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RESUMO

O elemento quimico aluminio (Al) € o metal mais abundante na crosta terrestre e sua
utilizagdo em larga escala tem aumentado a exposi¢cao humana. Nesse contexto, tem
sido demonstrado que altas concentracBes de Al apresentam efeitos toxicos para
mamiferos, afetando principalmente o SNC, e esta correlacionado com 0 aumento na
incidéncia de doencas neurodegenerativas. Embora o(s) mecanismo(s) pelo(s)
qual(is) o Al exerce toxicidade néo esteja(m) completamente elucidado(s), tem sido
sugerido que o estresse oxidativo € um dos principais mecanismos de toxicidade do
Al, o qual também esta associado a processos de neurodegeneracdo. Além disso,
atualmente os tratamentos para a intoxicacao por Al sdo escassos. No entanto, tém-
se demonstrado os efeitos benéficos de antioxidantes de origem natural como forma
de tratamento e prevencao aos danos oxidativos causados por agentes toxicos, dentre
0s quais, destacamos o Al. O acido siringico € um acido fendlico encontrado em
cereais e possui efeitos antioxidantes, antiinflamatérios e hepatoprotetores ja
descritos, porém, pouco explorados. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito do tratamento com &cido siringico, contra os efeitos toxicos da exposicao ao Al
no modelo experimental da mosca-da-fruta (D. melanogaster). Os resultados mostram
gue a exposicao ao Al (5 mM) aumentou significativamente (p<0,05) a mortalidade e
reduziu a atividade locomotora (p<0,05) das moscas. A inducdo também alterou
marcadores de estresse oxidativo, aumentou os niveis de TBARS (p<0,05), reduziu a
atividade da catalase (p<0,05) na cabeca e no corpo e reduziu (p<0,05) os niveis de
grupos SHNP no corpo. Além disso, reduziu significativamente (p<0,05) a atividade
da AChE e a viabilidade celular (MTT) na da cabeca das moscas. Por sua vez, o
tratamento com &cido siringico (25 pM) protegeu significativamente (p<0,05) a
mortalidade e o déficit locomotor causado pelo Al. O tratamento também reduziu os
niveis de TBARS (p<0,05) na cabeca e no corpo, preveniu a reducdo da atividade da
catalase (p<0,05) na cabeca e a reducado dos grupos SHNP (p<0,05) no corpo, além
da reducao na atividade da AChE (p<0,05) e da viabilidade celular (p<0,05) na cabeca
das moscas. Tendo em vista estes resultados, sugere-se que 0 acido siringico possui
efeito neuroprotetor contra os efeitos causados pela exposicao ao Al. No entanto, mais
estudos se fazem necessarios para buscar um melhor entendimento dos mecanismos
responsaveis por estes efeitos, tanto do Al quanto do acido siringico, observados

nesse estudo.



Palavras-Chave: neurotoxicidade, estresse, acido siringico, antioxidante, Alzheimer.



ABSTRACT

The chemical elemento aluminum (Al) is the most abundant metal in the Earth’s crust
and its use on a large scale has been increased human exposition. In this context has
been demonstrated that Al presented toxic effects at high doses, affecting mainly the
CNS and it is correlated with increased incidence of neurodegenerative diseases.
Although the mechanism(s) by which Al exerts toxicity are not completely elucidated,
it has been suggested oxidative stress as a mainly mechanisms of Al toxicity which
also is associated with neurodegenerative process. Moreover, treatments to Al
intoxication are still scarce. However, it has been beneficial effects of antioxidants from
natural origins as way of treatment and prevention of oxidative damages caused by
toxic agents among which we highlight the Al. Syringic acid is a phenolic acid found in
cereals and has antioxidante, anti-inflammatory and hepatoprotective effects
described but little explored. Thus, the aim of this study was to evaluate the effect of
syringic treatment, a phenolic compound with antioxidante action, against toxic effects
from the exposition to Al in a fruit fly D. melanogaster experimental model. Ours results
shows that Al exposition (5mM) significantly increased (P<0,05) mortality and reduced
locomotor activity (p<0,05) of flies. Treatment also changed oxidative stress markers,
increased TBARS levels (p<0,05), reduced catalase activity (p<0,05) in heads and
bodies and reduced (p<0,05) NPSH groups levels in fruit flies head. Besides, reduced
significlantly (p<0,05) AChE activity and cellular viability (MTT) in head. On the other
hand, syringic acid treatment (25 uM) significantly (p<0,05) protected mostality and
locomotor déficit caused by Al. Treatment also reduced TBARS levels (p<0,05) in head
and body, avoided the reduction of catalase activity (p<0,05) in head and the reduction
of NPSH groups levels (p<0,05) in body, prevent the reduction of AChE activity
(p<0,05) and cellular viability (p<0,05) in head’s flies. In view of this results, it is
suggested syringic acid has neuroprotective effect against Al exposure effects.
However, more studies are necessary to search a better understanding of responsible

mechanism(s) for these effects both Al and syringic acid observed in this study.

