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EFEITO DO EXTRATO DE QUINOA VERMELHA EM UM MODELO

EXPERIMENTAL TIPO DOENCA DE PARKINSON EM Drosophila melanogaster

Magna Sotelo Barrientos”

Gustavo Petri Guerra™
RESUMO

O estresse oxidativo e a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) mostram-se
como possiveis fatores envolvidos para o desenvolvimento da doenca de Parkinson
(DP), A quinoa, um pseudocereal importante fonte de compostos bioativos,
apresenta suas propriedades antioxidantes com acdo protetora contra 0s
mediadores criticos que podem levar ao desenvolvimento da DP. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito do extrato de quinoa vermelha em um modelo
experimental tipo doenca de Parkinson induzido por rotenona em Drosophila
melanogaster. As moscas, machos e fémeas com 1 a 3 dias de idade foram separas
em quatro grupos, com 50 moscas cada: (1) controle; (2) extrato de quinoa (5,0
mg/mL); (3) rotenona (500 pM) e (4) rotenona (500 pM) + extrato de quinoa (5,0
mg/mL). As moscas foram concomitantemente expostas a uma dieta contendo
rotenona e/ou extrato de quinoa vermelha por 7 dias de acordo com seus
respectivos grupos. Analises de taxa de sobrevivéncia, mortalidade e testes
comportamentais geotaxia negativa e campo aberto foram realizadas in vivo e a
avaliacdo da atividade da enzima acetilcolinesterase foram realizadas ex vivo.
Nossos resultados mostram gque a exposi¢cao a rotenona causou maior mortalidade,
maior deficiéncia locomotora observada nos testes comportamentais, e diminui¢cao
da atividade da enzima acetilcolinesterase na cabeca tornando esta incapaz de
hidrolisar 0 neurotransmissor acetilcolina. O dano ocasionado pela rotenona foi
prevenido pela co-exposicdo ao extrato de quinoa. Esta protecdo pode estar
relacionada ao potencial antioxidante do extrato, podendo ser sugerido sua utilizacéo

para possiveis tratamentos contra o desenvolvimento da DP.
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1 INTRODUCAO

A doenca de parkinson (DP) € considerada como uma enfermidade
neurodegenerativa, progressiva, caracterizada pela presenca de disfuncao
monoaminérgica mdultipla, incluindo o déficit de sistemas dopaminérgicos,
colinérgicos, serotoninérgicos e noradrenérgicos no sistema nervoso central (TEIVE,
2005), afeta principalmente a pessoas com mais de 60 anos e sua prevaléncia
aumenta com a idade, ocasionando sintomas motoras como, tremores, rigidez
muscular, transtornos do equilibrio postural (BRAAK et al., 2003, CALNE, 2005).
Além disso, os pacientes com DP podem apresentar sintomas ndo motoras, como,
ansiedade, psicose, comprometimento cognitivo, sendo que a deméncia apresenta
maior relevancia em pacientes com DP por mais de 20 anos (KALIA; LANG, 2016;
ROBBINS; COOLS, 2014). Os déficits no sistema colinérgico podem ser
apresentados em alteracdes na enzima acetilcolinesterase (AChE) o qual contribuem
para o desenvolvimento da DP (YARNAL, et al.,, 2011). A (AChE) € a enzima
responsavel por hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses
colinérgicas, onde atua transmitindo a mensagem de um neurdnio a outro
(PEZZEMENTI; NACHON; CHATONNET, 2011) este neurotransmissor ACh no
sitema nervoso central € responsavel por inumeras funcdes fisiolégicas, como,
funcbes motoras, estabilidade postural e cognitivo (TAYLOR; HELLER-BROWN,
2006). As alteracbes da enzima AChE, como a inibicdo da sua atividade,
impossibilita a funcdo de hidrolisar a ACh levando ao acumulo do neurotransmissor
na fenda sinaptica, ocasionando maior estimulacdo constante nos receptores pos-
sinapticos, o qual dificulta que o neurbnio colinérgico volte ao seu estado de repouso
(ARAUJO, et al., 2016).

