQ200mM (n=20)  - 

    

Legends: ┼ = 100% of lethality. 
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Figure 1 - Survival Curve of 2 and 15-days-old D. melanogaster exposed to different 
paraquat (PQ) doses: 0 (control) 10, 50, 100, 150 and 200 mM, for 48 hours. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

 

Figure 2 - Exploratory locomotion evaluation in 2 and 15-days-old D. melanogaster. In 
the graph are depicted data from control and surviving flies from both 2 and 15-days-
old flies exposed to different paraquat (PQ) doses: 10, 50, 100, 150 and 200 mM, for 
48 hours. In between groups statistical analysis demonstrated no significant 
differences when analyzing 2-days-old D. melanogaster, in all treatments used. 
Regarding 15-days-old D. melanogaster treated with PQ, in between groups analysis 
indicate a significant decrease in distance travelled, average speed and average speed 
in mobile time as higher the PQ dose exposition (2A; 2B and 2D). Which was also true 
when comparing exploratory locomotion between different PQ doses taking into 
account ages: 15-days-old flies also present significant reduced distance travelled, 
average speed and average speed in mobile time as higher the PQ dose exposition 
(2A; 2B and 2D). Two-way ANOVA-Tukey test. Data is presented as mean ± s.e.m. * 
p<0,05. 
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Figure 3 - Basal locomotor evaluation in 2 and 15-days-old D. melanogaster.  In the 
graph are depicted data from control and surviving flies exposed to different 
concentrations of paraquat (PQ): 10, 50, 100, 150 and 200 mM, for 48 hours. In 
between groups statistical analysis demonstrated no significant differences when 
analyzing 2-days-old D. melanogaster, in all treatments used. Regarding 15-days-old 
D. melanogaster treated with PQ, analysis comparing different doses indicate a 
significant decrease in distance travelled, average speed and average speed in mobile 
time as higher the PQ dose exposition (3A; 3B and 3D). Considering mobile time, it 
was also significantly reduced when compared to control, however, PQ dose 
apparently not influenced this parameter (3C). The same was observed when 
comparing basal locomotion between different PQ doses taking into account ages: 15-
days-old flies also present significant reduced distance travelled, average speed and 
mobile time (3A; 3B and 3C). No significant differences were observed when 
comparing different PQ doses between 2 and 15-days-old flies (3D). Two-way ANOVA-
Tukey test. Data is presented as mean ± s.e.m. * p<0,05. 
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Figure 4 - Morphological, morphometric and stereological evaluation of transmission 
electron microscopy (TEM) images obtained from Indirect Flight Muscles (IFMs) of 
both control D. melanogaster and treated with paraquat (PQ) 50 mM dose in different 
ages, 2 and 1 No qualitative or quantitative differences were found in all analyzed 
parameters from mitochondria and muscle fibers: density, percentage of area covered, 
area and shape Z. A= TEM images depicting mitochondria and muscle fibers; green 
arrows indicates muscle fibers, while red arrows points to mitochondria; B= 
Mitochondrial parameters; C= Muscular parameters. Two-way ANOVA - Tukey test. 
Data is presented as mean ± s.e.m. Calibration bar= 2 µm. 
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CAPÍTULO III 

Considerações Finais 

Perspectivas 
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4  CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 Os principais resultados obtidos com essa dissertação de mestrado, 

apresentados e discutidos no artigo submetido utilizandoe D. melanogaster da 

linhagem Canton-S, com 2 e 15 dias de vida pós eclosão, jovens e maduras, 

respectivamente, tratadas com diferentes doses de Paraquat (PQ) (0, 10, 50, 150 e 

200mM) diluídas no meio alimentar, foram: 

 

1- As moscas jovens apresentam maior resistência quando comparadas a moscas 

maduras, em relação à sobrevivência, ao tratamento com diferentes doses de 

PQ. Isso indica que os mecanismos tóxicos induzidos pelo PQ são mais 

efetivos em animais maduros e/ou os mecanismos protetores são mais 

acentuados em animais jovens. Distintos mecanismos de resistência ao PQ em 

D. melanogaster foram previamente descritos na literatura, incluindo mutação 

presente em Drosophila methuselah (mth1), a utilização de medicamentos 

como a minociclina, e mecanismos protetores inerentes à outras linhagens, 

como Oregon, capaz de resistir ao tratamento com até 500mM de PQ. Nenhum 

mecanismo de resistência ao PQ, relacionado a idade dos animais, foi 

previamente descrito; contudo, duas hipóteses principais podem ser levantadas 

sobre tal resultado, como: a) Uma diferença de ingesta entre esses dois grupos 

etários, com maior ingesta alimentar pelo grupo de moscas maduras; b) Uma 

diferença na metabolização ou transporte intracelular do PQ entre os grupos, 

conduzindo a uma maior toxicidade no grupo de moscas com 15 dias de idade. 