Keywords: neurotoxicity, stress, syringic acid, antioxidant, Alzheimer.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura quimica do &cido SIHNQGICO............uuvviiiiiiiiiieeee e 20
Figura 2 — Figura esquematica do ciclo de vida da D. melanogaster........................ 23
Figura 3 — Figura esquematica do desenho experimental.............cccccceeviiiiiienennnnnnn.. 27
Figura 4 — Figura esquematica do teste de geotaxia negativa............ccccceevveiivveeeennn 28
Figura 5 — Figura esquematica representando o teste de open field........................ 29
Figura 6 —Mortalidade durante 10 dias de tratamento em D. melanogaster............. 32

Figura 7 — Geotaxia negativa de D. melanogaster tratadas com &cido siringico e

EXPOSLAS A0 AIUMINIO. ..ottt e e e e e e neneees 34

Figura 8 — Open field de D. melanogaster tratadas com &cido siringico e expostas ao

AU . e e e 34

Figura 9 — Alteracdes dos niveis de TBARS na cabeca (A) e no corpo (B) de D.
melanogaster tratadas com acido siringico e expostas ao

AU O . e e e e e 35

Figura 10 — Alteracdes dos niveis de SH n&o-protéico na cabeca (A) e no corpo (B) de

D. melanogaster tratadas com acido siringico e expostas ao aluminio...................... 36

Figura 11 — AlteracBes dos niveis de SH total na cabeca (A) e no corpo (B) de D.
melanogaster tratadas com acido siringico e expostas ao

= 11811 011 a1 o T TP RPRPRPRTRN 37

Figura 12 — AlteracOes da atividade enzimatica da catalase na cabeca (A) e no corpo
(B) de D. melanogaster tratadas com acido siringico e expostas ao

= 11010011 o TR 38



Figura 13 — Atividade enzimética da superéxido dismutase na cabeca (A) e no corpo
(B) de D. melanogaster tratadas com acido siringico e expostas ao

= 11010011 o TP 39

Figura 14 — Alteracdes da atividade enzimatica da acetilcolinesterase na cabeca (A) e
no corpo (B) de D. melanogaster tratadas com acido siringico e expostas ao

= 11010011 o TR 40

Figura 15 — Avaliacéo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT na cabeca (A) e no
corpo (B) de D. melanogaster tratadas com acido siringico e expostas ao

= 1[0] 0011 To TP TR 41

Figura 16 — Figura esquemética representando o resumo dos resultados
(0] o] 10 [0 ST PPPPPPPRURPRR 42

Figura 17 — Modelo descrito por Wu (2012) para explicar a formacao ciclica de

espécies reativas geradas pela toxicidade do aluminio...........ccccceeeeeeeeiiiieiccccinnnnee, 45



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Al — Aluminio

AChE — acetilcolinesterase

CAT — catalase

D. melanogaster — Drosophila melanogaster
DTNB - &cido 5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico
ERs — espécies reativas

EROs — espécies reativas de oxigénio

ERNSs — espécies reativas de nitrogénio
GABA — acido gama-aminobutirico

GSH - glutationa reduzida

GPx — glutationa peroxidase

H202 — peroxido de hidrogénio

MPTP - 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina
MTT - brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium
NO — oxido nitrico