Diversos fatores podem estar interligados para o desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas, como a DP, pode ocorrer por fatores genéticos,
envelhecimento, toxinas ambientais, estresse oxidativo, anomalia mitocondrial
(PEREIRA; GARRETT, 2010; REBELATTO et al., 2006). Um numero crescente de
estudos tem utilizado a rotenona, um composto quimico inseticida como modelo
para inducdo de DP, uma vez que a exposicdo a esta toxina produz alteracbes
comportamentais e bioguimicas semelhantes a observada na DP (SANDERS;
GREENAMYRE, 2013; KHATRI; JUVEKAR, 2016; TANNER et al.,, 2011), este

modelo esta associado com a disfuncdo mitocondrial causada pela rotenona devido



a inibicdo do complexo | mitocondrial impedindo a transferéncia de elétrons pela
cadeia transportadora, acarretando em uma maior producdo de espécies reativas
(CICCHETTI et al., 2009).

Portanto, os compostos fendlicos em produtos naturais mostram-se ser uma
alternativa capaz de prevenir os fatores mediadores no desenvolvimento de doengas
neuroldgicas, dentre eles a DP (SUDATI et al., 2013; GIAMPIERI et al., 2016). Neste
sentido, a quinoa (Chenopodium quinoa W), um pseudocereal da familia
Amaranthaceae apresenta inumeras propriedades farmacolégicas, devido ser um
produto de alto valor nutricional, rico em fibras alimentares, aminoacidos, proteinas,
carboidratos e vitaminas (NOWAK; DU; CHARRONDIERE, 2016; STIKIC et al.,
2012), além de ser uma importante fonte de compostos bioativos (CB), como os
compostos fenolicos (ABDERRAHIM et al.; 2015; GAWLIK-DZIKI et al.,2013;
SOUZA et al., 2018; TANG et al., 2015), estas substancias sdo responsaveis por
diferentes caracteristicas sensoriais dos alimentos em geral, como o0 sabor amargo,
adstringéncia e cor (HAN; SHEN; LOU, 2007). O interesse por esses compostos
ocorre devido seu potencial antioxidante, que permite o combate dos radicais livres,
desenvolvendo um importante papel na protecdo das células contra os danos
oxidativos, estando associado aos beneficios a saude humana (DINI; TENORI; DINI,
2010; MIRANDA et al., 2010). Os compostos fendlicos sdo quimicamente definidos
como substancias que possuem anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos (LEE et al., 2005), sdo metabdlitos secundarios das plantas, presentes
em maior proporcao na parte externa do vegetal, atualmente mais de 10.000 tipos ja
foram identificados, sendo os mais abundantes os acidos fendlicos e os flavonoides
(LAJOLO e MERCADANTE, 2018). E bem descrito na literatura que 0s compostos
fendlicos possuem efeitos protetores de quimioprevencédo e reducdo de risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e doencas neurodegenerativas
(LAJOLO; MERCADANTE, 2018), como a doenca de Parkinson (SUDATI et al.,
2013).

Entretanto, a quinoa precisa de diversos tratamentos para seu consumo, para
melhorar a palatabilidade e diminuir os compostos glicosidicos que conferem sabor
amargo ao produto (ALVAREZ-JUBETE et al.,, 2010), sendo que os tratamentos
realizados para seu consumo, como, a lavagem, torrefagdo e cozimento, podem

levar & diminuicdo dos CB, e consequentemente diminuem suas propriedades
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farmacolégicas (BRADY, et al., 2007; DINI; TENORI; DINI, 2010; NICKEL, et al.,
2016). Neste contexto, Souza et al., (2018) realizou a extracdo da quinoa branca e
vermelha in natura em diferentes métodos. Assim, a extracdo surge como uma
alternativa para um melhor aproveitamento do elevado teor de compostos bioativos
da quinoa.

