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2. Resumo

A Doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais
prevalente. Um dos agentes ambientais comumente correlacionada com a DP é o
paraquat, um herbicida que tem como mecanismo a acao de estresse oxidativo pela
alteracdo na cadeia mitocondrial. Plantas da espécie Passiflora alata possuem
carater antioxidante e podem ser uma fonte de substancias neuroprotetoras. O
objetivo desse trabalho consistiu em avaliar o possivel efeito motor do extrato
hidroalcodlico de P. alata no modelo de Doenca de Parkinson que utiliza Drosophila
melanogaster exposta ao paraquat. Inicialmente foi realizado a padronizacao do
teste de intoxicagcao por paraquat. As moscas foram expostas a concentragéo de
paraquat (20 mM). Foi avaliada a taxa de sobrevivéncia durante sete dias e a
atividade motora das moscas no sétimo dia através do teste RING. Posteriormente,
foi avaliado o efeito protetor das concentracdes do extrato de P. alata (200 e 500
mg/mL) na taxa de sobrevivéncia e atividade motora pds-exposicao ao paraguat.
Com os resultados obtidos neste trabalho foi possivel perceber que o tratamento,
durante 7 dias, com o extrato hidroalcodlico de Passiflora alata promoveu um efeito
protetor, tanto na porcentagem de sobrevivéncia das moscas quanto no
comportamento motor avaliado, no modelo de doenga de Parkinson.

3. Introducéao

A Doenca de Parkinson (DP), que é uma doenca neuroldgica de carater cronico
e progressivo (LENKA; PADMAKUMAR; PAL, 2017).

Dentre as toxinas ambientais relacionadas com o desenvolvimento de DP,
destaca-se o paraquat, que consiste em um herbicida de baixo custo e um rapido
tempo de agdo e por isso, é amplamente utilizado em ambiente agricola. Seu
mecanismo de acdo reside na formacdo de espécies reativas de oxigénio e,
posteriormente, estresse oxidativo (HUTSON, 2010). Moscas da espécie Drosophila
melanogaster, tém sido um poderoso organismo para modelar doencas
neurodegenerativas humanas, visto que possuem um alto indice de conservacao
bioldgica entre seus genomas e o genoma humano (BILEN; BONINI, 2005).

Devido a baixa disponibilidade de tratamentos para a doenca, tem se buscado
outros métodos, como a utilizacdo de plantas do género Passiflora que possui
compostos com carater antioxidante. A Farmacopéia Brasileira apresenta as espécies
Passiflora alata e a Passiflora edulis (ANVISA, 2010). Rudnicki (2005) cita que o
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extrato hidroalcodlico das folhas das espécies Passiflora alata e Passiflora edulis
apresentam atividade antioxidante significativa, tanto “in vitro” como “in vivo”.

Assim, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar um possivel efeito
neuroprotetor do extrato de Passiflora alata em um modelo de DP em Drosophila
melanogaster expostos ao Paraquat.

4. Material e Métodosoo
4.1 Coleta da planta e preparacao do extrato

A planta (Passiflora alata) foi coletada em Curitiba — PR, e apds a coleta foi
levada a estufa a 37°C para secagem. A preparacao do extrato da P. alata foi realizada
utilizando as folhas e peciolos secos em aparelho de Soxhlet usando o Etanol 5%
como solvente.

4.2 Animais

Foram utilizadas moscas da espécie Drosophila melanogaster, que foram
mantidas em incubadora BOD a 24°C, ciclo claro/escuro de 12h, umidade de 60% e
alimentadas com dieta padréo (farinha de milho, acucar, sal, leite em p6, gérmen de
trigo, levedura e &gar). Os espécimes progenitores ficaram neste meio até o
casalamento e postura de ovos, apés os adultos foram removidos e as moscas que
eclodiram foram utilizadas nos tratamentos (2-3 dias de idade).

As moscas foram divididas em 6 grupos, sendo eles: Grupo 1 sacarose; Grupo
2 extrato P. alata 200mg; Grupo 3 extrato P. alata 500mg; Grupo 4 paraquat 20mM,;
Grupo 5 extrato P. alata 200mg + paraquat 200mg; Grupo 6 extrato P. alata 500mg +
paraquat 20mM.

4.3 Teste de sobrevivéncia

As moscas foram expostas a concentracdo de 20mM de paraquat durante seis
dias, para que no sétimo dia pudesse ser feita a taxa de mortalidade das mesmas.

