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RESUMO
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Fundag¢ao Universidade Federal do Pampa

AVALIACAO DO POTENCIAL TERAPEUTICO DA Bougainvillea
glabra Choisy FRENTE A NEUROTOXICIDADE INDUZIDA POR
PARAQUAT EM Drosophila melanogaster

AUTOR: Jefferson de Jesus Soares
ORIENTADOR: Elton Luis Gasparotto Denardin
DATA E LOCAL DA DEFESA: Uruguaiana, 18 de agosto de 2017.

O herbicida paraquat (PQ) é reconhecido como um dos principais fatores de risco para a manifestacdo da
Doenga de Parkinson (DP) por causar destrui¢do dos neurdnios dopaminérgicos, disfungdo mitocondrial e
estresse oxidativo. Por isso, o PQ vem sendo utilizado como neurotoxina para a indugdo de sintomas
semelhantes a DP em diferentes modelos experimentais. A DP ¢ caracterizada por alteracdes motoras
oriundas principalmente da perda seletiva e progressiva dos neurénios dopaminérgicos. Como o estresse
oxidativo desempenha um papel importante na patogénese da DP, o tratamento com antioxidantes sintéticos
e/ou naturais pode ser util para diminuir a ou prevenir o aparecimento de sintomas da DP. Atualmente ha
uma intensa busca por antioxidantes naturais oriundos principalmente de plantas medicinais que possam ser
eficazes no tratamento dos sintomas da DP. Extratos preparados a partir das folhas da Bougainvillea glabra
sdo utilizados na medicina tradicional, no entanto, suas agdes no sistema nervoso ainda nao foram estudadas.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o possivel efeito neuroprotetor do extrato etanolico das folhas de
B. glabra (EBG) sobre alteragdes comportamentais e bioquimicas em moscas (Drosophila melanogaster)
expostas a0 PQ. Um segundo objetivo desse trabalho foi desenvolver um novo método de exposigdo a
pesticida de modo a suprir as limitagdes do método tradicional em meio adgar. Com relagdo ao primeiro
objetivo, moscas do tipo selvagem (macho, 1-4 dias de idade) foram concomitantemente expostas a uma
dieta contendo PQ (3,5 mM) e EBG (120 pg/mL) por 4 dias. Apos o tratamento foram realizadas as analises
comportamentais ¢ bioquimicas. As moscas expostas ao PQ tiveram uma diminuicdo da capacidade
locomotora e apresentaram uma maior mortalidade que o grupo controle. A neurotoxicidade do PQ também
foi associada a uma diminui¢do dos niveis de dopamina, aumento da atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE) além de um aumento da produgao de espécies reativas e peroxidagado lipidica. A co-exposi¢do com
EBG protegeu contra a mortalidade, melhorou o desempenho locomotor, impediu a redugdo dos niveis de
dopamina e diminuiu a atividade da AChE, produg@o de espécies reativas e peroxidagao lipidica. As analises
fitoquimicas do EBG revelaram a presenga de importantes compostos antioxidantes como fitol, esqualeno,
a,y-tocoferol, stigmasterol, geranilgeraniol, quercetina e 4cidos cafeico, vanilico, cumarico e ferulico.
Nossos resultados mostram que as folhas de B. glabra podem ser consideradas um agente eficaz na
prevencdo de distirbios neuroldgicos, onde a deplegdo de dopamina e/ou o estresse oxidativo estdo
envolvidos com a DP. Com relag@o ao segundo objetivo, nds desenvolvemos um novo método de exposi¢ao
da Drosophila melanogaster a pesticidas denominado “alimentagdo liquida continua” (ALC) visando suprir
as limitagdes existentes no método tradicional de exposicdo em meio agar como, incerteza quanto a
biodisponibilidade e quantidade de pesticidas ingeridos além da elevada manipulagdo das moscas em
tratamento. Nesse método, a alimentagdo (junto com o pesticida) é disponivel na forma liquida para as
moscas através de capilares suspensos no frasco de tratamento. O método ALC apresentou varias vantagens
em relagdo ao método com 4gar, tais como: melhor biodisponibilidade da alimentag¢@o, menor consumo de
reagentes, € pouca manipulagdo das moscas em tratamento. Nos esperamos que o método ALC possa ser util
em futuras investigagdes sobre a toxicidade de pesticidas e que também possa ser utilizado em outras areas
que utilizam a D. melanogaster como modelo experimental.

Palavras-chave: paraquat, estresse oxidativo, neurotoxicidade, Doenc¢a de Parkinson, Bougainvillea glabra,
Drosophila melanogaster
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The paraquat herbicide (PQ) is recognized as one of the main risk factors for the manifestation of
Parkinson's disease (PD). PQ has already been shown to cause destruction of dopaminergic neurons,
mitochondrial dysfunction and oxidative stress, being used as neurotoxin for the induction of PD-like
symptoms in different experimental models. PD is characterized by motor alterations originating mainly
from the selective and progressive loss of dopaminergic neurons. As oxidative stress plays an important role
in the pathogenesis of PD, treatment with synthetic and / or natural antioxidants may be useful in slowing or
preventing the onset of PD symptoms. Therefore, there is currently an intense search for natural antioxidants
derived mainly from medicinal plants that may be effective in the treatment of PD symptoms. Extracts
prepared from the leaves of Bougainvillea glabra are used in traditional medicine, however, their actions in
the nervous system have not yet been studied. Thus, the objective of this work was to evaluate the possible
neuroprotective effect of ethanol extract from B. glabra leaves (BG extract) on behavioral and biochemical
changes in flies (Drosophila melanogaster) exposed to PQ. Wild type flies (male, 1-4 days old) were
concomitantly exposed to a diet containing PQ (3.5 mM) and BG extract (120 pg /mL) for 4 days. After the
treatment, behavioral and biochemical analyzes were performed. Flies exposed to PQ had a decrease in
locomotor capacity and had a higher mortality than the control group. The neurotoxicity of PQ was also
associated with a decrease in dopamine levels, increased activity of the acetylcholinesterase enzyme
(AChE), and increased production of reactive species and lipid peroxidation. Co-exposure with BG extract
prevented mortality, improved locomotor performance, prevented depletion of dopamine levels, and
decreased AChE activity, reactive species production and lipid peroxidation. The phytochemical analyzes of
BG extract revealed the presence of important antioxidant compounds such as phytol, squalene, a, y-
tocopherol, stigmasterol, geranilgeraniol, quercetin and caffeic, vanillic, coumaric and ferulic acids. Our
results show that B. glabra leaves can be considered an effective agent in the prevention of neurological
disorders, where dopamine depletion and / or oxidative stress are involved in PD. Generally in pesticide
toxicity studies with D. melanogaster, exposure to pesticides occurs by introducing them into the feed
medium in agar medium. Unfortunately, this type of exposure has several limitations such as: uncertainty
about the bioavailability and amount of pesticides ingested besides the high manipulation of the flies being
treated due to the need of medium exchange. Thus, this work also aimed to develop a new method of
exposure to pesticides in order to overcome the limitations of the method using the agar medium. We
developed the method called "Continuous Liquid Feeding" (CLF). In this method, feed (along with the
pesticide) is available in liquid form to the flies through suspended capillaries in the treatment vial. The CLF
method presented several advantages over the agar method, such as: better feed bioavailability, lower
reagent consumption, and little handling of the flies under treatment. We hope that the CLF method may be
useful in future investigations on the toxicity of pesticides and that it can also be used in other areas that use
D. melanogaster as an experimental model.

Key-words: paraquat, oxidative stress, neurotoxicity, Parkinson’s disease, Bougainvillea glabra,
Drosophila melanogaster
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1 INTRODUCAO

Os pesticidas sdo amplamente utilizados na agricultura visando principalmente aumentar a
produtividade agricola. Entretanto, o uso indiscriminado desses compostos gera graves
problemas ambientais além ocasionar uma exposicdo continua a organismos nao-alvos como
os seres humanos. Evidéncias e estudos epidemioldgicos tém demonstrado a relagdo entre a
exposi¢do a pesticida e a elevada taxa de manifestacdo de desordens neurodegenerativas como
a Doenca de Parkinson (DP), Doenca de Alzheimer ¢ esclerose lateral amiotrofica
(Mostafalou & Abdollahi, 2013).

As doencgas neurodegenerativas sdo caracterizadas por perda progressiva e irreversivel de
neurénios em regides especificas do cérebro, causando disfungdes motoras e cognitivas
(Franco et al., 2010). Em muitos casos, estas doengas surgem esporadicamente e as causas sao
desconhecidas. Entretanto, a agregacdo anormal de proteinas no citoplasma ou no nucleo das
células do cérebro representa uma caracteristica patoldgica dessas doencas (Franco et al.,
2010). Entre as desordens neurodegenerativas mais comuns esta a Doenca de Parkinson (DP).
Este distarbio de elevada incidéncia que acomete cerca 1 a 2% da populagdo acima dos 65
anos ¢ caracterizado clinicamente por alteracdes motoras, tais como: tremor de repouso,
instabilidade postural, bradicinesia e rigidez muscular (Przedborski, 2005). Em termos de
etiologia, a DP ¢ definida pela perda progressiva de neurdnios dopaminérgicos que
apresentam seus corpos celulares na parte compacta da substancia negra (SNpc), pela
presenca de inclusdes intracitoplasmaticas ricas em a-sinucleina, denominados corpos de
Lewy, nos neurénios da substancia negra e por alteragdes na enzima tirosina hidroxilase
(Perez and Hastings, 2004).