Ha estudos que mostram os beneficios da quinoa para a saude humana,
principalmente sua importancia de valor nutricional, e a capacidade antioxidante in
vitro dos compostos bioativos (ALVAREZ-JUBETE et al., 2010; ABDERRAHIM et al.,
2015; HAN; SHEN; LOU, 2007; TANG et al., 2015), porém, ainda carecem estudos
de investigagcado sobre os efeitos do extrato de quinoa em modelos experimentais in
vivo. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do extrato de quinoa
vermelha em um modelo experimental tipo DP em Drosophila melanogaster, bem
como, investigar o envolvimento da atividade da enzima AChE como um possivel

mecanismo de acao.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Extrato de Quinoa Vermelha

O extrato da quinoa vermelha foi obtido de uma parceria com o Programa de
Pos-graduacdo em Tecnologia de Alimentos da Universidade Tecnologica Federal
do Parana — Campus Medianeira.

O extrato de quinoa vermelha foi obtido pelo método de Soxhlet uitizando o

etanol como solvente, e apresenta estado fisico viscoso.

2.2 Drosophila melanogaster e meio de cultura

Foram utilizadas moscas da fruta (Drosophila melanogaster — linhagem
Harwich) de ambos os géneros, foram criadas aproximadamente durante 4 dias,
mantidas em frascos na incubadora BOD, sob condi¢cées controladas de luz (ciclo
claro/escuro de 12 horas), temperatura (25 + 1°C) e 60 % de umidade, alimentadas
com 5,0 ml de meio padrdo (76,59% de farinha de milho; 8,51% germe de trigo;
7,23% de leite em p6 e 0,43% de sal, 0,08% de antifungico (Nipagin) e uma pequena

guantidade de fermento seco.
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2.3 Experimento in vivo

2.3.1 Curva concentragao-resposta do extrato de quinoa

Uma curva concentragéo-resposta de extrato de quinoa vermelha foi realizada
para definir a concentracdo a ser utilizada nos experimentos subsequentes que
verificaram o efeito do extrato de quinoa sobre o modelo experimental de DP em
Drosophila melanogaster. As moscas foram separadas em quatro grupos e
receberam na dieta a adicdo de extrato de quinoa nas concentragdes (0; 1,5; 5,0 e
15,0 mg/mL) durante 7 dias. ApOs esse periodo foram avaliadas nos testes
comportamentais e foi definido para a continuacdo do estudo a concentracdo que
nao apresentou alguma toxicidade nas moscas. O tratamento dietético constitui de
(1% de agar; 1% de levedura; 2% de sacarose; 1% de leite em po e 0,08% de

antifangico (Nipagin).

2.3.2 Exposicéo a rotenona e tratamento com extrato de quinoa

As moscas com idades de 1 a 3 dias foram separadas (50 moscas/grupo) em
guatro grupos e foram expostas a tratamento durante sete dias: (1) controle; (2)
extrato de quinoa (5,0 mg/mL); (3) rotenona (500 uM) e (4) Rotenona (500 uM) +
extrato de quinoa (5,0 mg/mL). A rotenona foi diluida em etanol 98%, e o extrato de
guinoa foi diluida em agua ultra-pura. A concentracdo de 5,0 mg/mL do extrato de
qguinoa foi definida em wuma curva de concentracdo-efeito nos testes
comportamentais geotaxia negativa e campo aberto. A concentracdo de rotenona
utilizada foi baseada em uma curva de sobrevivéncia que causou aproximadamente
50% de morte das moscas (SUDATI et al, 2013). O tratamento dietético constitui de
(1% de agar; 1% de levedura; 2% de sacarose; 1% de leite em pd e 0,08% de
antifangico (Nipagin), O grupo de controle recebeu adicionalmente o mesmo veiculo
gue os grupos de rotenona e extrato de quinoa, e a concentracao final do meio

contém um volume 0,25 % de etanol.

2.3.3 Taxa de sobrevivéncia e nimero de mortalidade
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Para avaliar a taxa de sobrevivéncia foi realizada a contagem diaria de
moscas vivas durante o periodo experimental de sete dias. Para determinar o
namero de mortalidade foram contadas o total das moscas mortas durante o periodo

experimental de sete dias.