Oz - radical superoxido

OH- — radical hidroxil

OONO' - peroxinitrito

SDS - dodecil sulfato de sédio

SH — grupos tidis/sulfidrila

SHNP —SH néo-protéico

SNC - sistema nervoso central

SOD - superoxido dismutase

TBA — 4cido tiobarbitarico

TBARS — espécies reativas ao acido tiobarbiturico
TCA — &cido tricloroacético

TFK — tampéo fosfato de potassio



SUMARIO

L IS0 ] 16107 T 13
2 ALUMINIO . ccttttttnueaae e e e e e e eeeeeeeeeeeeennses s e e s e s e e e e e e e eeeeeenennnnnn e e e e aeeeaeanes 14
S ESTRESSE OXIDATIVO . iiiiiiiiiiiassiasisasisssanssasmsssnsssansssnssasnsssnsssnnsssnssnnss 16
A ANTIOXIDAN T TES . it iieiiiiat i rassasessa s sannsasmssannsasmssannsaansaannsannsssnnsnnnas 18
5 ACIDO SIRINGICO ... iiiieeeeeeeeeeeeeennnsaae e e s e e e e e e eeeeeeeereennnnnaaaeeeeeeaaaeeees 20
6 Drosophila MelanOgaster....ucui i iiei i i i i sr s sra s sasan s n e nannas 22
A L S 1 [ N 1 RPN 25
B OBJETIVOS. . it rit i s s i s e s saa s s n s aan s sansasnssannsannsannnsnnnsanns 26
8.1 ODJEtIVO Geral..ceieeieiiiiiiiiirirerase e raer e s s ssasansanrasaasanranrasannanrnnns 26
8.2 Objetivos ESPECITICOS ciiiiiiiia it er e s s esasa s e e e e ranenns 26
9 MATERIAIS E METODOS. ....iitieietunuaeeeeerennaasaaeeeeesnnsesesensnnnessseseennnnnns 27
9.1 Desenho experimental...........ccoiiiiiiiiiiiiii s 27
0.2 ENS@IOS IN VIVO .utuiuiiurninrarannnrararansasasansasasansasasansasasansasassnsasarsnsnsansnsnsnns 28
S 2200 Y/ oY =1 o = T [ PR 28
9.2.2 Geotaxia NegatiVa.......cociiiiiiiiii i 28
S N o =Y o T 1= o N 29
9.3 ENSAIOS EX VIV ututturunrnraniarinransrassasanssnsassassnsansassnssnssnsassnssnssnsansnssnsansas 29
9.3.1 Preparo 0 amOStla. . ueue e rieraeisanranrassnsansansasansanransassnsansanrassnsanssnsnnes 29
9.3.2 Avaliacdo da peroXidaCao liPidiCa..cuererereriririraeiarareraerranraerneanranes 30
9.3.3 Dosagem dos nives de grupos tioisS (-SH)...uevvririiiiiiiiiiiiirrrrr v araeane 30
9.3.4 Atividade enzimatica da catalase (CAT)...cceveiererererererrrrarrrrrrreans 30
9.3.5 Atividade enzimética da superéxido dismutase (SOD)....ccvevverieriernennnnens 31
9.3.6 Atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE)....c.cceeveveviiiranennnnns 31
9.3.7 Avaliagao da viabilidade cellular (MTT) .. ieeiriirirririr e s e enas 31
9.4 ANAlISE ESTAlISTICA . triurieririririranrarin i rarrasanransarsasaaranransasanransansasanrnnses 32
10 RESULTADOS . . uiitiirsrrsaeassssasasasassssnsssnsnsnsnsnsnsasasasasasasarasasnsnsns 33
11 DISCUSSAD. ccettuuuuuuuuaaaaeaesaaaeeeeeeeeteeeessssnsnsaaaaaasaeaaaaeeeeererenssnnnnnnnnnnnnns 42
12 CONCLUSOES. ..uuuuuiiieie i e e s e eeeeeeeeeetaessssssss s s e s s e s e e e e e e e e e e eaesnsasannnneseenas 48
13 PERSPECTIVAS. ...ttt r s s s s e e e raeans 49

REFEREN CIAS . ettt ettt ettt e e et eaeasarn e eassnseeaesnsnseaeasnsnsneeasrnsnsnaearnsnn 50



13

1 INTRODUCAO

O aluminio (Al) €& um elemento quimico abundante, compreende
aproximadamente 8% da crosta terrestre e sua ampla presenca no ambiente torna a
Nao exposicao a esse metal praticamente inexistente (Kumar, 2009). Embora a
contaminacdao por Al seja inevitavel, ele ndo possui acao fisiologica e se apresenta de
forma cumulativa no organismo, desempenhando acéo toxica em altos niveis e por
exposicdo prolongada. Os efeitos neurotoxicos do Al ja sdo conhecidos ha algum
tempo, no entanto, seu(s) mecanismo(s) de acdo e sua relagdo com doencas
neurodegenetivas como a doenca de Alzheimer permanecem desconhecidos (Wu,
2012).

Entre um dos principais mecanismos propostos para a toxicidade do Al esta o
estresse oxidativo, uma situacdo de desequilibrio entre a formacdo de espécies
reativas (ERs) e as defesas antioxidantes do organismo. A producédo de ERs ocorrem
naturalmente dentro da célula, mas em excesso podem oxidar biomoléculas,
desencadeando véarios eventos envolvidos em processos patoldgicos, incluindo a
neurodegeneracao (Halliwell, 2007).

Estudos recentes tém demonstrado o papel benéfico de antioxidantes contra
os danos deletérios do estresse oxidativo. Assim, a busca por agentes antioxidantes
provenientes de produtos naturais, tem sido préspera, principalmente daqueles que
advém de plantas medicinais e produtos alimenticios comumente utilizados
(Guimarées, 2009).

O acido siringico € um acido fendlico presente principalmente em cereais e
possui efeito antioxidante ja relatado na literatura (Karthik, 2014). Apesar de ter
apresentado efeitos benéficos contra processos oxidativos e inflamatorios (Itoh, 2009),
seus efeitos bioldgicos ainda sdo pouco explorados.

D. melanogaster, a mosca-da-fruta, € um animal invertebrado que vem sendo
utilizado ha mais de um século como modelo experimental. A D. melanogaster possui
diversas vantagens experimentais, inclusive para avaliacdo da toxicidade de metais
(Rand, 2010).

Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de um pré-tratamento com
acido siringico associado a exposi¢cao ao aluminio em um modelo experimental da D.

melanogaster.
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2 ALUMINIO

O aluminio (Al) é o terceiro elemento quimico mais presente na crosta terrestre,
e 0 metal mais abundante, sendo considerado praticamente onipresente no ambiente
(Bondy, 2010). Foi isolado em sua forma metélica pela primeira vez em 1925 pelo
fisico dinamarqués Hans Oersted (Bondy, 2014). Solido em temperatura ambiente,
nao € encontrado em sua forma elementar, mas em forma de sais e Oxidos. Seu
estado de oxidacédo € +3 e nao participa de reacoes de 6xido-reducéo (Kumar, 2014).