A etiologia da DP atualmente ainda é desconhecida, entretanto evidéncias e estudos
demonstram que a doenca pode ser o resultado da combinagdo da exposi¢do a neurotoxinas
ambientais (pesticidas e metais) com a predisposicdo genética do individuo (Baltazar et al.,
2014). Neste contexto, a exposi¢do ao herbicida paraquat (PQ) ¢ reconhecida como um dos
principais fatores de risco para a manifestacdo da DP. A neurotoxicidade do PQ ¢ atribuida ao
seu efeito redox ciclico que gera uma quantidade significativa de espécies reativas de
oxigénio (ERO) levando ao estresse oxidativo. Esse composto causa a destruicdo dos
neuronios dopaminérgicos, disfuncdo mitocondrial e estresse oxidativo sendo utilizado como
neurotoxina para a inducdo de sintomas semelhantes a DP em diferentes modelos

experimentais.
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Diversos modelos animais t€m sido empregados para se compreender melhor os
mecanismos envolvidos na DP, incluindo primatas e roedores (Belaid et al., 2015; Pan et al.,
2015). Entretanto, esses modelos geralmente tem um elevado custo além de restricdes
relacionado aos comités de ética animal. Consequentemente, existe uma necessidade de
modelos experimentais alternativos. A mosca da fruta, Drosophila melanogaster, tem sido
amplamente aceita como um modelo para estudar os mecanismos moleculares envolvidos em
doengas neurologicas, incluindo a DP. Essa mosca tem homologia entre 5 dos 6 genes
relacionados com a DP em humanos. Além disso, esse invertebrado possui um rapido tempo
de regeneragdo, sistema nervoso bem descrito, similaridade com os mecanismos celulares e
moleculares neuronais dos vertebrados e similaridades, em termos de comportamento motor,
entre o parkinsonismo induzido em moscas e a DP em humanos (Bagatini et al., 2011; Sudati
etal., 2013).

Embora seja bem conhecido que as exposi¢des ambientais e a susceptibilidade genética
individual podem determinar o aparecimento de sintomas da DP; o mecanismo celular e
molecular responsavel pelo processo de neurodegeneracdo permanece ainda desconhecido
(Sudati et al., 2013). Entretanto, uma elevada produgdo de radicais livres e anormalidades na
funcdo mitocondrial podem ser mediadores criticos do dano neuronal na DP (Sudati et al.,
2013; Valko et al., 2007). Estudos que realizaram a autopsia de cérebros de pacientes com DP
tém demonstrado anormalidades na funcdo mitocondrial além de um aumentado nivel de
estresse oxidativo nesse orgao (Perfeito et al., 2013). O cérebro ¢ particularmente vulneravel
ao estresse oxidativo devido a sua elevada taxa de atividade metabolica e pela baixa a
moderada atividade das enzimas de defesas antioxidantes (Wynne et al., 2010; Perfeito et al.,
2013). Como o estresse oxidativo desempenha um papel central na DP, muitos estudos t€ém
sido realizados para investigar a possivel acdo neuroprotetora de antioxidantes em modelos de
indu¢do de DP. Apesar da disponibilidade de diversos antioxidantes sintéticos, ha uma
crescente tendéncia na busca por antioxidantes naturais derivados de plantas medicinais
utilizadas no uso popular (Sudati et al., 2013).

A Bougainvillea glabra Choisy é uma espécie de planta da familia Nyctaginaceae e do
género Bouganvillea, de caracteristicas subtropicais, oriunda do sul do Brasil. As folhas dessa
espécie ja demonstraram ter as seguintes propriedades farmacologicas: anti-microbiana, anti-
fingica e anti-hiperglicémica (Edwin et al., 2006; Senapati et al., 2006; Alanis-Garza et al.,

2007), além de possuir compostos com elevada capacidade antioxidante e com importantes
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propriedades neurofarmacologicas como o fitol, squaleno e a-tocoferol (Rani et al., 2012;
Kabuto et al., 2013; Costa et al., 2014; Salehi et al., 2015).

Nesse sentido, considerando que: (a) a exposicdo ao paraquat pode levar a degeneragdo
dopaminérgica causando sintomas de DP relatado por diversos autores; (b) as folhas da
Bougainvillea glabra Choisy possuem compostos com propriedades neurofarmacologicas; (c¢)
ainda ndo foram explorados as propriedades neuroprotetora dessa espécie. O presente estudo
avaliou o possivel efeito neuroprotetor de extratos preparados a partir das folhas de B. glabra
frente a neurotoxicidade induzida por paraquat utilizando como modelo experimental a
Drosophila melanogaster. Dentro da area de toxicologia de pesticidas, esse estudo também
teve o objetivo de desenvolver um novo método de exposicdo de Drosophila melanogaster a

pesticidas visando suprir as limitagdes dos métodos tradicionais de exposicao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pesticidas e a poluicdo ambiental

Os pesticidas, mas comumente conhecidos como agrotoxicos, sdo compostos bioativos
utilizados na agricultura com a finalidade de prevenir, destruir ou combater espécies
indesejaveis que, de alguma maneira, possam interferir na producdo, no processamento,
armazenamento, transporte e estocagem de alimentos e produtos agricolas em geral, visando
garantir maior produtividade (Galli et al., 2006).

Existem cerca de 600 ingredientes ativos, utilizados na formulacdo de pesticidas,
registrados para uso especifico na agricultura. Destes, 350 contribuem com 98% dos
pesticidas mais utilizados, sendo que 80% deles sdo rotineiramente usados na agricultura de
paises da América do Sul, como o Brasil (Galli et al., 2006). Estes pesticidas compreendem
uma larga variedade de substincias quimicas com diferentes grupos funcionais e,
consequentemente, com diferentes modos de agdo, biotransformagdo e eliminagdo. Algumas
classes quimicas sdo compostas por organoclorados, carbamatos, organofosforados,
piretrdides, derivados de uréia, bipiridilios e nitrocompostos (Unnevehr et al., 1997).

No Brasil, a venda de agrotoxicos saltou de US$ 2 bilhdes para mais de US$ 7 bilhdes
entre 2001 e 2008, alcangando valores recordes de US$ 8,5 bilhdes em 2011. Assim, ja em
2009, alcancamos a indesejavel posi¢do de maior consumidor mundial de agrotdxicos,
ultrapassando a marca de 1 milhdo de toneladas, o que equivale a um consumo médio de 5,2
Kg de agrotoxico por habitante. E importante destacar que a liberagdo do uso de sementes
transgénicas no Brasil foi uma das responsaveis por colocar o pais no primeiro lugar do
ranking de consumo de agrotoxicos, uma vez que o cultivo dessas sementes geneticamente
modificadas exige o uso de grandes quantidades desses produtos (INCA, 2015). O consumo
de agrotoxicos aumentou 700% nos ultimos quarenta anos, enquanto que a area agricola
aumentou apenas 78% no mesmo periodo. Os estados brasileiros que mais se destacam quanto
a utilizacdo de agrotoxicos sdo: Sdo Paulo (25%), Parana (16%), Minas Gerais (12%), Rio
Grande do Sul (12%), Mato Grosso (9%), Goias (8%) e Mato Grosso do Sul (5%). Com
relacdo a quantidade total de ingredientes ativos, as culturas agricolas brasileiras nas quais
mais se aplicam agrotoxicos sdo: soja, milho, citros e cana-de-acucar (Spadotto et al., 2004).

A aplicacdo de pesticidas gera, comumente, grandes problemas: os pesticidas muitas vezes

sdo toxicos, podendo ser cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos e mimetizadores de
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horménios; sdo aplicados em grandes quantidades, em areas bastante extensas e, geralmente,
possuem grande persisténcia no meio ambiente, além de gerar sérios problemas de qualidade
das aguas superficiais e subterraneas. O efeito e a magnitude decorrentes do uso de pesticidas
no ambiente dependem basicamente dos processos de transferéncia e transformacdes que
ocorrem em cada compartimento do sistema solo-agua-planta-atmosfera (Primel et al., 2005).
Além disso, residuos de pesticidas sdo encontrados frequentemente em diferentes tipos de
frutas e vegetais, podendo causar diferentes efeitos toxicos na satide humana.

Os grupos de alto risco expostos a pesticidas incluem: trabalhadores de produgdo,
formuladores, pulverizadores, misturadores, carregadores e trabalhadores agricolas. Durante a
fabricacdo e formulagdo dos pesticidas o risco é ainda maior uma vez que os trabalhadores
manipulam varios produtos quimicos toxicos, incluindo pesticidas, matérias-primas e
solventes organicos (Aktar et al., 2009). Os pesticidas exibem diferentes graus de toxicidade
em humanos, sendo classificados pela Organizagdo Mundial da Satde e pela Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céancer, em classe IA — extremamente toxico, IB — altamente
toxico, II — moderadamente toxico, III — ligeiramente toxico e IV — produtos que ndo
apresentam perigos agudos no uso normal. Esses compostos podem induzir toxicidade aguda
logo apds a exposicdo a uma dose, sub-cronica, cronica ou ainda, apresentar uma toxicidade
tardia apds uma exposicdo continua. As formas de exposi¢@o a pesticidas podem ser dermal,
digestiva, pela mucosa respiratoria ou conjutiva (Marutescu & Chifiriuc, 2017).

As formulagdes de pesticidas de um modo geral ndo contém somente pesticidas, mas sim
uma mistura de pesticida com outros aditivos que podem ser surfactantes, aditivos acidos ou
basicos, entre outros (Marutescu & Chifiriuc, 2017). Os efeitos toxicologicos combinados de
dois ou mais componentes de uma mistura de pesticidas podem assumir uma das seguintes
formas: independente, adicdo de dose ou interagdo. Nem todas as misturas de pesticidas com
estruturas quimicas semelhantes produzem efeitos aditivos; assim se atuarem em locais
multiplos, as suas misturas podem produzir efeitos toxicos diferentes. A abordagem aditiva
também falha quando se avaliam misturas que envolvem um composto quimico secundario
que altera a toxicocinética do pesticida resultando uma destoxificagdo aumentada ou reduzida,
oque ¢ seguido por uma toxicidade maior ou menor, respectivamente (Hernandez et al., 2013).