2.3.4 Geotaxia negativa

A atividade locomotora das moscas foi avaliada com o teste de geotaxia
negativa como descrito por (JIMENEZ DEL-RIO et al., 2010) com algumas
modificacdes. As moscas (5 moscas/grupo) foram anestesiadas com gelo por
aproximadamente 40 segundos, apos foram colocadas 1 mosca em cada tubo tipo
falcon (comprimento de 10 cm, diametro de 1,5 cm). ApOs a recuperacdo da
anestesia, as moscas foram colocadas delicadamente para o fundo do tubo, sendo
determinado o tempo de escalada até 8,0 cm do topo do tubo. Foram realizadas

cinco repeticbes com cada mosca de cada grupo experimental.

2.3.5 Campo aberto

A atividade motora e exploratéria foi avaliada utilizando o teste de campo
aberto conforme descrito por Hirth (2010) com algumas modificagcbes. Foram
separadas cinco moscas de cada grupo e anestesiadas no gelo por
aproximadamente 40 segundos e transferiu-se uma mosca em cada placa de Petri
divididas por quadrantes (1 cm?2), ap0s a recuperacao da anestesia foi realizada a
contagem de cruzamentos durante 60 segundos, foi repetido trés vezes com cada
mosca de cada grupo experimental. Para a contagem de cruzamentos foi

considerado 1 cm? equivalente a um cruzamento.

2.4 Experimento ex vivo

2.4.1 Homogeneizacao da amostra

Para a homogeneizacao das amostras, foi utilizada 10 moscas de cada grupo,

separadas corpo e cabeca, adicionadas 400 pL e 100 pL de tampédo Hepes 20 mM,
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pH 7,0, respectivamente e homogeneizadas por dois minutos e imediatamente foram
centrifugadas a 1000 rpm/10 minutos a 4 °C e o0 sobrenadante foi utilizado em

avaliacOes bioquimicas.

2.4.2 Determinacédo de proteinas

A concentracao de proteina foi determinada colorimetricamente pelo método
de Bradford (1976), com albumina de soro bovino como padréo.

2.4.3 Avaliacéo da atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE)

A determinagdo da atividade da enzima AChE foi avaliada pelo método
descrito por (Ellman et al., 1961), utilizando acetiltiocolina (AcSCh) como substrato.
Foi preparada uma reacao contendo, (tampéao kPi 0,25 M, pH 8,0 e 5,5 acido ditiobis-
2-nitrobenzéico (DTNB 5 mM)), sobrenadante da cabeca ou do corpo e solucao
acetiltiocolina 7,25 mM. A taxa de hidrdlise de acetilcolina foi medida a 412 nm por 2

minutos e, a atividade enzimatica foi expressa como pmol AcSCh/h/mg proteina.

2.5 Analise estatistica

Os dados foram analisados por Analise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida do teste multipla de comparacdo Newmans-Keuls ou duas vias, seguida de
analise de Post Hoc Bonferroni. A taxa de sobrevivéncia foi avaliada por andlise de
gui-quadrado, seguida de teste de comparacdo Mantel-cox. Foi utilizado o programa
Graph Pad Prism5, sendo consideradas significativas as diferencas entre os grupos

guando p<0,05.

3 RESULTADOS

3.1 Curva concentracao-resposta do extrato de quinoa vermelha

Figura 1 mostra o efeito do extrato de quinoa (1,5; 5,0 e 15,0 mg/mL) sobre a
atividade motora e exploratoria de Drosophila melanogaster nos testes de geotaxia
negativa e campo aberto. A andlise estatistica (ANOVA 1 via) mostrou que a

exposicado ao extrato de quinoa vermelha independente de sua concentragdo nao



14

altera significativamente o tempo de escalada no teste de geotaxia quando
comparado ao grupo controle (Fig. 1A).