Devido a sua abundancia é um elemento de facil acesso e suas caracteristicas
fisico-quimicas o faz amplamente utilizado em construgbes, transportes,
armazenamento e processamento de alimentos, utensilios domésticos e cirargicos,
produtos farmacéuticos, vacinas, cosméticos, no tratamento da agua de consumo
residencial entre outras aplicac6es (Gourier-Fréry, 2004).

Nos ultimos anos, a chuva acida provocada pela queima de combustiveis
fosseis tem transformado os minerais de Al em sua forma mais soltvel, a forma ibnica
AIR*, encontrado principalmente em reservatérios de agua para consumo residencial.
Associado a isso, a utilizagdo em larga escala de produtos contendo Al tem
aumentado significativamente o seu acumulo no corpo humano. Estima-se que a
ingestéo diéria seja de 3-30mg/dia. A maioria dos compostos de Al s&o insoluveis em
pH fisiolégico, limitando sua absor¢éo as vias orais e inalatérias.

Independentemente da via de exposicdo, a absorcdo do Al € baixa (inferior a
1% para as vias oral e dérmica e até 3% para o trato respiratorio). A exposicdo humana
se da principalmente por alimentos e pela dgua das redes de tratamento. O uso de
desodorantes antitranspirantes também pode ser uma fonte significativa da absorcéo
diaria de Al. No entanto, as populagfes mais expostas sdo pacientes que necessitam
de dialise, nutricdo parenteral ou que se utilizam de antiacidos por longo prazo e
profissionais da industria do aluminio (Gourier-Fréry, 2004).

O Al ndo é um elemento essencial para a vida e comumente foi pensado como
um mineral bastante inerte e insoltvel (Bondy, 2014). No entanto, diversas evidéncias
indicam que o Al causa efeitos toxicos severos. Geralmente, a intoxicacdao por Al
resulta da exposicdo a componentes contendo altas concentracfes ou inoculacao
direta via didlise, nutricdo parenteral ou implantes cirtrgicos (Wang, 2016).

O Al tem se mostrado cumulativo nos tecidos de mamiferos e os efeitos

toxicos apoOs exposicdo cronica se mostram basicamente neurologicos
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(encefalopatias, perturbagdes psicomotoras), 0sseos (osteomalacia), hematolégicas
(anemias microliticas) e também reacdes imunoldgicas, além da suspeita de seu
envolvimento na doenca de Alzheimer (Gourier-Fréry, 2004; Kumar, 2014).

O Al possui forte atividade prooxidante apesar de seu comportamento nao-
redox. Fortes evidéncias sugerem que o Al se complexa com o anion superoxido,
formando um complexo oxidante mais potente que o préprio anion superéxido,
promovendo a formacdo de peréxido de hidrogénio e radicais hidroxil, contribuindo
para a formacdo de um ambiente oxidante (Kumar, 2009).

A possibilidade de o Al estar contribuindo para a promog¢édo de doencas
neuroldgicas deu-se a partir de diversos relatos clinicos de que a presenca de Al no
organismo ndo era tdo inofensiva como parecia. Relatos da ocorréncia de
encefalopatia em pessoas apos didlise foi acompanhada por niveis elevados de Al no
cérebro. O desenvolvimento de encefalopatia é caracterizado por déficits cognitivos
associado a tremores e neurodegeneragcdo, ocorrendo principalmente em
trabalhadores da industria de Al. Sintomas neurolégicos anormais também foram
observados em pacientes que receberam vacinas via intramuscular, e o Comité Global
Consultivo sobre Seguranca de Vacinas da Organizacao Mundial da Saude (OMS)
reconheceu que pode existir um grupo de individuos predispostos a sensibilidade de
adjuvantes baseados em Al (Bondy, 2010; Bondy, 2014).

Atualmente as opcOes de tratamento para a toxicidade do Al ainda séo
limitadas. A quelacdo com deferroxamina tem sido utilizada para tratar pacientes
intoxicados via nutricdo parenteral. Essa terapia, no entanto, apresenta riscos. Ha
relatos nos quais esse tratamento causa hipocalcemia. Apesar de reducdes na
disponibilidade de Al, o tratamento ndo parece alterar o curso do desenvolvimento de
encefalopatias. A prevencdo da toxicidade, seja pela redugcdo ou eliminagédo de
formulas contendo Al continua sendo mais eficaz (Gura, 2010).

Apesar dos diversos estudos quanto a toxicidade e envolvimento do Al em
processos neurodegenerativos, 0s exatos mecanismos de acao deste metal ainda nao

estao definidos (Kumar, 2009).
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3 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € uma situacdo de desequilibrio entre a producédo de
espécies reativas e as defesas antioxidantes no organismo, em favor das espécies
pré-oxidantes. Dano oxidativo pode ser caracterizado por qualquer dano biomolecular
causado por espécies reativas a componentes dos organismos vivos (Halliwell, 2007).