4.4 Teste RING

O teste de RING (Rapid Interative Negative Geotaxis) primeiramente descrito
por Gargano et al (2005) baseia-se na avaliagcdo do desempenho locomotor de
Drosophila melanogaster através da capacidade de escalada. No 7° dia, moscas
(fémeas e machos) foram coletadas e transferidas para os tubos de vidro do aparato
RING. O ensaio € iniciado com a estimulacdo da resposta de geotaxia negativa das
moscas através de rapidas batidas do aparato contra a bancada por trés vezes
consecutivas. E avaliado o tempo que as moscas levam para subir, no tubo, uma altura
de 8 cm.

5. Resultados
5.1 AVALIACAO DOS EFEITOS RESULTANTES DO TRATAMENTO COM OS
EXTRATOS
5.1.1 Porcentagem de sobrevivéncia das moscas

No decorrer dos sete dias foi possivel perceber que o grupo paraquat 20mM
apresentou menor porcentagem de sobrevivéncia das moscas quando comparado
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com o grupo sacarose (controle) (P<0,05), demonstrando a sua toxicidade. Enquanto
gue o grupo controle e o grupo tratado com extrato de P. alata 200mg/mL e 500mg/ml
mantiveram uma linha constante de sobrevivéncia. Isto demonstra que o extrato de P.
alata, nas concentracdes testadas, ndo produz um aumento de mortalidade das
moscas.

J4 no grupo tratado com paraquat 20mM + extrato de P. alata com
concentracdo de 500 mg/mL foi possivel observar aumento na porcentagem de
sobrevivéncia das moscas quando comparado com o grupo tratado apenas com o
paraquat 20mM (P<0,01). O tratamento com extrato de P. alata com concentracédo de
200 mg/mL aumentou a taxa de sobrevivéncia, entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significante (P>0,05).

5.1.2 Teste RING

Para a analise de dados do teste RING foi realizado o teste de ANOVA de duas
vias seguidas de teste post-hoc de Newman Keuls, onde o valor de P<0,0001
demonstou que o paraquat aumenta o tempo de locomocédo das moscas quando
comparado com o grupo controle, fazendo uma correlacdo com prejuizo da atividade
motora em pacientes com DP.

O tratamento com as concentragbes de extratos per se nédo influencia na
atividade motora das moscas. Enquanto que nos grupos extrato de P. alata (200 e
500) + paraquat, houve uma reversao do prejuizo motor causado pelo paraquat, sendo
que a concentracdo de 500 mg/mL pode ser considerada mais eficiente que a
concentracdo de 200mg/mL.

6. Discusséao

Os efeitos téxicos do paraquat geralmente se baseiam pela reacdo de
oxidacao-reducao, ou seja, pela transferéncia de um elétron para o NADP, formando
o NADPH e formas oxidadas potencialmente téxicas como o radical superdxido
(SCHMITT et al., 2006a). Desta forma, a exposi¢cao ao paraquat 20mM causou a morte
de 55% das moscas. Estudos mostram que o paraquat possui efeitos neurotdxicos,
porém ainda ndo se tem muito conhecimento sobre 0s mecanismos que levam a esses
efeitos.

O prejuizo motor observado no teste RING pode ser devido ao efeito
neurotdxico do paraquat nas moscas. No ano de 2002, Manning e colaboradores
realizaram um estudo, onde foi possivel perceber que a exposi¢cdo de roedores ao
paraquat, causaram caracteristicas patologicas semelhantes a Doenca de Parkinson,
incluindo uma seletiva degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos tendo como
consequéncia comprometimentos motores (MANNING-BOG et al., 2002).

Pesquisas envolvendo os extratos de frutas e plantas medicinais ricas em
polifendis vém ganhando muito interesse por parte da comunidade cientifica
(CHIDAMBARA et al, 2002; ZAINOL, 2003; BANERJEE et al, 2005). No presente
estudo, pode-se observar que o extrato hidroalcoodlico das folhas de P. alata 500
mg/mL produziu um efeito benéfico sobre o modelo animal de DP, submetido ao
paraquat, demonstrando assim, o seu efeito neuroprotetor. E possivel que o consumo
de polifendis, os quais sdo conhecidos por possuirem compostos antioxidantes, e a
reducdo de riscos de doencas relacionadas ao estresse oxidativo. (ARTS e
HOLLMAN, 2005; HERTOG et al, 1995; KNEKT et al, 2002).
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7. Concluséo

Com os resultados obtidos neste trabalho foi possivel perceber que o tratamento,
durante 7 dias, com o extrato hidroalcodlico de P. alata promoveu um efeito
neuroprotetor, tanto na porcentagem de sobrevivéncia das moscas quanto no
comportamento motor avaliado pelo teste RING, no modelo de doenca de Parkinson.
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