A andlise estatistica demonstrou ainda que a exposi¢cao ao extrato de quinoa
aumenta significativamente a atividade locomotora [F @38 = 12,5; p<0,05]. As
comparacdes de post hoc mostraram que a exposicdo ao extrato de quinoa na
concentracdo de 15 mg/mL aumenta significativamente o niumero de cruzamentos

na tarefa de campo aberto quando comparada ao grupo controle (Fig. 1B).
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Figura 1. Avaliacdo da curva concentracdo-resposta do extrato de quinoa nas concentracdes de (1,5;
5,0 e 15,0 mg/ml) sobre os testes de geotaxia negativa (A) e campo aberto (B). Os dados
representam a média * erro padrédo (n =3). * Diferenca significativa em compara¢éo ao grupo controle
(p<0,05).

3.2 Efeito do extrato de quinoa sobre a taxa de sobrevivéncia e mortalidade em

Drosophila melanogaster expostas a rotenona

Figura 2 mostra o efeito da exposicdo ao extrato de quinoa (5,0 mg/mL),
rotenona (500 pM) e a co-exposicdo quinoa e rotenona sobre a taxa de
sobrevivéncia em Drosophila melanogaster. A andlise estatistica Qui-quadrado
mostrou que a exposi¢cao a rotenona diminuiu a sobrevivéncia em relacdo ao grupo
controle e, a comparacdo de curva de sobrevivéncia pelo teste de Mantel-Cox
indicou que a co-exposicdo ao extrato de quinoa aumentou esta sobrevida (Fig. 2 A).
A andlise estatistica (ANOVA 2 vias) mostrou um efeito significativo para interacéo
entre o extrato de quinoa X rotenona [F (1,12) = 68,81; p<0,05] sobre a mortalidade. As
comparacdes de post-hoc mostraram que a exposicdo a rotenona aumentou o
numero de mortalidade e a co-exposi¢cdo com extrato de quinoa foi capaz de reverter

essa letalidade (Fig. 2B).
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Figura 2. Efeito do extrato de quinoa sobre a taxa de sobrevivéncia de Drosophila melanogatser
expostas a rotenona e extrato de quinoa durante 7 dias. Porcentagem de sobrevivéncia (A), os
valores obtidos pela contagem diaria das moscas vivas. Niumero de mortalidade (B), os valores
obtidos pela contagem total de moscas mortas. Os valores representam média + erro padrao (n =4). *

diferenca significativa em relag@o ao grupo controle; # diferenca significativa entre os grupos rotenona
(p<0,05).

3.3 Efeito do extrato de quinoa sobre os testes comportamentais de geotaxia

negativa e campo aberto em Drosophila melanogaster expostas a rotenona

Figura 3 mostra o efeito da exposicdo de extrato de quinoa (5,0 mg/mL),
rotenona (500 puM) e a co-exposicdo de rotenona e extrato de quinoa sobre a
atividade motora e exploratoria de Drosophila melanogaster nos testes de geotaxia
negativa e campo aberto. A andlise estatistica (ANOVA 2 vias) mostrou um efeito
significativo para interacdo entre o extrato de quinoa X rotenona [F (1,169 = 16,46;
p<0,05] sobre a atividade locomotora no teste de geotaxia negativa. As
comparacdes de post-hoc mostraram que a exposi¢cao a rotenona aumenta o tempo
de escalada no teste de geotaxia negativa e a co-exposicdo com extrato de quinoa
foi capaz de prevenir o dano locomotor induzido pela rotenona (Fig. 3A).

A analise estatistica (ANOVA 2 vias) mostra um efeito significativo para
interacdo entre o extrato de quinoa X rotenona [F (1,169 = 11,48; p < 0,05] sobre a
atividade exploratéria no teste de campo aberto. As comparagdes de post-hoc
mostraram que a exposicao a rotenona diminui o nimero de cruzamentos no teste
campo aberto e a co-exposicdo com extrato de quinoa previne o dano locomotor

induzido pela rotenona (Fig. 3B).
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Figura 3. Efeito do extrato de quinoa sobre o teste de geotaxia negativa (A) e campo aberto (B) de
moscas expostas a rotenona. Os valores representam média + erro padrao (n = 5). * Diferenca
significativa em comparacdo ao grupo controle; # diferenca significativa entre os grupos rotenona
(p<0,05).