Espécies reativas (ERs), ocorrem naturalmente nos organismos e atuam como
importantes sinalizadores celulares. No entanto, em situacfes adversas, a sua
producdo pode ser exacerbada, acarretando em dano oxidativo, se ndo devidamente
combatido pelas defesas antioxidantes. O motivo pelo qual as espécies reativas sao
altamente perigosas para a célula se da pelo fato de sua natureza radicalar (ou, no
caso de espécies reativas nao radicalares, que se decompdem em espécies
radicalares na presenca de ions metélicos), com elétrons desemparelhados na
camada de valéncia que interagem fortemente com as moléculas bioldgicas, podendo
alterar suas caracteristicas conformacionais e de funcéo.

As espécies reativas podem ser principalmente de dois tipos: as Espécies
Reativas de Oxigénio e as Espécies Reativas de Nitrogénio. Dentre as EROs, seus
principais representantes séo os radicais superéxido (O2) e hidroxil (OH"), assim como
espécies nao radicalares como o perdxido de hidrogénio (H202). J& as ERNs sédo
principalmente encontrados o 60xido nitrico (NO) e o peroxinitrito (OONO") (El-Bahr,
2013).

O estresse oxidativo esta associado a varias patologias e doencas
degenerativas, como aterosclerose, cancer, acidente vascular cerebral, doencas
cardiacas, processos inflamatorios, entre outras.

O cérebro é particularmente sensivel ao estresse oxidativo (Kumar, 2014). E
um oOrgao rico em lipidios de cadeias poliinsaturadas, que sado especialmente
sensiveis ao ataque de espécies reativas, seu metabolismo energético utiliza muito
oxigénio para suprir suas necessidades energéticas, 0 que gera montantes
consideraveis de espécies reativas. Seu sistema antioxidante é inadequado para a
demanda e algumas regides cerebrais séo ricas em ferro (Halliwell, 1992; 2006).

O estresse oxidativo tem sido associado a doengas neurologicas como
Alzheimer, Parkinson, esclerose multipla, esclerose lateral amiotrofica, perda de

memoria, entre outros. Em processos neurodegenerativos, estudos clinicos e



17

experimentais demonstram o papel chave do estresse oxidativo na perda neuronal
(Pham-Huy, 2008).
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4 ANTIOXIDANTES

Para combater os efeitos nocivos do estresse oxidativo 0s organismos
possuem frentes de defesas, chamadas antioxidantes. Antioxidantes sdo definidos
como qualquer substancia que, em baixas concentracbes comparada ao substrato
oxidavel, reduz ou previne a oxidacado deste substrato (Halliwell, 2007). N&o existe,
dessa forma, um antioxidante “melhor’ que outro, mas sim depende do tipo de
oxidagcdo em questéao.

Os organismos possuem diversos mecanismos de defesa antioxidantes que
combatem ou reduzem os danos oxidativos, que neutralizam as espécies reativas e
protegem as células. Os mecanismos enddgenos de defesa antioxidante se dao por
duas principais formas: ndo-enzimaticos e enzimaticos. Ha também antioxidantes de
fontes exdgenas provenientes da alimentagdo (Pham-Huy, 2008).

Entre as defesas antioxidantes enzimaticas estdo as enzimas catalase,
superéxido dismutase e glutationa peroxidase. A superéxido dismutase € uma
metaloenzima, que faz a primeira defesa contra as espécies reativas, regulando os
niveis de superoxido. A catalase € uma hemoenzima que catalisa a decomposicao do
peréxido de hidrogénio a agua e oxigénio, protegendo a célula do estresse oxidativo
causado pelo peroxido ou a consequente formacéo de radical hidroxil. A glutationa
peroxidase € uma selenoenzima que neutraliza hidroperoxidos pela oxidacdo da
glutationa reduzida. As defesas antioxidantes enddgenas né&o-enzimaticas sao
pequenas moléculas que neutralizam as espécies reativas, como exemplo as
vitaminas C e E e a glutationa reduzida (GSH) e atuam como antioxidantes celulares
(EI-Bahr, 2013). Os antioxidantes exdgenos sdo aqueles provenientes dos alimentos
ingeridos como vitaminas, (ex.: vitaminas E e C) e os compostos derivados do
metabolismo secundario dos vegetais (ex.: flavondides, &acidos fendlicos e
carotenoides).

Ha também antioxidantes sintéticos, porém, estes podem apresentar efeitos
nao desejados para a saude humana. Embora considerados seguros para utilizacao
pela indastria alimenticia, existem dados controversos que afirmam certa relacdo com
carcinogenicidade(Carocho, 2013). Por outro lado, atualmente a demanda por
antioxidantes de ocorréncia natural tem aumentado. Isso tem incentivado a busca por
fontes alternativas de antioxidantes, de preferéncia de origem natural, provavelmente

mais segura e mais barata.
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Recentemente, ha um consideravel interesse acerca da pesquisa dos efeitos
antioxidantes e antiinflamatérios dos compostos fendlicos de fontes vegetais,
principalmente daquelas ja utilizadas pelas suas propriedades medicinais (Sun, 2010).
Consequentemente, muitos compostos foram isolados e a maioria dos antioxidantes
pertencente a familia dos compostos fendlicos.