Ja foram identificados mais de 95 alvos bioquimicos dos pesticidas, que podem ser
afetados tanto em humanos como em animais, tais como enzimas (acetilcolinesterase (AChE),
enzimas antioxidantes, citocromo c reductase), canais i0nicos, receptores de

neurotransmissores (acetilcolina, dopamina, noradrenalina, acido vy-aminobutirico) e
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citoesqueleto (biossintese da tubulina) (Casida, 2009). Ha uma grande quantidade de
evidéncias e estudos sobre a relagdo entre a exposi¢do a pesticidas e a elevada taxa de
manifestagdo de doengas cronicas, como diferentes tipos de cancer, diabetes, desordens
neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer e esclerose lateral amiotrofica, defeitos

congénitos e transtornos reprodutivos (Mostafalou & Abdollahi, 2013).

2.2 Relacao entre pesticidas e doencas neurodegenerativas

Os disturbios neurodegenerativos sdo caracterizados por doengas que apresentam a perda
de células neuronais em areas do cortex, ganglios basais, cerebelo, tronco cerebral e sistemas
locomotores, levando a disfungdo do sistema nervoso (Brown et al., 2005). A
neurodegeneracdo pode ser encontrada em diferentes niveis de circuitos neuronais variando de
molecular para sist€émica. O dano a membranas de organelas por proteinas monoméricas ou
oligoméricas podem também contribuir para a manifestacdo dessas doencgas. Como por
exemplo, a a-sinucleina pode causar danos a membranas através da inducdo da curvatura das
mesmas. Além disso, a disfuncdo mitocondrial e o estresse oxidativo também possuem um
papel importante na patogénese das doencas neurodegenerativas (Khanam et al., 2016).

A etiologia da maioria dos disturbios neurodegenerativos ¢ multifatorial e consiste em uma
interacdo entre fatores ambientais e predisposi¢ao genética. O papel da exposicdo a pesticidas
na manifestagdo das doengas neurodegenerativas tem sido suspeitado ha muito tempo, porém,
os agentes causadores especificos e os mecanismos moleculares ainda ndo sdo completamente
compreendidos (Parrén et al., 2011). Para as principais doengas neurodegenerativas como a
Doencga de Parkinson (DP), a Doenca de Alzheimer e a esclerose lateral amiotropica existem
evidéncias que ligam a sua etiologia a exposi¢do em longo prazo/baixa dose a pesticidas, tais
como paraquat, maneb, dieldrin, piretroides e organofosforados (Baltazar et al., 2014).

A exposicdo a baixas concentragdes de pesticidas pode afetar as células cerebrais
produzindo uma perda de neurénios em regides especificas do cérebro que resulta em declinio
cognitivo e prejuizos na memoria, atencdo e funcdo motora (Hayden et al., 2010). Os
mecanismos de neurotoxicidade dos pesticidas envolvem processos inflamatorios, estresse
oxidativo e consequente apoptose celular. A estimulacdo da producdo de radicais livres,
inducdo de peroxidagdo lipidica e disturbios na capacidade antioxidante total do organismo
sd0 mecanismos de toxicidade da maioria dos pesticidas (Abdollahi et al., 2004; Franco et al.,

2009) . Parron et al. (2011) realizaram um estudo na Espanha para avaliar a influéncia da
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exposicdo ambiental a pesticidas na manifestagdo de doengas como a Doenca de Alzheimer,
Doencga de Parkinson, esclerose multipla e na tentativa de suicidio e psicose afetiva em
individuos que moravam em areas de alta e baixa exposi¢do a pesticidas. A determinagdo da
intensidade de exposi¢do foi estabelecida conforme o niimero de hectares dedicados a
agricultura intensiva e a venda de pesticida per capita. Um total de 17 mil casos foram
avaliados entre 1998 e 2005. As analises multivariadas dos casos mostraram que a populacao
que vivia em areas com alto uso de pesticidas apresentava um risco aumentado para
desenvolver Doenga de Alzheimer e cometer suicidio. Além disso, os homens que viviam nas
arecas de alta exposi¢do a pesticidas demonstraram maiores riscos de polineuropatias,
distarbios afetivos e tentativas de suicidio. Segundo os autores, os resultados desse estudo
demonstram que a exposi¢cdo a pesticidas aumenta a incidéncia de certos disturbios

neurologicos.

2.3 Paraquat

O paraquat ¢ um dos herbicidas mais amplamente utilizados no mundo, aplicado no
controle de ervas daninha anuais e perenes em uma grande variedade de culturas, incluindo
cereais oleaginosas, frutas e hortalicas. E considerado nao-seletivo ¢ de amplo espectro,
matando uma ampla gama de gramineas anuais e ervas daninhas de folhas largas (Chagas,
2007). Esse herbicida foi considerado o mais toxico a saude humana nos ultimos 60 anos,
entretanto, ainda ¢ utilizado em aproximadamente 90 paises, como a China, Tailandia e
Brasil. Nos Estados Unidos ¢é classificado sob uso restrito, enquanto que na Unido Europeia
esta proibido desde julho de 2007 (Pizzutti et al., 2016; Singh & Ramassamy, 2012).

Por muitos anos, estudos experimentais com o paraquat avaliaram seus efeitos toxicos
sobre pulmio, figado e rins, provavelmente porque a toxicidade induzida por este herbicida
nesses orgdos ¢ a responsavel pela morte apds exposicdo aguda. Entretanto, danos
significativos ao cérebro também foram observados em individuos que morreram de
intoxicacdo por paraquat (Bové et al., 2005). Ainda, estudos epidemiologicos tem sugerido
um aumento do risco em desenvolver a Doenga de Parkinson através da exposi¢do ao
paraquat (Liou et al., 1997).

Os mecanismos de neurotoxicidade induzida por paraquat ainda ndo sdo completamente
compreendidos, no entanto, diversos fatores tém sido estudados entre eles: indugdo de estresse

oxidativo, disfungdo mitocondrial, apoptose e autofagia, inibicdo do sistema ubiquitina-
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proteasoma e inducdo de sinucleinopatia e taupatia (Dinis-Oliveira et al., 2009; Franco et al.,
2010) (Figura 1). Dentro do neurdénio dopaminérgico, o PQ pode gerar espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio o que pode consequentemente gerar estresse oxidativo. O estresse
oxidativo pode causar defeitos no DNA, peroxidagdo de lipidios e proteinas, além de
desorganizar o citoesqueleto. Através da geracdo de estresse oxidativo, o PQ pode perturbar
de forma indireta a mitocdndria causando a inibigdo dos complexos I e III, desacomplamento
das etapas de fosforilacdo e variagdes no potencial de membrana da mitocondria, eventos que
levam a um decréscimo nos niveis de ATP. O PQ pode afetar de forma direta a agregacdo de
proteinas. Todos os processos celulares afetados pelo PQ podem levar a morte celular

(Cicchetti et al., 2008).
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Fig. 1. Possiveis mecanismos de neurotoxicidade do paraquat. Fonte: adaptagcdo de parte do
artigo publicado na revista “Trends in Pharmacological Sciences (2008): 475-483 (Cicchetti et
al., 2008)”.

O paraquat ¢ um composto redox ciclico comumente utilizado em laboratério para gerar
estresse oxidativo. Esse composto € capaz de receber um elétron de varias diaforases celulares
(enzimas que transferem elétrons do NAPH), principalmente a NADPH-citocromo P450
redutase, para formar o radical paraquat monocation (PQ™). Outras enzimas que sdo capazes
de reduzir o paraquat (PQ2+) para PQ" incluem a NADH:ubiquinona oxiredutase
mitocondrial, xantina oxidase (NOS), NAPH oxidases da familia NOX e a tiorredoxina

redutase (Baltazar et al., 2014). Na presen¢a de oxigénio, o radical PQ™" ¢ rapidamente



19

reoxidado, regenerando o paraquat dicatiénico (PQ*") e mais 4nion superdxido (0,™) (Figura
2). O O, produzido pode reagir com o 6xido nitrico para formar o peroxidonitrito (ONOQ")
ou ser dismutado pela superoxido dismutase (SOD) em peroxido de hidrogénio (H,O;). Na
presenga de Fe” o H,0; reduzido a radical hidroxil (OH"), a espécie reativa de oxigénio

(ERO) mais danosa que rapidamente reage com o DNA, lipidios e proteinas (Halliwell, 1991).
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Fig. 2. Ciclo redox do paraquat. Fonte: adaptagdo de parte do artigo publicado na revista

“Chemico-Biological Interactions (2010): 289—-300 (Franco et al., 2010)”.

O papel do estresse oxidativo na indugdo de neurodegeneragdo pelo PQ tem sido
demonstrado por diversos modelos celulares e em modelos in vivo. A exposi¢do ao PQ causa
a reducdo dos niveis da glutationa reduzida (GSH), um importante antioxidante endogeno, e
um aumento dos niveis de glutationa oxidada (GSSG) na substancia negra de camundongos
(Kang et al., 2009). Além disso, esse composto pode aumentar os niveis de peroxidacao
lipica, proteinas carboniladas e de DNA fragmentado (Yang and Tiffany-Castiglioni, 2005).
Apesar de alguns estudos demonstrarem que o PQ possui baixa afinidade pela mitocondria
(Richardison et al., 2005), Hosamani & Muralidhara (2013) em um estudo com Drosophila
melanogaster, observaram que a exposi¢do aguda ao paraquat (24 h nas concentragdes de 10,
20 e 40 mM) pode causar um aumento na producdo de anion superdéxido na mitocondria

levando a ativagdo da SOD mitocondrial e diminuir significativamente a atividade dos
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complexos I-III, II-IIT e da ATPase. Além disso, o PQ causou uma diminui¢do robusta na
atividade da succinato desidrogenase e um declinio moderado na atividade da citrato sintase
sugerindo um efeito especifico nas enzimas do ciclo do acido citrico.

Outro fator que pode estar diretamente relacionado com a a¢do neurotoxica do paraquat € a
sua similaridade estrutural com o MPP" (Figura 3), um metabolito ativo do 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Dauer & Przedborski, 2003). O MPTP foi descoberto na
década de 80 como um contaminante na producao do MPPP, uma droga ilicita denominada na
época como nova “heroina sintética”. Ao utilizar o MPPP, através de injecdo intravenosa, os
usuarios dessa droga também estavam sendo expostos ao MPTP. Apos a utilizacdo dessa
droga os usuarios comecaram a desenvolver sintomas semelhantes as da DP (Langston et al.,

1983).
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Fig. 3. Representacio da estrutura quimica do MPP', paraquat, MPPP ¢ MPTP. Fonte:
adaptacdo de parte do artigo publicado na revista “NeuroRx (2005): 484-494 (Bové et al.,
2005)”.