3.4 Efeito do extrato de quinoa na atividade da enzima (AchE) em Drosophila

melanogaster expostas a rotenona

Figura 4 mostra o efeito da exposicdo de extrato de quinoa (5,0 mg/mL),
rotenona (500 puM) e a co-exposicdo de rotenona e extrato de quinoa sobre a
atividade da AChE na cabeca (Fig. 4A) e corpo (Fig. 4B) de Drosophila
melanogaster.

A andlise estatistica (ANOVA 2 vias) mostrou um efeito significativo para
interacdo entre o extrato de quinoa X rotenona [F (1, 200 = 4,38; p<0,05] sobre a
atividade da enzima AChE na cabeca, entretanto, ndo demonstrou diferenca
significativa no corpo. As comparacfes de post-hoc mostraram que a exposicao a
rotenona diminuiu a atividade da AChE e a co-exposicdo com extrato de quinoa foi

capaz de prevenir o dano induzido pela rotenona (Fig. 4A).
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Figura 4. Avaliagdo da atividade da enzima AChE na cabeca (A) e corpo (B) de Drosophila
melanogaster expostas a rotenona e extrato de quinoa. Os dados sdo demostrados através da média
+ de erro padrdo (n=6). * Diferenca significativa em relagdo ao grupo controle; # diferenga significativa
entre os grupos rotenona (p<0,05).

4 DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado o possivel efeito protetor de extrato de quinoa
vermelha em um modelo de DP induzida pela exposicao a rotenona em Drosophila
melanogaster. Inicialmente foi definida a curva de concentragédo-resposta do extrato
de quinoa, os resultados mostraram que nao houve diferenca significativa entre os
grupos sobre o tempo de escalada no teste geotaxia negativa, ja no teste campo
aberto a concentracdo 15,0 mg/mL, aumentou a atividade exploratoria, isto mostra
gue o extrato de quinoa nao prejudica na atividade locomotora em moscas, diante
disto, foi definido a concentracdo de 5 mg/mL para nosso tratamento, devido ser a
concentracdo que ndo apresentou variacdo nos resultados. Este resultado pode-se
associar aos CB da quinoa vermelha que apresentam potencial antioxidante in vitro
nos métodos DPPH, BTS e FRAP (ABDERRAHIM et al.; 2015; GAWLIK-DZIKI et al.,
2013; SOUZA et al., 2018; TANG et al., 2015).

No presente trabalho, foi possivel mostrar que a exposicdo de Drosophila
melanogaster a rotenona diminuiu a taxa de sobrevivéncia, aumentou o tempo de
escalada no teste de geotaxia negativa e diminui o nUmero de cruzamentos no teste
campo aberto, além disso diminuiu a atividade da enzima AChE na cabeca, no
entanto, os danos causados pela rotenona, foram protegidos nos grupos com a co-

exposicao ao extrato de quinoa vermelha.

A exposicdo da Drosophila melanogaster a rotenona diminuiu a taxa de
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sobrevivéncia, este resultado mostra que a rotenona produz toxicidade que
compromete a sobrevivéncia em Drosophila melanogaster, a rotenona é um
composto quimico inseticida, extraido de plantas do género Derris e Lonchecarpus
com carater lipofilico, com facil acesso aos 6rgaos (PERIER., et al, 2003; TADA-
OIKAWA et al., 2003) e capacidade de atravessar as barreiras hematoencefalica e
membranas celulares, ocasionando toxicidade no organismo pela inativacéo
mitocondrial do complexo | da cadeia de transporte de elétrons, e consequentemente
a inducdo a formacdo de espécies reativas de oxigénio (GREENMAMYRE., et al,
2003; WU; JOHNSOM, 2007). Em contra partida a co-exposicdo ao extrato de
guinoa aumentou a sobrevivéncia das moscas expostas a rotenona. Em estudos
experimentais que induzem DP utilizando rotenona, mostram que este diminui a taxa
de sobrevivéncia, e o dano € revertido com a co-exposicdo de compostos
antioxidantes (ARAUJO., et al., 2015; FREITAS et al., 2019; SUDATI., et al., 2013).
Assim, pode-se dizer que o efeito protetor do extrato de quinoa vermelha deve-se,
aos compostos fenolicos que esta possui, 0S quais apresentam um potencial
antioxidante (ABDERRAHIM et al.; 2015; GAWLIK-DZIKI et al., 2013; SOUZA et al.,
2018; TANG, et al, 2015).