Geralmente, as func¢des biologicas dos compostos fendlicos tém sido
atribuidas as caracteristicas antioxidantes, que neutralizam espécies reativas e
equilibram o estado redox celular. No entanto, especula-se que a atividade biologica
desses compostos ndo ocorre apenas desta forma, especialmente no cérebro, onde
suas concentracdes sdo baixissimas, indicando que estes podem desempenhar
funcdes protetoras do sistema nervoso (Spencer, 2009). De fato, varios estudos
demonstram numerosos efeitos neuroprotetores dos flavonodides, protegendo contra
neurotoxinas, reduzindo neuroinflamacao e promovendo melhoras em processos de
memo©ria, aprendizagem e funcdes cognitivas. Levando-se em conta que 0S processos
neurodegenerativos podem se dar de diversas formas, seja por neuroinflamacéo,
aumento dos niveis de ferro e/ou reducéo nas defesas antioxidantes, entre outros, 0s
compostos fendlicos se mostram promissores na busca por solucdes alternativas para

a reversao desses quadros.
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5 ACIDO SIRINGICO

O acido siringico (acido 4-hidroxi-3, 5-dimetoxibenzéico) € um composto
fendlico que ocorre naturalmente em diversas plantas (Figura 1). Foi descrito como
abundante em cereais como cevada, milho, aveia, arroz, centeio, sorgo e trigo e em
tubérculos como o rabanete e o gengibre (Srinivasan, 2014; Karthik, 2014) e no
melaco de cana (Guimarédes, 2007). Varias atividades biolégicas sdo atribuidas ao
acido siringico como: antioxidante, antiproliferativo, antiendotdéxico e antineoplasico
(Karthik, 2014).

COOH

HL OO OCH;

OH
Syringic acid

Figura 1. Estrutura quimica do acido siringico.

Estudos mostram que o acido siringico foi efetivo contra danos hepaticos e
processos inflamatorios causados por hepatite viral, suprimindo citocinas inflamatorias
e melhorando a resposta imune. Reduziu também os niveis de transamisases
hepéticas elevadas por danos causados pelo tetracloreto de carbono. Apresentou
atividade inibitéria do radical DPPH elevada em comparacdo a outros compostos
fendlicos, como a acido vanilico, além de ja ter apresentado efeitos antimicrobianos e
protetores contra a oxidacdo do DNA. Os efeitos benéficos do acido siringico sao
atribuidos a suas propriedades antioxidantes (Itoh, 2009; 2010).

Mostrou-se também eficaz em reduzir a glicose de ratos diabéticos para niveis
proximos aos normais pelo aumento da secre¢do de insulina plasméatica, melhorar o
funcionamento das células beta pancreaticas e aumentar a atividade de enzimas
relacionadas ao metabolismo da glicose (Muthukumaran, 2013; Srinivasan, 2014) e
inibir a catarata diabética, em modelos in vitro e in vivo (Wei, 2012).
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Rekha (2014) demonstrou efeitos protetores do acido siringico frente a
neurodegeneragao nigroestriatal em um modelo de doenga de Parkinson induzida
pelo pesticida MPTP, em camundongos. Tais efeitos podem ter sido causados pelo
aumento dos niveis de dopamina e seus metabdlitos nessa regido, aumentando a
expressdo de marcadores dopaminérgicos e reduzindo a expressao de citocinas
inflamatdrias pela inibicAo do estresse oxidativo e assim, reduzindo alteragcfes
comportamentais. Nesse mesmo trabalho, o pré-tratamento com acido siringico
reduziu os elevados niveis de TBARS, catalase e SOD nesse modelo, sugerindo que
0 &cido siringico intervém no dano oxidativo presente. Sugere-se, também, que o
acido siringico reduz o estresse oxidativo pelo aumento das defesas antioxidantes
(principalmente GSH e GPx). O acido siringico se mostrou promissor candidato para
a prevencdo e tratamento do estresse oxidativo e processos inflamatérios
relacionados a desordens neurodegenerativas, em especial a doenca de Parkinson.

Apesar dos promissores efeitos benéficos apresentados, ainda poucos

estudos sobre 0 &cido siringico sédo encontrados na literatura.
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6 Drosophila melanogaster

Em se tratando do estudo de efeitos neurotdxicos, o objetivo principal de
pesquisa é identificar e caracterizar os mecanismos pelos quais 0s agentes quimicos
induzem seus efeitos prejudiciais, tanto na formagcdo como no funcionamento do
sistema nervoso (Rand, 2010).

Como modelo experimental in vivo, a mosca-da-fruta Drosophila melanogaster
oferece diversas vantagens importantes em se tratando de screening toxicoldgico tais
como: baixo custo e facilidade de manutencéo, curto ciclo de vida, aspectos de
comportamento e desenvolvimento que podem ser avaliados, facilidade de
manipulacdo experimental em relacdo a modelos vertebrados, tanto em aspectos
éticos quanto metodoldgicos, alta homologia genética com organismos superiores,
facilidade de obtencdo de fendtipos mutantes, por possuir estrutura genética
relativamente simples e bem conhecida, entre muitos outros.

Além da facil manipulacdo, que ndo necessita de aparatos sofisticados, em
condi¢Oes ideais de temperatura (em torno de 25°C) a mosca-da-fruta se reproduz e
apresenta um ciclo de vida bem definido, compreendendo estagio distintos de ovo,
larva, pupa e mosca adulta (Figura 2), o que torna possivel avaliar o ciclo de vida
completo do animal, do desenvolvimento a velhice, em um tempo relativamente curto
guando comparado a modelos tradicionais.