Atualmente, ja € bem estabelecido que o MPTP possui a capacidade de ultrapassar a
barreira hematoencefalica, ser distribuido no encéfalo pelos astrocitos e causar a destruigcdo
seletiva dos neurdnios dopaminérgicos. Desta forma, esse composto ¢ muito utilizado para
induzir sintomas de DP em modelos experimentais. Essa destruicdo seletiva dos neurdnios

dopaminérgico pelo MPTP ocorre porque o seu metabdlito ativo o MPP™ pode ser
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transportado para dentro desses neurdnios através dos transportadores de dopamina (DATS)
(Dauer & Przedborski, 2003).

Inicialmente por ter uma estrutura similar ao do MPP" (Figura 3), acreditava-se que o
paraquat poderia entrar nos neurdnios dopaminérgicos através dos DATs. Entretanto, estudos
posteriores mostraram que o paraquat ndo era um substrato para os DATs (Richardson et al.,
2005). Outros mecanismos de entrada do paraquat nos neurdénios dopaminérgicos foram
especulados como através do transportador de aminodcido neutro (Shimizu et al., 2001).
Entretanto, Rapplod et al. (2011) demonstraram que o PQ na sua forma dicatidnica (PQH)
realmente ndo é um substrato para os DATS, no entanto quando o PQ*" é convertido ao cation
monovalente PQ" por algum agente redutor ou uma NADPH oxidase da microglia, esse
composto acaba se tornando um substrato para os DATs e pode se acumular no neurdnios
dopaminérgicos onde pode induzir estresse oxidativo e citotoxicidade. Ainda nesse estudo, os
autores demonstraram que o PQ’ também ¢é um substrato para o transportador de cations
organicos (OCT3), que sdo expressos em células ndo dopaminérgicas na regido nigroestriatal.
Por causar a seletiva degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos na substancia negra pars
compacta, o PQ ¢ muito utilizado em diversos modelos experimentais para induzir

importantes caracteristicas patologicas da DP.

2.4 Doenga de Parkinson (DP), estresse oxidativo e terapias antioxidantes

A DP perpetua o nome de James Parkinson, um médico britanico que em 1817 fez a
primeira descrigdo médica da doenga através do trabalho intitulado “Essay on the Shaking
Palsy” originalmente definida como “paralisia trémula”. Ja o francés Jean-Martin Charcot foi
o responsavel por melhor caracterizar a descrigdo feita em 1817 e divulgar informagdes sobre
a DP no mundo, e junto com Parkinson desempenhou um importante papel na histéria da DP
nos anos de 1800 (Goetz, 2011). A DP ¢ considerada a segunda desordem neurodegenerativa
mais comum depois da doenc¢a de Alzheimer (De Lau & Breteler, 2006). De acordo com
Pringsheim et al. (2014), a prevaléncia da doenga aumenta de acordo com o aumento da
idade. Desta forma, cerca de 1 a 2% da populagdo mundial acima de 65 anos ¢ afetada por
essa doenca (De Lau & Breteler, 2006). No Brasil a prevaléncia da doenga pode ser
considerada similar com a encontrada em paises americanos, europeus e orientais (Barbosa et
al., 2006). A origem étnica das pessoas parece ter uma relacdo com a incidéncia da DP. Van

Den Eeden et al. (2003) relataram que a doenga incide de forma mais elevada em hispanicos,



22

seguidos (ordem decrescente) por : brancos ndo hispanicos, asiaticos e negros. Além disso, ha
uma maior incidéncia dessa doenga em homens com idade avangada. As possiveis causas da
diferenca entre os géneros estdo relacionadas as propriedades neuroprotetoras dos hormonios
esteroides femininos, a diferenga dos sexos quanto as exposicdes ambientais, ocupacionais € a
influéncias genéticas género-especificas (Alves et al., 2008; Gillies & McArthur, 2010).

A DP ¢ neuropatologicamente caracterizada por uma degeneracdo lenta e progressiva dos
neurdnios dopaminérgicos da substancia negra e pela preseng¢a de inclusdes intracelulares
denominadas corpos de Lewy (Figura 4). A morte dos neurdnios dopaminérgicos que
apresentam seus corpos celulares na parte compacta da substancia negra (SNpc), leva a perda
dos terminais dopaminérgicos do estriado e também das regides dos ganglios basais e cortical,
resultando em um déficit importante de dopamina nessas regides (Price et al., 1987; Perez and
Hasting, 2004; Przedborski, 2005). A dopamina (DA) ¢ um neurotransmissor que esta
envolvido no controle da locomocao e cogni¢do (Giros et al., 1996). Desta forma, a DP ¢
clinicamente caracterizada pela presenca de disfungdes motoras, como tremores de repouso,
bradicinesia, acinesia, rigidez e instabilidade postural (Przedborski, 2005). E necessaria uma
diminuicdo substancial de cerca de 80% nos niveis de dopamina estriatal para que os sintomas
motores se manifestem (Deumens et al., 2002). O tremor parkinsoniano € o sintoma inicial em
cerca de 60-70% dos pacientes, sendo a caracteristica mais evidente da doenca, embora nao
seja necessariamente incapacitante (Poewe, 2006). Pacientes com DP também apresentam
dificuldades na programacdo e execucdo de movimentos, € em estdgios mais avangado
exibem dificuldades em iniciar os movimentos. Ja a rigidez muscular pode ser definida como
um aumento da resisténcia da articulacdo durante um movimento passivo (Dauer &

Przedborski, 2003).
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Fig. 4. Representacdo esquematica da via nigroestrial normal (A) e na DP (B). Em (C)
imuno-histoquimica marcando inclusdes celulares (corpos de Lewy) em neur6nios
dopaminérgicos. Fonte: adaptacdo de parte do artigo publicado na revista “Neuron (2003):

889-909 (Dauer & Przedborski, 2003)”.

Os corpos de Lewy sdo estruturas esféricas organizadas em um nucleo denso de hialina e
circundadas por um halo claro, medindo aproximadamente 15 pm de diametro, e compostas
por numerosas proteinas, incluindo a-sinucleina, parkina, ubiquitina e neurofilamentos. Estas
estruturas ndo sdo exclusivas da DP e podem ser encontradas em individuos com Doenca de
Alzheimer, na deméncia com corpos de Lewy ou ainda como um achado acidental patologico
em pessoas saudaveis de idade avancada (Schulz & Falkenburger, 2004). O papel dos corpos
de Lewy na morte neuronal, ainda é controverso, mas sabe-se que sua presenga perturba o
funcionamento normal dos neurdnios, interrompendo a agdo de importantes mensageiros

quimicos como, por exemplo, acetilcolina e dopamina (Perez and Hasting, 2004).
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Embora a maioria dos casos de DP seja idiopatica, a identificacdo de algumas formas de
DP familiar, tanto autossomica dominante como recessiva despertou o interesse para o
envolvimento genético na patogénese da DP. Vérios s@o os estudos que investigaram o papel
de genes especificos na doenca, sendo alguns dos mais conhecidos: DJ-1, SNCA, Parkin
(Park2), Pinkl (Park6), Parkl3 e LRRK2.(Abdullah et al., 2014). Além disso, fatores nao-
genéticos como a exposicdo a toxinas ambientais como metais e pesticidas podem contribuir
para a manifestagdo da DP (Collins & Neafsey, 2002). Dessa forma, acredita-se que a DP ¢
multifatorial, sendo o resultado de uma interagdo de fatores genéticos e ambientais. Entretanto
¢ importante ressaltar que fatores endogenos ou exogenos, dependendo da sua intensidade,
podem provocar a doenga separadamente (Ellwanger, 2015).

Grande parte dos sintomas motores da DP estdo relacionados a neurodegeneracdo
dopaminérgica na SNpc. Porém, outros sistemas neurotransmissores e distintas regides
encefalicas também estdo envolvidas, incluindo o locus coeruleus, nicleos motores dorsais,
substancia inominata, campo retrorubral, area tegmental ventral, o sistema nervoso vegetativo
e o cortex cerebral; consequentemente, ¢ observada uma perda neuronal que vai além dos
neuronios dopaminérgicos, incluindo outros sistemas como o serotoninérgico e o colinérgico.
A degeneracdo nao-dopaminérgica destaca-se como principal responsavel pelo
desenvolvimento de sintomas ndo-motores da DP, como constipagdo, disfuncdo olfativa,
declinio cognitivo, depressdo, ansiedade e disturbios do sono (Schapira et al., 2006; Obeso et
al., 2010; Watson et al., 2010).