Nos testes comportamentais, em Drosophila melanogaster expostas a
rotenona apresentaram déficits locomotores, mostrando prejuizo na escalada no
teste de geotaxia negativa e dificuldade exploratéria no teste campo aberto e a co-
exposicdo a extrato de quinoa foi capaz de prevenir este déficit. Em trabalhos
realizados por Araujo et al., (2015); Freitas et al., (2019); Sudati et al., (2013), em
modelo de DP induzindo a toxicidade com a rotenona, mostram que as moscas
expostas a rotenona apresentaram déficit nas atividades comportamentais, tanto na
atividade locomotora quanto da atividade exploratoria, sendo este déficit foi
prevenido com o tratamento de compostos antioxidantes. Devido estar relacionado a
atividade locomotora e a atividade da enzima AChE no SNC, neste estudo foi
avaliada a atividade da enzima AChE, onde, em Drosophila melanogaster expostas a
rotenona mostraram a inibicdo da atividade desta enzima na cabeca. A atividade da
AChE é utilizada na verificagcdo da eficacia no tratamento da DP e de outras doencas
neurodegenerativas (HOSAMANI; MURALIDHARA, 2009). A AChE é uma enzima

colinérgica responsavel pela hidrélise do neurotransmissor ACh na fenda sinaptica,
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no SNC a ACh exerce vérias funcdes, dentre elas é o controle de movimento,
estabilidade postural e cognitivo, (PEZZEMENTI; NACHON; CHATONNET, 2011), a
ACh é uma molécula simples sintetizada no neurénio pré-sinaptico a partir da colina
e acetilcoenzima A sob catdlise da colina acetiltransferase, apdés sua formacao,
permanece depositada até que o estimulo libere para a fenda sinaptica, que é o
intermédio entre 0s neurdnios pré-sinaptico e pds-sinaptico, neste ponto ocorre a
propagacdo de informacdo da ACh para o receptor pdés-sinaptico, apls este
processo, a molécula de ACh se desliga do receptor pos-sinaptico e volta a fenda
sinaptica, onde é hidrolisada pela enzima AChE, dando origem a &cido acético e a
colina (FIFER, 2007), em situacdes da inibicdo da enzima AChE, o mesmo néo é
capaz de realizar a hidrolise da ACh, provocando o acumulo e a permanéncia do
neurotransmissor por um periodo maior na fenda sinaptica (ARAUJO et al., 2016). A
inibicdo da enzima AChE desempenha um papel central no declinio cognitivo das
deméncias dos corpos de Lewy (BOHNEN; ALBIN, 2011), isto esta correlacionado
com o baixo desempenho nas atividade de funcdo executiva e de aten¢do, os quais
sdo caracteristicas do tipo de comprometimento cognitivo observado na DP
(BOHNEN et al.,, 2006). A DP pode-se desenvolver por fatores naturais do
envelhecimento, fatores genéticos ou ambientais, estando envolvidos nesta
patologia, a producdo de espécies reativas de oxigénio, disfuncdo do complexo | da
mitocondria, (HENCHCLIFFE; BEAL, 2008), degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos na substancia negra (DICKSON et al, 2009; EMRE et al, 2007),
inibicAo da enzima AChE, impossibilitando a hidrolise do neurotransmissor ACh
(ARAUJO et al., 2016). Em um estudo realizado por Araujo et al., (2015), mostrou-se
inibicdo da atividade da enzima AChE em moscas expostas a rotenona, entretanto, o
dano foi atenuado pelo tratamento com um composto com capacidade antioxidante,
o0 y-orizanol, este resultado sugere que a inibicdo da enzima AChE pode ocorrer pela
producdo de estresse oxidativo mediado pela rotenona. Em nosso trabalho,
conseguimos mostrar que a enzima AChE foi inibida em Drosophila melanogaster
expostas a rotenona e consequentemente causou déficit na atividade locomotora e
exploratoria, e a diminuicdo da atividade da enzima AChE foi atenuada com a co-
exposicado ao extrato de quinoa, assim, podemos considerar que o efeito protetor
pode estar associada com o potencial antioxidante do extrato de quinoa vermelha,
por ser uma importante fonte de CB, como 0s compostos fendlicos, que