Pioneira como modelo genético, é utilizada desde 1900 e faz parte de grandes
achados nessa éarea, alguns dos quais estabeleceram os primeiros principios da
genética, como a teoria da hereditariedade de Mendel dos cromossomos e a
mutagenicidade do raio-X. A estrutura genética, relativamente simples da mosca
consiste em 4 cromossomos que codificam aproximadamente 13.600 genes,
praticamente a metade do encontrado em humanos (Nichols, 2006; Rand, 2010).

Em comparacdo com mamiferos, o genoma da D. melanogaster possui uma
estrutura mais simples, sendo viavel a manipulacdo genética. D. melanogaster possui
poucos genes, mas em sua maioria sdo homoélogos aos humanos apresentando cerca
de 75% de homologia com as doencas humanas (Pandey e Nichols, 2011), algumas
compartilhando mais de 90% de semelhanca na sequéncia de nucleotideos. Na
Internet, encontra-se bancos de dados abertos onde pode-se encontrar praticamente

todos os dados disponiveis, principalmente genéticos, sobre a Drosophila. Podemos
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citar como exemplos o Virtual Library: Drosophila pelo endereco: http://ceolas.org/fly/

e o FlyBase pelo endereco: http://flybase.org/.

Mosca adulta
10°-12° dia

A
Ciclo de Vida

D. melanogaster Ovo ou embrido
Pupa 1° dia
5°-10%dia ;

3 estagios larvais

2°-5°dia

Figura 2.Figura esquematica do ciclo de vida da D. melanogaster.

7

Além disso, a D. melanogaster € versatil para estudos toxicolégicos e
recentemente foi atribuido a ela um novo termo que suporta a abertura de uma nova
area de estudo: Drosophotoxicologia (do inglés: drosophotoxicology). A
drosophotoxicologia abrange uma série de abordagens metodolégicas abordando o
uso da D. menlanogaster como organismo modelo escolhido em estudos toxicolégicos
(Rand, 2010; Chifiriuc, 2016).

Em se tratando de estudos neurotdxicos, mais uma vez a D. melanogaster
apresenta suas vantagens: a mosca adulta apresenta um sistema nervoso com
aproximadamente 200.000 neurbdnios, formando circuitos funcionais distintos ja
detalhadamente mapeados. Tais circuitos medeiam processos fundamentais como
locomocdo e comportamento, aprendizado e memoria, dentre varios. Entre os
sistemas de neurotransmissdo, estdo aqueles que usam serotonina, dopamina,
GABA, acetilcolina e outros. Em vista do alto nivel de conservacdo de mecanismos
moleculares entre moscas e humanos, o modelo da D. melanogaster se mostra
promissor para o entendimento de mecanismos de toxicidade e degeneracdo do

sistema nervoso central (Nichols, 2006).
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O modelo experimental da D. melanogaster tem sido largamente proposto
como organismo modelo para a avaliacdo da toxicidade de metais, principalmente,
neurotoxicidade. Ensaios de sobrevivéncia, funcdes neuronais e comportamentos sao
relativamente simples de realizar nesse modelo. Também se mostra bastante simples
a investigacdo de mecanismos de toxicidade mediada por metais, a nivel molecular
(Calap-Quintana, 2017). Muitos estudos sao encontrados na literatura avaliando a
toxicidade de metais em D. melanogaster, sejam eles metais essenciais como ferro
(Zhu, 2016a), cobre (Bonilla-Ramirez, 2011) e manganés (Bianchini, 2016) ou metais
ndo essenciais, como chumbo (Peterson, 2017), mercurio (Paula, 2012) e aluminio
(Wu, 2012). Kijak (2014) defende a D. melanogaster como um modelo sensivel para
a avaliacdo da neurotoxicidade do Al, pois ainda séo escassos o0 entendimento do(s)
mecanismo(s) de toxicidade deste metal, assim como poucos os estudos utilizando
este modelo experimental.

Tendo em vista 0 exposto acima, consideramos as vantagens do uso do modelo
experimental da mosca-da-fruta D. melanogaster para o desenvolvimento do nosso

trabalho.
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7 JUSTIFICATIVA

Considerando que: a) o Al se faz presente no nosso cotidiano, acarretando
exposi¢cdo cada vez maior do ser humano a esse metal; b) o Al esta sendo considerado
como potencial fator no desenvolvimento e progressdo de algumas doencas
neurodegenerativas; c) a D. melanogaster apresenta-se como organismo modelo para
estudos referentes a toxicidade de metais em geral, com especial atencao ao Al; e d)
0 tratamento para os casos de intoxicacdo por esse metal ndo sédo plenamente
satisfatorios, se faz necessario compreender de que forma este metal pode se
apresentar neurotéxico e assim, buscar maneiras efetivas e viaveis de se prevenir
seus efeitos danosos. Nesse contexto e considerando o envolvimento do estresse
oxidativo na toxicidade do Al, o uso de antioxidantes parece ser uma hipétese
plausivel. Diante disso, propde-se esse estudo para testar a hipétese que o acido
siringico, um conhecido antioxidante de origem natural, possa prevenir a toxicidade

do Al em D. melanogaster.
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8 OBJETIVOS

8.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito protetor do acido siringico nas alteragcbes causadas pela

exposicdo ao cloreto de aluminio em D. melanogaster.