Independente da forma de manifestacio da DP (idiopatica ou genética), o estresse
oxidativo é considerado como um mecanismo subjacente que leva a disfun¢do e morte celular.
O estresse oxidativo ¢ definido como o desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas
(principalmente de oxigénio e nitrogénio) e a habilidade de um determinado sistema biologico
em neutralizar essas espécies através de mecanismos antioxidantes tanto enzimaticos como
ndo enzimaticos (Dias et al., 2013). No estresse oxidativo, a alta concentragcdo de espécies
reativas cria um estado propicio para que ocorra o dano celular. Evidéncias indicam que o
dano oxidativo e a disfun¢do mitocondrial contribuem para a cascata de eventos que levam a
degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos (Dias et al., 2013). Isso é suportado pela analise
de cérebros pos mortem que mostram aumento dos niveis de 4-hidroxil-2-nonenal (HNE)
(sub-produto da peroxidagdo lipidica), 8-hidroxi- 2’-deoxiguanosina e 8-hidroxi-guanosina
(produtos de oxidagdo do DNA e RNA, respectivamente) e de modificagdes carbonilicas em

proteinas soluveis (Yoritaka et al., 1996; Alam et al., 1997; Zhang et al., 1999).
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A intensa producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no cérebro pode fornecer uma
explicacdo para a magnitude do papel que essas moléculas reativas desempenham na DP. O
cérebro consome cerca de 20% do suprimento de oxigénio do corpo, sendo que uma parcela
significativa desse oxigénio ¢ convertida em ERO (Johnson et al., 2012) . As ERO podem ser
geradas no cérebro por diferentes fontes, tanto nos neurénios como na glia, sendo a cadeia
transportadora de elétrons a principal contribuinte a nivel mitocondrial (Dumont & Beal,
2011; Yan et al., 2011). Outras fontes de incluem monoamina oxidases (MAO), NADPH
oxidase (NOX) e outras flavo-enzimas. Além disso, o cérebro contém altas concentragdes de
acidos graxos poli-insaturados, que sob condi¢des de estresse oxidativo resultam em
peroxidagdo lipidica gerando produtos toxicos como o malondialdeido (MDA) e o HNE (Liu
et al., 2008)

Devido a presenga de enzimas geradoras de ERO como a tirosina hidroxilase e a MAO, os
neurénios dopaminérgicos sdo particularmente susceptiveis ao estresse oxidativo. Esses
neurdnios possuem ferro, que catalisa a reagdo de Fenton, gerando o radical hidroxil (OH’),
que pode contribuir diretamente para o estresse oxidativo. Outra importante fonte geradora de
ERO nos neur6nios dopaminérgicos ¢ o metabolismo da DA. (Dias et al., 2013). A DA ¢
sintetizada a partir da tirosina no citoplasma do neurdnio e, a seguir, € transportada no interior

de vesiculas secretoras para armazenamento e liberagdo (Figura 5).



26

Tirosina

Tetraidrobiopterina Tirosina hidroxilase
0,, Fe**

HO X
L-DOPA

Fosfato de piridoxal

HO -~ _~__NH;

Dopamina

Acido ascorbico
O;g. Cue‘

opamina P-hidroxilase

HO. A~~~ ~NH;

o

Ho~ W 7
Narepinefrina

S-adenosilmetionina

OH
[ H
HO.\__’_ N
HO” N
Epinefrina

Fig. 5. Sintese da dopamina. A dopamina ¢ sintetizada a partir do aminoacido tirosina através
de uma série de reagdes em etapas. Nas células que contém dopamina [-hidroxilase, a
dopamina pode ser ainda convertida em norepinefrina, nas células que contém
feniletanolamina N-metiltransferase, a norepinefrina pode ser convertida em epinefrina.
Fonte: Adaptacdo do livro “Principios de farmacologia: a base fisiopatologica da

farmacoterapia (Golan, 2009).”



27

Sdo necessarias duas bombas moleculares separadas para o transporte da dopamina nas
vesiculas sinapticas. Uma ATPase de protons concentra protons na vesicula, criando um
gradiente eletroquimico caracterizado por pH intravesicular baixo, e um interior eletropositivo
na vesicula. Esse gradiente ¢ explorado por um antiportador de prétons, o transportador de
monoaminas vesicular (VMAT), que permite o deslocamento de protons ao longo do
gradiente (para fora da vesicula) enquanto efetua o transporte simultaneo de DA para dentro
da vesicula, contra o seu gradiente de concentragdo. Com a estimulacdo da célula nervosa, as
vesiculas de armazenamento de DA fundem-se com a membrana plasmatica de modo
dependente de Ca', liberando DA na fenda sindptica. A DA na fenda pode ligar-se tanto a
receptores de DA pos-sinapticos quanto a auto-receptores de DA pré-sinapticos (Figura 6).

Existem varios mecanismos para remover a DA sinaptica e interromper o sinal produzido
pelo neurotransmissor. A maior parte da DA liberada na fenda sinaptica ¢ transportada de
volta a célula pré-sinaptica por uma proteina transmembrana, o transportador de DA (DAT)
(Golan, 2009). A DA ¢ uma molécula instdvel que pode ser metabolizada facilmente pela via
da MAO (Figura 7) ou sofrer auto-oxida¢do formando derivados de dopamina-quinonas e
radicais livres. A auto-oxida¢do da dopamina ¢ catalisada por metais, oxigénio ou enzimas
como a tirosinase (Munoz et al., 2012).. Em condigdes normais, os niveis de dopamina sdo
regulados pela MAO-A, localizada nos neurénios catecolaminérgicos. No entanto, com a
degeneracdo neuronal que ocorre na DP e no envelhecimento, a MAO-B localizada nas
células gliais aumenta a atividade e se torna a enzima predominante para metabolizar a
dopamina (Dias et al., 2013). Os produtos do metabolismo mediado por MAO-B sao: 3,4-di-
hidroxifenil-acetaldeido, aménia ¢ H,O,. O H,O, ¢é altamente permeavel a membrana,
entrando em neurdnios dopaminérgicos vizinhos, podendo gerar radical hidroxil através da
rea¢do de Fenton, causando estresse oxidativo o que pode levar a neurodegeneragao (Kumar

& Andersen, 2004; Nagatsu & Sawada, 2006).
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Fig. 6. Neurotransmissdo dopaminérgica. A dopamina (DA) ¢ sintetizada no citoplasma e
transportada por vesiculas secretoras. Com a estimulacdo da células nervosa, a DA ¢ liberada
na fenda sinaptica onde estimula receptores dopaminicos pds e pré-sinapticos. A maior parte
da DA liberada na fenda sinaptica é transportada de volta a célula pré-sinaptica , por uma
proteina transmembrana, o transportador de DA (DAT). Fonte: Adaptagdo do livro

“Principios de farmacologia: a base fisiopatologica da farmacoterapia (Golan, 2009).”
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Fig. 7. Metabolismo da dopamina (DA). A DA ¢é metabolizada a 4cido homovanilico (HVA)

através de uma série de reacdes. Adaptacdo do livro “Principios de farmacologia: a base

fisiopatologica da farmacoterapia (Golan, 2009).”

Os produtos da auto-oxidagdo da DA, dopamina-quinonas, também podem contribuir

diretamente na neurodegeneracdo. As dopamina-quinonas podem modificar diversas proteinas

relacionadas a DP, como a a-sinucleina, parkin, DJ-1, superoxido dismutase-2 (SOD2) e
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UCH-L1, causar disfuncao mitocondrial e inativar os transportadores de dopamina (DAT) e a
enzima tirosina hidroxilase (Kuhn et al., 1999; Whitehead et al., 2001; Girotto et al., 2012;
Zhou et al., 2014). As dopamina-quinonas podem ser oxidadas a aminocromo, cujo ciclo
redox leva a deplecdo de NADPH e a geracao de radical superoxido e neuromelanina (Norris
et al., 2005; Zecca et al., 2008). A neuromelanina ¢ um polimero insoluvel que confere um
pigmento preto a substancia negra. Granulos dessa substancia t€ém sido observados em
pacientes jovens com DP, casos idiopaticos de DP, assim como em modelos experimentais
onde o MPTP induz sintomas de DP (Blesa et al., 2015). A neuromelanina parece permanecer
por muito tempo no espaco extracelular e por isso ¢ considerada uma das moléculas
responsaveis por induzir neuroinflamagao cronica na DP (Hwang, 2013). A figura 8 mostra
um resumo das condi¢des que podem gerar estresse oxidativo levando a neurodegeneragdo
dopaminérgica.

Ainda ndo existe tratamento adequado para a DP. A terapia atual esta restrita ao alivio dos
sintomas e nenhuma droga capaz de inibir a degeneragdo neuronal foi descoberta. O
tratamento mais utilizado atualmente para a DP estd restrito a reposi¢do da dopamina
utilizando seu percursor, a L-DOPA (Figura 5), associada a um inibidor da dopa-
descarboxilase (benzerazida, carbidopa), o que gera uma biotransformacdo para dopamina,
compensando o déficit de dopamina no cérebro. Inicialmente essa terapia se mostra bastante
eficaz, mas com a continuidade do tratamento ocorrem efeitos colaterais como nauseas
vOmitos e hipotensdo postural (Xu et al., 2005). Outras drogas anticolinérgicas como o
biperideno, orfenadrina, difenidramina, benzotropina e prociclidina também sao utilizadas
para o controle dos tremores, entretanto elas ndo sdo totalmente eficazes (Stocchi, 2003;
Luchtman et al., 2012). Agonistas dopaminérgicos ndo seletivos como a cabergolina, lisuride,
pramipexol e ropitinol sdo utilizados de forma preventiva e nos estagios iniciais da DP. Em
estagios precoces podem ser utilizados inibidores da enzima MAQO-B, como a selegilina e

rasagilina (Miller, 2002; Stocchi, 2003).
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Fig. 8. Processos fisiologicos que podem levar a neurodegeneracdo dopaminérgica. Fonte:
adaptacdo de parte do artigo publicado na revista “Frontiers in Neuroanatomy (2015): 9, 91

(Blesa et al., 2015)”.

Como o estresse oxidativo possui um papel importante na manifestacdo da DP, muitos
estudos tém sido realizados para investigar a a¢do neuroprotetora dos antioxidantes em
modelos experimentais de DP. Embora varios antioxidantes sintéticos estejam disponiveis, ha
uma tendéncia crescente na busca de antioxidantes derivados de plantas medicinais (Sudati et
al., 2013). Nesse sentido, Pérez-Barrdn et al. (2015) demonstraram que o extrato metanolico
da Buddleja cordata possui um efeito neuroprotetor em um modelo experimental de DP
utilizando o MPP" como indutor. Esse extrato protege dos danos locomotores causados pelo
MPP", além de prevenir a diminui¢do dos niveis de dopamina e diminuir os niveis de
peroxidagdo lipidica. Segundos os autores, esses efeitos podem estar relacionados com a
presenga de fenilpropandides presentes no extrato. Compostos isolados que estdo presentes na
composi¢ao de plantas medicinais como o acido galico, quercetina, acido ferulico, rutina e
crisina também possuem efeito neuroprotetor em diferentes modelos experimentais de DP

(Haleagrahara et al., 2011; Jeong et al., 2011; Khan et al., 2012; Mansouri et al., 2013; Guo et



32

al., 2016). Varios modelos bioldgicos sdo utilizados para descobrir novos compostos naturais
que possam ser utilizados na terapia contra a DP entre eles destaca-se a Drosophila

melanogaster.