 

2- As moscas maduras são mais suscetíveis aos déficits locomotores promovidos 

pelo PQ quando comparados a moscas jovens, uma vez que, quando 

comparados aos grupos controle, os animais maduros apresentam uma 

redução de parâmetros de comportamento locomotor (distância percorrida, 

velocidade média, tempo móvel e velocidade média no tempo móvel), o que 

caracteriza um padrão bradicinético, similar a sintomas parkinsonianos. Esses 

resultados indicam que o PQ tem efeitos locomotores idade-dependentes. Em 

relação a esse resultado, em consonância com as hipóteses descritas no item 

anterior, podemos também sugerir que os animais maduros são mais 

suscetíveis à perda neuronal dopaminérgica, característica da intoxicação por 
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PQ, por maior ingesta e/ou maior absorção e/ou diferenças metabólicas que 

potenciem os efeitos desse herbicida. 

 

3- Nas análises das imagens de MET dos MIVs de D. melanogaster analisados, 

utilizando-se técnicas de morfometria planar e estereologia, não foram 

observadas alterações significativas nas idades e dose de PQ testada (50mM), 

nos seguintes parâmetros ultraestruturais das fibras musculares e 

mitocôndrias: densidade, porcentagem de área coberta, área e coeficiente de 

forma “ShapeZ”. Este resultado diverge do encontrado em estudos prévios 

realizados com mutantes de D. melanogaster para mimetização de DP familial; 

os mutantes nesses estudos apresentam severa desintegração muscular e 

mitocondrial, mitocôndrias inchadas e deformadas, além de uma diminuição de 

fibras musculares, o que produz efeitos funcionais significativos nesses 

animais, como dificuldades no voo e na escalada. Dos nosso achados, podem 

surgir algumas ideias, descritas a seguir: a) As alterações ultraestruturais 

promovidas pelo Parkinson familial nos MIVs são muito mais efetivas do que 

as produzidas pelo tratamento agudo com PQ; b) Os efeitos ultraestruturais 

deletérios do PQ inexistem nos MIVs na dose testada, sendo talvez restritos a 

outros tecidos, como o nervoso; c) Os efeitos nocivos do PQ sobre a 

ultraestrutura das fibras musculares e das mitocôndrias se apresentem apenas 

em tratamentos crônicos e não na dose aguda utilizada. 

 

4- Esperamos que os resultados obtidos e apresentados nesta dissertação 

possam contribuir para um melhor entendimento sobre os mecanismos de 

resistência de D. melanogaster ao PQ em diferentes idades, ampliando o 

conhecimento sobre a “quimera” da DP. A seguir, apresentaremos as 

perspectivas de trabalho originadas pelo nosso estudo. 
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5  PERSPECTIVAS 

 

Após a conclusão desse estudo, surgem distintas perspectivas. Cito abaixo as 

principais e mais plausíveis dentro do contexto institucional vigente. 

 

1) Monitoramento da ingestão de alimentos e consequentemente de PQ, através do 

uso de marcadores ou corantes adicionados ao meio alimentar, de modo a confirmar 

a maior ou menor ingesta de PQ em diferentes grupos experimentais; 

 

2) Avaliação de parâmetros similares aos empregados nessa dissertação, com uso 

de D. melanogaster de diferentes linhagens (Oregon), gêneros e diferentes idades.   

 

3) Análises moleculares no sistema nervoso e musculatura de D. melanogaster de 

diferentes linhagens e idades, avaliando níveis de receptores de dopamina e 

transportadores de agentes indutores de parkinsonismo. 

 

4) Avaliação dos clusters dopaminérgicos no cérebro de D. melanogaster com a 

técnica imunohistoquímica para detecção de tirosina-hidroxilase (TH) e técnica de 

Nissl, com estimativa de a densidade neuronal e de neurônios positivos para TH, 

através de morfometria planar e/ou estereologia, a fim de confirmar se os déficits 

locomotores estão associados à perda dopaminérgica. 

 

5) Avaliação dos efeitos do tratamento crônico com PQ, sobre parâmetros de 

sobrevivência, locomoção e ultraestrutura muscular e neuronal. 

 

6) Avaliação anatômica de D. melanogaster, com uso de microscopia eletrônica de 

varredura, em moscas submetidas ao tratamento agudo e crônico com PQ.  
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ANEXO A – CARTA DE ACEITE DA COMISSÃO CIENTÍFICA 

 

S I P E S Q 
Sistema de Pesquisas da PUCRS 

 

 

 

Código SIPESQ: 9077 Porto  Alegre,  28  de  novembro  de  2018. 

 

 

 

Prezado(a) Pesquisador(a), 

 

 

 

A Comissão Científica da ESCOLA DE CIÊNCIAS da PUCRS apreciou e aprovou o 

Projeto de Pesquisa "ANÁLISE LOCOMOTORA, HISTOFISIOLÓGICA, 

ULTRAESTRUTURAL E NEUROMETABÓLICA DE Drosophila melanogaster COM 

PARKINSONISMO INDUZIDO POR PARAQUAT". Este projeto necessita da apreciação da 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA). Toda a documentação anexa deve ser 

idêntica à documentação enviada ao CEUA, juntamente com o Documento 

Unificado gerado pelo SIPESQ. 

 

 

 

 

 

 

Atenciosamente, 

 

Comissão Científica da ESCOLA DE CIÊNCIAS 

 

___________________________________________________________________________________________ 

 
 



68 

 

ANEXO B – ARTIGOS PUBLICADOS NO PERÍODO DO MESTRADO 
 

1) Artigo publicado no periódico Brain Structure and Function em 2019. 
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2) Artigo publicado no periódico Mechanisms of Ageing and Development, em 2019. 

 

 

 