apresentaram alto potencial antioxidante in vitro (ALVAREZ-JUBETE et al., 2010;
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ABDERRAHIM et al.; 2015; GAWLIK-DZIKI et al., 2013; SOUZA et al., 2018; TANG
et al., 2015).

Evidéncias mostram que os compostos fendlicos podem proteger o risco de
dessenvolvimento de doencas neuroldgicas, como a DP (GIAMPIERI, et al.,
2016; SUDATI, et al., 2013. No entanto, ainda h&4 uma caréncia sobre investigacdes
do potencial antioxidante da quinoa em experimento in vivo, apenas foi encontrado
um estudo, onde Souza et al (2018) mostram o efeito protetor de extrato de quinoa
vermelha em um modelo de déficit de memdria em camundongos induzido por
escopolamina, uma droga anti-colinérgica antagonista muscarinico, onde o0
tratamento com o extrato de quinoa foi capaz de prevenir esse déficit. Corroborando
com estes dados, pode-se associar o potencial antioxidante in vitro dos compostos
fendlicos do extrato de quinoa vermelha (ABDERRAHIM et al.; 2015; SOUZA et al.,
2018) como um possivel tratamento em DP.

5 CONCLUSAO

No presente trabalho, demonstramos o efeito protetor do extrato de quinoa na
DP induzido pela rotenona sobre a taxa de sobrevivéncia, atividade locomotora e
exploratoria, bem como, inibicdo da enzima AChE na cabeca das moscas. Desta
forma, podemos sugerir que o extrato de quinoa pode ser utilizado para tratamento
da DP. No entanto, sdo necessarios mais estudos sobre o efeito do extrato de
guinoa sobre avaliacdes bioquimicas e possiveis mecanismos e vias na qual podem

estar envolvidos na DP.

EFFECT OF RED QUINOA EXTRACT ON AN EXPERIMENTAL MODEL OF
PARKINSON'S DISEASE IN Drosophila Melanogaster

ABSTRACT

Oxidative stress and inhibition of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) are shown
to be possible factors involved in the development of Parkinson's disease (PD).
Quinoa, a pseudocereal important source of bioactive compounds, presents its
antioxidant properties with protective action against mediators that may lead to the

development of PD. Thus, the objective of this work was to evaluate the effect of red
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guinoa extract in an experimental model of rotenone-induced Parkinson's disease in
Drosophila melanogaster. The flies, males and females with 1 to 3 days of age were
separated into four groups, with 50 flies for group: (1) control; (2) quinoa extract (5.0
mg / mL); (3) rotenone (500 uM) and (4) rotenone (500 uM) + quinoa extract (5.0 mg
/ mL). Flies were concomitantly exposed to a diet containing rotenone and / or red
guinoa extract for 7 days according to their respective groups. Survival rate, mortality
and negative geotaxia and open field behavioral tests were performed in vivo and the
evaluation of the activity of the enzyme acetylcholinesterase were performed ex vivo.
Our results show that exposure to rotenone caused higher mortality, greater
locomotor deficiency observed in behavioral tests, and decreased activity of the
acetylcholinesterase enzyme in the head making it incapable of hydrolyzing the
neurotransmitter acetylcholine. The damage caused by rotenone was prevented by
co-exposure to quinoa extract. This protection may be related to the antioxidant
potential of the extract, and its use may be suggested for possible treatments against

the development of PD.

Keywords: Quinoa. Neurodegenerative disease. Drosophila melanogaster. Phenolic

compounds. Acetylcholinesterase. Rotenone.
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