2.5 D. melanogaster: modelo para o estudo de compostos naturais com efeito

neuroprotetor

A Drosophila melanogaster (DM), popularmente conhecida como mosca da fruta, pertence
a subespécie Diptera da familia Drosophilidade, sendo encontrada em diversas partes do
mundo. Durante o curso da evolugdo, a separagdo das linhagens artropode e vertebrada por
milhares de anos sugeriu que a Drosophila ndo tivesse nenhuma relagdo com humanos.
Entretanto, analises genéticas, moleculares e comportamentais realizadas ao longo de um
século mostraram que a DM (Figura 1) possui uma elevada similaridade com os mamiferos. A
DM tem sido utilizada como modelo primordial para estudos experimentais de biologia
eucariotica multicelular. Através desse modelo foi possivel descobrir os principios
fundamentais da biologia, como a validag@o da teoria cromossdmica da heranca e a primeira

descricao experimental do gene como unidade funcional (Hirth, 2010).

femea

Fig. 9. Foto ilustrativa da Drosophila melanogaster.

A DM ¢ vastamente utilizada como modelo experimental principalmente devido a fatores
como: baixo custo, facil manuseio no laboratorio, elevada geragdo de descendentes

geneticamente idénticos e periodo de vida bastante curto (40 A 120 dias) dependendo da dieta
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(Piper et al., 2005; Pletcher et al., 2005). O ciclo de vida da DM dura cerca de 10-12 dias a 25
°C (Figura 2) sendo que uma unica fémea pode colocar de 30-50 ovos por dia (Barnes et al.,
2008). Além disso, a DM possui somente 4 pares de cromossomos que podem ser
geneticamente manipulados. O sequenciamento do genoma das moscas revelou que a DM
possui uma similaridade de 75% com genes relacionados a doengas em humanos, tendo
grande potencial para ser utilizada como modelo de doenga humana (Panchal & Tiwari,
2017). Neste sentido, nos ultimos anos a DM tem sido utilizada como modelo experimental
no estudo de diversas doencas neurodegenerativas, incluindo a DP, uma vez que seu genoma
contém de 77% do loci relacionada com as doencas neuroldgicas em seres humanos e mais de
85% genes associados com deficiéncias cognitivas (Hirth, 2010; Panchal & Tiwari, 2017).
Além disso, a DM possui homologia entre 5 dos 6 genes relacionados & DP com humanos

(Whitworth et al., 2006) .
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Fig. 10. Ciclo de vida da Drosophila melanogaster. Fonte: Adaptado de Ecker, 2014.

O cérebro da mosca adulta possui mais de 100.000 neuronios que formam circuitos

discretos e fibras nervosas que medeiam comportamentos complexos, incluindo ritmo
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circadiano, o sono, a aprendizagem e a memoria. Embora possua uma distribuicdo de
neurdnios dopaminérgicos no SNC de forma diferenciada a dos vertebrados, a DM demonstra
conservagdo de muitos processos celulares e moleculares de desenvolvimento e fungdo
neuronal (Sang & Jackson, 2005; Pandev & Nichols, 2006). A mosca apresenta em seu
sistema nervoso central, seis conjuntos neuronais dopaminérgicos (ppm3, PPL2, PPL1, PAM,
PAL e ppm 1/2). (Figura 11). Como ocorre nos humanos, o sistema dopaminérgico presente
na mosca também esta associado ao controle locomotor. Consequentemente, danos causados
aos neurdnios dopaminérgicos da DM levam a déficits locomotores comparaveis aos que
ocorrem na DP (Lima & Miesenbock, 2005). Assim, farmacos empregados no tratamento dos
sintomas de DP em humanos também se mostram eficazes em modelos utilizando a DM

(Pendleton et al., 2002; Pandev & Nichols, 2006) .

Fig. 11. Regides do cérebro da Drosophila melanogaster (DM). Em (A) as principais regides
estdo destacadas nas cores: marrom (corpo do cogumelo); bege (cifre lateral); azul (l6bulo
antenal); verde (complexo central); vermelho (medula); laranja (I16bulo) e amarelo (l6bulo
prato). (B) Neurdnios dopaminérgicos determinados através de marcador para tirosina
hidroxilase em microscopia focal. (C) Representacdo esquematica dos cluster
dopaminérgicos: PP1 e PPL2 (jungdo posterior lateral); PPM1/2 (jungdo posterior medial 1 e
2); PPM3 (posterior medial 3); PAL (anterior lateral) e PAM (anterior medial). Fonte:
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adaptacdo de parte do artigo publicado na revista “Journal Neuroscience (2004): 10993-
10998, (Coloum & Birman, 2004)”.

Este invertebrado permite a rapida triagem de potenciais farmacos para o tratamento de
doencgas neurodegenetativas, dentre elas a DP. Estudos com a DM que visam a descoberta de
novos compostos naturais com efeito neuroprotetor em relagdo a DP utilizam moscas
geneticamente modificadas ou induzem sintomas da DP através da exposi¢do a neurotoxinas
como rotenona e paraquat (Park et al., 2012; Sudati et al., 2013)

Siddique et al. (2013) avaliaram o efeito da suplementacdo do extrato das folhas de
Eucalytus citriodora em moscas transgénicas que expressam o-sinucleina nos neuronios.
Neste estudo, as moscas transgénicas demonstraram uma diminui¢do da capacidade
locomotora e um aumento do estresse oxidativo em relacdo a moscas do tipo selvagem, sendo
assim, utilizadas como modelo de DP. A suplementacdo com o extrato por 21 dias melhorou a
capacidade locomotora das moscas transgénicas além de diminuir o estresse oxidativo.
Segundo os autores, o extrato das folhas de Eucalytus citriodora possui potencial para tratar
os sintomas da DP.

Jahromi et al. (2013) demonstraram que a exposicdo ao paraquat na concentragdo 15 mM
por 24 h ocasionou uma diminui¢cdo da capacidade locomotora das moscas tratadas além de
induzir estresse oxidativo evidenciado pela deple¢do do conteudo de glutationa, aumento da
peroxidacdo lipidica e aumento da atividade de enzimas antioxidantes como catalase e
superoxido dismutase. O pré-tratamento com o extrato da raiz de Decalepis hamiltonii por 14
dias preveniu a neurotoxicidade e o estresse oxidativo ocasionado pela exposi¢do ao paraquat.
Da mesma forma, Park et al. (2012) demonstraram que a exposi¢do ao paraquat em papel
filtro na concentracdo de 20 mM por 24h ocasionou déficits locomotores, aumento da
produgdo de espécies reativas de oxigénio ¢ aumento da atividade da acetilcolinesterase ¢ da
superoxido dismutase. A exposicdo ao paraquat também causou variacdes na expressdo de
genes associados com efeitos antioxidantes e anti-envelhecimento. A adi¢do de curcumina,
quercetina, extrato de Sanguisorba officinalis e extrato de Zedoariae rhizoma na alimentacao
das moscas antes da exposi¢do ao paraquat preveniu o dano oxidativo e locomotor ocasionado
pelo paraquat. Além disso, esse fitoquimicos modularam a expressdo dos genes sodl, sod?2,
cat, gstDI1 e mth que foram afetados pela exposi¢do ao paraquat. Esses estudos confirmam a
utilidade da DM como modelo para investigar estratégias terap€uticas que possam ser

promissoras no tratamento de distirbios de movimento associados a DP.
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Nos estudos de toxicidade de pesticidas utilizando como modelo experimental a DM
geralmente a exposicdo ao pesticida ocorre através da incorporagdo do pesticida no meio de
alimentacdo das moscas. Existem diferentes maneiras de introduzir um determinado pesticida
na alimentacdo das moscas. Os métodos mais conhecidos sdo os que utilizam papel-filtro,
capilar ou agar. No método utilizando papel filtro, o pesticida ¢ solubilizado em uma solucao
5% de sacarose sendo adicionado a um papel filtro fixo no fundo do frasco de tratamento. A
desvantagem desse método decorre do fato de ndo ser possivel avaliar o quanto de
alimentacdo ¢ consumido. Além disso, uma dieta com alta concentracdo de sacarose, mesmo
em um curto periodo de tempo, pode causar variacdes metabdlicas substanciais que podem
confundir com os efeitos do pesticida (Rzezniczak et al.,, 2011). Ja et al. (2007)
desenvolveram um método de alimentagdo através de capilares. Através desse método ¢
possivel avaliar a quantidade da alimentacdo que estd sendo ingerida pelas moscas. Entretanto
estudos posteriores demonstraram que a alimentacdo através de capilares reduz
substancialmente a deposicdo de ovos como o tempo de vida das moscas quando comparado
com o método tradicional de alimentagdo em meio agar (Bass et al., 2007; Lee et al., 2008).
Certamente, dos trés métodos de alimentacdo (exposi¢do) o mais utilizado para o estudo de
toxicidade de pesticidas em DM ¢é o meio agar. Nesse método, a alimentacdo das moscas
juntamente com o pesticida ¢ misturada com uma solug¢do de 1 a 2% de agar para gerar um
meio solido de alimentagdo. Apesar de ser muito utilizado, esse método apresenta algumas
limitacdes como a incerteza quanto a biodisponibilidade e quantidade ingerida da alimentacdo
pelas moscas. Além disso, esse método necessita a troca do meio de alimentagdo a cada 2
dias, onde hd uma elevada manipulagdo das moscas em tratamento algo que pode gerar
estresse, morte e fuga. Com isso, novos métodos de exposicdo a pesticidas devem ser

desenvolvidos para suprir as limitagdes dos métodos tradicionais.

2.6 Bougainvillea glabra Choisy

Bougainvillea Comm. Ex. Juss ¢ um género nativo da América do Sul, sendo seu nome
derivado do seu descobridor, Louis Antoine de Bougainville, navegador frances e comandante
militar que foi a primeira pessoa a tomar nota deste tipo de planta em 1768. O género
Bougainvillea pertence a familia Nyctaginaceae, que possui cerca de 27 espécies, trés das
quais sdo horticulturalmente importantes: Bougainvillea spectabilis Wild, Bougainvillea

glabra Choisy (Figura 12) e Bougainvillea peruviana (Fawad et al., 2012).
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Fig. 12. Foto da espécie Bougainvillea glabra Choisy.

Tradicionalmente, as folhas de B. glabra sdo utilizadas para tratar distirbios como diarreia,
acidez estomacal, tosse, bronquite, asma, dor de garganta e hepatite (Vicent et al., 2017). As
folhas da B. glabra possuem importantes propriedades farmacologicas como: antibacteriana,
antihiperglicémica, antifingica, analgésica e anti-inflamatoria (Edwin et al., 2006; Alanis-
Garza et al., 2007; Gupta et al., 2009; Elumalai et al., 2012). Recentemente, o extrato aquoso
das folhas de B. glabra foi utilizado para sintetizar nanoparticulas de prata eficazes no
controle do mosquito Culex tritaeniorhynchus que é um importante vetor encefalite (Vicent et
al., 2017). Estudos sobre a composicdo fitoquimica das folhas B. glabra ainda sdo escassos.
Entretanto, Rani et al. (2012) demonstraram que as folhas possuem na sua composi¢do
saponinas, flavondides, taninos, esterdides e terpendides além de compostos bioativos com:

fitol, esqualeno e vitamina E (Figura 13).
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Fig. 13. Representacdo da estrutura quimica do fitol, esqualeno e vitamina E.

O fitol ¢ um alcool insaturado de cadeia ramificada pertencente a classe dos diterpenos que
esta presente na constitui¢do da clorofila (Santos et al., 2013). Esse composto ¢ conhecido por
inibir o crescimento de Staphylococus aureus e por bloquear os efeitos teratogénicos do
retinol (Arnhold et al., 2002; Inoue et al., 2005). Recentemente, estudos tém sido
desenvolvidos para avaliar a atividade neurofarmacoldgica do fitol. Esse composto possui
atividade sedativa, ansiolitica, anti-convulsionante (Costa et al., 2014) e possui capacidade de
inibir a atividade da enzima acetilcolinesterase (Syad et al., 2016), principal alvo terapéutico
no tratamento da doenga de Alzheimer. Além disso, Santos et al. (2013) demonstraram que o
fitol possui capacidade antioxidante e antinoceptiva.

O esqualeno ¢ um triterpeno intermedidrio da biossintese de esterdis. Devido aos seus
efeitos dietéticos significativos, biocompatibilidade, inércia e outras propriedades vantajosas,
o esqualeno tem sido amplamente utilizado em formula¢des farmacéuticas (Reddy &
Couvreur, 2009). Esse composto tem uma capacidade de captura do radical hidroxil muito
mais forte em comparacdo com a glutationa reduzida (GSH) além de possuir atividades

preventivas contra o cancer (Das et al., 2003). Kabuto et al. (2013) examinaram os efeitos da
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administracdo oral de esqualeno em um modelo de DP em camundongos, que foi
desenvolvido pela injecdo intracerebroventricular de 6-hidroxidopamina (6-OHDA). A
administracdo do esqualeno 7 dias antes e 7 dias ap6és a injecdo da 6-OHDA preveniu a
reducdo dos niveis de dopamina estriatal, indicando um possivel efeito neuroprotetor desse
composto.

A vitamina E ¢ uma vitamina lipossoluvel que esta presente nas folhas verdes dos vegetais
e que possui diversas fungdes bioldgicas. Vitamina E representa um termo genérico para
todos os tocoferois e seus derivados, incluindo os de ocorréncia natural € os estereoisdmeros
biologicamente ativos do a-tocoferol (Salehi et al., 2015). Essa vitamina ¢ o mais importante
antioxidante lipossoluvel nas membranas bioldgicas, ¢ protege as estruturas celulares dos
danos causados por espécies reativas de oxigénio e produtos reativos da peroxidacdo lipidica.
Além da atividade antioxidante, estudos pré-clinicos e clinicos tém demonstrado que a
vitamina E possui propriedades como: anti-inflamatorio, neuroprotetor e antidepressivo
(Reiter et al., 2007; Lobato et al., 2010; Salehi et al., 2015).

Apesar das folhas de B. glabra possuirem em sua composicdo compostos com importantes
propriedades neurofarmacologicas, ainda sdo escassos os estudos que visam avaliar essas
propriedades utilizando extratos preparados a partir dessa planta. Através da revisdo da
literatura foi possivel encontrar somente um trabalho que relata o efeito inibitorio da atividade
da enzima acetilcolinesterase pelo extrato de acetato de etila das folhas de B. glabra (Feitosa
et al,, 2011). Assim, trabalhos que investiguem o potencial terapéutico da B. glabra em

modelos experimentais in vivo de desordens neuroldgicas se tornam importantes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Esse estudo teve dois objetivos principais:

(1) Avaliar o efeito neuroprotetor do extrato etanolico preparado a partir das folhas de
Bougainvillea glabra Choisy contra a neurotoxicidade induzida por paraquat utilizando como

modelo experimental a Drosophila melanogaster;

(2) Desenvolver um novo método de exposicdo de Drosophila melanogaster a pesticidas

visando suprir as limitacdes dos métodos de exposi¢ao tradicionais;.

3.2 Objetivos especificos

Objetivos especificos referentes ao objetivo geral (1):

» Analisar a composi¢do fitoquimica do extrato etandlico das folhas de Bougainvillea
glabra Choisy (EBQG) através de técnicas como GC-MS ¢ HPLC-DAD;

» Auvaliar a atividade antioxidante in vitro do EBG;

» Auvaliar o efeito do tratamento com EBG sobre a taxa de sobrevivéncia de Drosophila
melanogaster (DM) expostas a paraquat (PQ);

» Através de diferentes testes comportamentais, investigar os possiveis efeitos de protegdo
do EBG sobre alteragcdes motoras em (DM) causadas pela exposi¢do ao PQ;

» Avaliar o efeito do tratamento com EBG sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE), niveis de dopamina, niveis de peroxidagdo lipidica e producdo de espécies

reativas (ROS) em DM expostas ao paraquat.

Objetivos especificos referentes ao objetivo geral (2):

» Avaliar o consumo de alimento pelas DM (macho e fémea) alimentadas pelo método
desenvolvido, alimentacdo continua liquida (ACL), e o método de alimentacdo em meio

agar (MA);
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» Analisar a sobrevivéncia das moscas (macho e fémea) alimentadas pelos métodos ACL e
AM por e 3 dias;
» Comparar os efeitos toxicos do glifosato, em termos de sobrevivéncia e atividade

locomotora, em moscas expostas a esse herbicida pelos métodos ACL e AM por 5 dias.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma de dois artigos
cientificos. As secOes Materiais e Metodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e
Referéncias Bibliograficas encontram-se nos proprios artigos.
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4.1 Artigo 1: “Exposi¢do ao paraquat causa sintomas semelhantes a Doenga de Parkinson e
estresse oxidativo em Drosophila melanogaster: efeito neuroprotetor da Bougainvillea glabra
Choisy”

Artigo aceito para publicagdo na revista Biomedicine & Pharmacotherapy ISSN: 0753-3322
doi: 10.1016/j.biopha.2017.08.073

Paraquat exposure-induced Parkinson’s disease-like symptoms and
oxidative stress in Drosophila melanogaster: neuroprotective effect of
Bougainvillea glabra Choisy
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4.2 Artigo 2: “Alimentacdo liquida continua: novo método para estudar a toxicidade de
pesticidas em Drosophila melanogaster”

Artigo aceito para publicag@o na revista Analytical Biochemistry ISSN: 0003-2697

Continuous liquid feeding: new method to study pesticides toxicity in
Drosophila melanogaster
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5 DISCUSSAO

Um dos objetivos desse trabalho foi avaliar o efeito neuroprotetor do extrato etandlico
preparado a partir das folhas de Bougainvillea glabra Choisy contra a neurotoxicidade
induzida por paraquat em Drosophila melanogaster (DM). Os resultados apresentados no
Artigo 1 demonstram que o paraquat (PQ) causa uma diminui¢do da sobrevivéncia, além de
danos locomotores em moscas expostas a esse herbicida (Figura 5, Artigo 1). O principal
mecanismo de toxicidade do paraquat ¢ por meio da geragdo de estresse oxidativo resultando
na perturbacdo de diversos processos bioquimicos o que em ultima instancia, leva a morte
celular (Park et al., 2012). Nesse estudo, as moscas expostas somente ao PQ demonstraram
niveis de espécies reativas (ROS) e peroxidacdo lipidica (TBARS) superiores aos observados
no grupo controle (Figura 6, Artigo 1), mostrando que esse herbicida ¢ um agente gerador de
estresse oxidativo algo que pode estar diretamente relacionado com a diminui¢do da
sobrevivéncia das moscas expostas a esse composto. O co-tratamento com o extrato etanolico
das folhas de Bougainvillea glabra Choisy (EBG) conseguiu proteger contra a diminui¢cdo da
sobrevivéncia ocasionada pela exposi¢ao ao paraquat (Figura 5A, Artigo 1). Nos acreditamos
que esse efeito pode estar relacionado com a capacidade antioxidante do EBG umas vez que o
co-tratamento com o EBG conseguiu reduzir os niveis de ROS e TBARS aos niveis do
controle mesmo na presenga do PQ (Figura 6, Artigo 1). Além disso, nos ensaios de atividade
antioxidante in vitro o EBG demonstrou uma capacidade antioxidante semelhante ao acido
ascorbico, um composto ja conhecido pela sua a¢do antioxidante. Na composi¢cdo do EBG
foram identificados diversos compostos bioativos como o fitol, esqualeno, vitamina E,
quercetina e acidos ferulico, cumarico, vanilico e caféico (Material suplementar, Artigo 1). O
EBG possui também quantidades significativas de fenolicos e flavonoides, compostos com
reconhecida agdo antioxidante.

A exposicdo ao PQ ¢ um fator de risco para a manifestacdo da Doenga de Parkinson (DP)
uma vez que esse composto pode causar a destruicdo dos neurdnios dopaminérgicos o que
gera danos locomotores semelhantes aos observados nos pacientes com DP (Baltazar et al.,
2014). Nesse estudo, as moscas expostas ao PQ demonstraram uma diminui¢do da capacidade
locomotora tanto no plano vertical (geotaxia negativa) como no plano horizontal (nimero de
cruzamentos) (Figura 5 B e C, Artigo 1). A fim de avaliar se o dano locomotor ocasionado
pelo PQ estava relacionado com o sistema dopaminérgico, o conteudo de dopamina nas

cabecgas das moscas foi avaliado apds a exposicdo ao PQ. Uma diminuigdo significativa dos



48

niveis de dopamina foi observada nas moscas expostas somente ao PQ (Figura 7B, Artigo 1).
Assim, especulamos que a exposicdo ao PQ causou uma destrui¢do dos neurdnios
dopaminérgicos, reduzindo os niveis de dopamina causando os danos locomotores observados
nos ensaios de comportamento. Esses resultados estdo de acordo com estudos prévios que
demonstraram claramente que a exposi¢do ao paraquat pode causar uma destruicdo dos
neurdénios dopaminérgicos resultando em danos locomotores (Muthukumaran et al., 2014).
Além disso, a exposi¢cdo ao PQ causou um aumento significativo na atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (Figura 7B, Artigo 1). Estudos prévios demonstram que ha um
aumento da expressdo da AChE durante a apoptose em varios tipos de célula, algo que sugere
que essa enzima possa ter um papel importante na morte de células neuronais (Zhang et al.,
2013). Desta forma, Zhang et al. (2013) demonstraram que a deficiéncia ou inibicdo da
acetilcolinesterase pode diminuir o processo de apoptose e proteger oS neurénios
dopaminérgicos em um modelo de DP com a neurotoxina MPP". No presente estudo, o co-
tratamento com o EBG conseguiu manter os niveis da AChE aos mesmos niveis do controle
(Figura 7A, Artigo 1). De uma forma geral, os resultados desse trabalho indicam que o efeito
neuroprotetor do EBG pode ser devido a sua acdo antioxidante o que pode influenciar
diretamente na modulacdo dos sistemas dopaminérgico e colinérgico. Assim, as folhas da B.
glabra podem ser consideradas um agente efetivo na protecao contra desordens neurologicas,
onde a reducdo dos niveis de dopamina, alteragdes na AChE e estresse oxidativo estdo
envolvidos, como na DP.

Ao realizar o estudo publicado no Artigo 1, ndés observamos que o método de exposicao
das moscas a pesticidas em meio agar possuia diversas limitagdes como: incerteza quanto a
biodisponibilidade e quantidade ingerida do pesticida, elevada manipulagdo das moscas em
tratamento e alto consumo de reagentes. Visando suprir essas limitagcdes nds desenvolvemos o
método denominado “alimentacdo liquida continua” (ALC) descrito no Artigo 2. Nesse
método, o meio de alimentacdo (na forma liquida) é injetado em capilares suspensos no frasco
de tratamento. Esses capilares possuem uma abertura central onde a alimentagdo fica exposta
para o consumo das moscas (Graphic abstract, Artigo 2). Apds testes prévios foi possivel
perceber que o método era eficiente em disponibilizar a alimentagdo para as moscas. O
proximo passo foi comparar o método desenvolvido com o método tradicional em meio agar
(MA). Para isso, 3 pardmetros foram avaliados utilizando os 2 métodos: quantidade de
alimento ingerido em 48h, sobrevivéncia das moscas alimentadas com um minimo de

alimentacdo por 72h e avaliag@o da sobrevivéncia e atividade locomotora das moscas expostas
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ao glifosato (GP) por 5 dias. As moscas de ambos os sexos alimentadas pelo método ALC
ingeriram um quantidade de alimento significativamente maior em relacdo as moscas
alimentadas pelo método (MA) (Figura 1, Artigo 2) e também conseguiram sobreviver com
uma quantidade minima de alimento (Figura 2, Artigo 2). Esses resultados demonstram que o
método ALC é muito mais eficiente em disponibilizar a alimenta¢do para as moscas do que o
método MA. Além disso, ¢ possivel controlar a quantidade de alimento que sera
disponibilizado e o quanto esta sendo consumido pelas moscas. A exposi¢cdo das moscas ao
GP pelos dois métodos reforgou ainda mais os resultados encontrados nos parametros
avaliados anteriormente, pois somente as moscas tratadas pelo método ALC mostraram uma
diminui¢@o da sobrevivéncia e danos locomotores (Tabela 1, Artigo 2). N6s acreditamos que a
quantidade de GP ingerida pelas moscas tratadas pelo método AM ¢ inferior a quantidade
necessaria para causar toxicidade nas moscas. Desta forma, o ALC ¢ um promissor método de
exposicdo para o estudo da toxicidade de pesticidas e também de outras toxinas ambientais
como metais utilizando como modelo experimental a DM. Esse método apresenta diversas
vantagens em relacdo ao método MA como: utiliza poucas quantidades de reagentes, ndo
necessita de troca constante do meio de tratamento, baixa manipulacdo das moscas em
tratamento e possibilidade de mensurar e controlar a quantidade de alimento consumida. Por
sua simplicidade e praticidade nds acreditamos que o método ALC podera ser util em todas as

areas que utilizam a DM como modelo experimental.



50

6 CONCLUSOES

Baseado nos resultados apresentados no artigo 1: “Paraquat exposure induced Parkinson’s
disease-like symptoms and oxidative stress in Drosophila melanogaster: neuroprotective

effect of Bougainvillea glabra Choisy” pode-se concluir que:

» O extrato etanolico das folhas da Bougainvillea glabra (EBG) possui na sua composi¢ao
diversos compostos bioativos como fitol, esqualeno, o e y tocoferol, acido caféico, acido
cumarico, acido vanilico, acido fertlico e quercetina.

» O EBG demonstrou capacidade antioxidante similiar ao 4cido ascorbico nos ensaios de
atividade antioxidante in vitro.

» O EBG foi eficaz em diminuir a mortalidade e os danos locomotores das moscas expostas
ao paraquat (PQ).

» O co-tratamento com EBG também reduziu os niveis de peroxidagdo lipidica e produgio
de espécies reativas, além de normalizar a atividade da AChE e proteger contra a

diminui¢@o dos niveis de dopamina, pardmetros alterados pela exposicao ao PQ;

Baseado nos resultados apresentados no artigo 2: “Continuous liquid feeding: new method to

study pesticides toxicity in Drosophila melanogaster” pode-se concluir que:

» As moscas (macho e fémea) alimentadas pelo método “alimentagdo liquida continua”
(ALC) ingeriram uma quantidade de alimento significativamente maior que as moscas
alimentadas pelo método agar (MA).

» O minimo de alimento fornecido pelo método MA nao foi o suficiente para manter a
sobrevivéncia das moscas alimentadas por esse método em 72 h. Por outro lado com a
mesma quantidade de alimento, as moscas alimentadas pelo método ALC demonstraram
uma sobrevivéncia proxima a 100%.

> A exposicdo ao glifosato pelo método ALC causou uma diminui¢do da sobrevivéncia e
danos locomotores nas moscas tratadas por esse método, entretanto, o0 mesmo efeito ndo

foi observado nas moscas tratadas pelo método MA.
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7 PERSPECTIVAS

Baseado nos resultados apresentados no manuscrito: “Paraquat exposure induced Parkinson’s
disease-like symptoms and oxidative stress in Drosophila melanogaster: neuroprotective
effect of Bougainvillea glabra Choisy” temos as seguintes perspectivas para trabalhos

futuros:

» Auvaliar se ha diferenga de neurotoxicidade do paraquat (PQ) em moscas de menor ¢ maior
idade;

» Desenvolver um método cromatografico (HPLC-DAD) para avaliar o dano no DNA do
PQ em Drosophila melanogaster (DM);

» Auvaliar se o extrato etanolico das folhas de Bougainvillea glabra Choisy (EBG) consegue
proteger contra a destruicdo dopaminérgica ocasionada pelo exposi¢do ao paraquat em
moscas transgénicas que possuem esses neurénios marcados por proteina verede
fluorescente;

» Avaliar o efeito neuroprotetor do EBG em modelos in vitro utilizando homogenatos de
cérebro de ratos e diferentes agentes neurotoxicos como: acido quinolinico, nitroprussiato
de sodio e sulfato ferroso.

» Submeter o EBG a técnicas de separagdo e isolamento de compostos bioativos, visando
separar classes como alcaldides e saponinas para posterior identificagdo por GC-MS com
derivatizacdo da amostra;

» Auvaliar a a¢do neuroprotetor do EBG contra a neurotoxicidade induzida por rotenona em

DM;

Baseado nos resultados apresentados no artigo: “Continuous liquid feeding: new method to
study pesticides toxicity in Drosophila melanogaster” temos as seguintes perspectivas para

trabalhos futuros:

» Avaliar o efeito toxico do arsenito de sodio inserido na alimentagdo das DM através do
método “alimentagdo liquida continua” (ALC);

» Avaliar o efeito neurotoxico do pesticida sulfentrazone inserido na alimentagdo das DM
através do método “alimentacdo liquida continua”;

» Aprofundar os estudos em relacdo a toxicidade do glifosato em Drosophila melanogaster;
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» Utilizar o método ALC para avaliar os efeitos metabolicos em DM ocasionados pela
exposicao a nanoparticulas de prata produzidas a partir de extratos de plantas e compostos
fenolicos isolados;

» Utilizar o método ALC para avaliar os efeitos metabolicos em DM ocasionados pela

exposi¢do a etilmercurio;
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