8.2 Objetivos Especificos

Analisar os efeitos do tratamento com acido siringico seguido da exposi¢cédo ao
aluminio sobre:
- a longevidade e parametros de atividade locomotora em D. melanogaster;
- parametros de estresse oxidativo no corpo e na cabeca das moscas
expostas;
- a atividade das enzimas antioxidantes e da enzima acetilcoliesterase na
cabeca e no corpo das moscas tratados.

- a viabilidade celular na cabeca e no corpo das moscas tratadas.
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9 MATERIAIS E METODOS

9.1 Desenho experimental

D. melanogaster do tipo selvagem (Harwich) obtidas do National Species Stock
Center (Bowling Green, OH, USA) foram mantidas sob condi¢cbes padrbes de
temperatura e umidade (22+1°C, 70-80% umidade) em um meio contendo 1% m/v de
levedura, 2% m/v de sacarose comercial, 1% m/v de leite em po, 1% m/v de agar e
0,08% de metilparabeno como antifungico.

Primeiramente, 100 moscas por grupo, de ambos os sexos, com 1-2 dias de
vida (p6s-eclosao) foram tratadas em dois grupos: 1) grupo controle e 2) grupo tratado
com &cido siringico na concentracdo de 25 pM, ambos em um meio de tratamento
contendo 1% de agar, 1% de sacarose comercial, 1% de leite em p6 e 0,08% de
metilparabeno como antifingico. Agua destilada foi utilizada como veiculo para todos
os tratamentos e as doses utilizadas foram definidas com base em um estudo piloto.

Aluminio I Acido Sirfngico § Alumfnio SmM + Testes

| Acido Sirfngico Y
S5mM ‘ 25uM

Acido Siringico |

comportamentais e
bioquimicos

Dia 10

Figura 3.Figura esquematica do desenho experimental.

Apos 5 dias, cada grupo tratado foi dividido em dois, formando ao final 4 grupos
(Figura 3): o grupo controle foi dividido em 1) grupo controle e 2) grupo aluminio

(contendo 5mM de cloreto de aluminio) e o grupo tratado com &cido siringico foi
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dividido em 3) grupo acido siringico (tratado com 25uM de acido siringico) e 3) grupo
aluminio mais &cido siringico (contendo 5mM de cloreto de aluminio e 25uM de acido
siringico). Estes grupos foram tratados por mais 5 dias, perfazendo o total de 10 dias

de tratamento. Apés, foram realizados os testes comportamentais.

9.2 Ensaios in vivo

9.2.1 Mortalidade

Cada grupo contendo 100 moscas foram monitorados diariamente e 0 nimero
de moscas mortas foram contadas durante todo o tratamento (10 dias). Foi realizada

a meédia de cada dia e o teste foi repetido em cinco experimentos independentes.

9.2.2 Geotaxia negativa

O teste de geotaxia negativa avalia a atividade locomotora baseado na
capacidade de escalada das moscas (descrito por Feany, 2000 e modificado por
Sudati 2013). Dez moscas de cada grupo foram mantidas em uma coluna vertical
medindo 10 cm de altura. As moscas foram forgadas ao fundo da coluna por leve
choque mecéanico e apds 6 segundos as moscas que ultrapassaram a marca de 6
centimetros de altura foram contadas. O teste foi repetido em cinco experimentos

independentes.
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Figura 4. Figura esquematica do teste de geotaxia negativa.
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9.2.3 Open field

Para o teste de open field (descrito por Hirt, 2010 e modificado por Sudati, 2013)
trés moscas de cada grupo foram mantidas em uma placa de petri posicionada em
cima de um plano quadriculado de 1xlcm. A atividade locomotora foi gravada em
video por 30 segundos e posteriormente foram contados o numero de quadrantes
cruzados nesse periodo de tempo e o resultado expresso pela média de atividade das

moscas avaliadas. O teste foi repetido em cinco experimentos independentes.
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Figura 5. Figura esquematica representando o teste de open field.

9.3 Ensaios ex vivo

9.3.1 Preparo de amostra

As moscas foram anestesiadas em gelo, os corpos e as cabecas foram
separados com bisturi e homogeneizados em tampédo TFK 0,05 M pH 7,4, na
proporcao de 40 cabecas/corpos em 120uL de tampé&o para o ensaio de TBARS
(amostra 1). Para todos os demais ensaios as amostras foram homogeneizadas na
proporcao de 10 cabecas para 250 pL de tampé&o ou 10 corpos para 500 pL de tampéo
(amostra 2).
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9.3.2 Avaliagao da peroxidacéo lipidica

A fim de se determinar marcadores de estresse oxidativo foi avaliada a
peroxidacdo lipidica pelo ensaio das Espécies Reativas ao Acido Tiobarbitirico
(TBARS) como descrito por Ohkawa (1979) com algumas modifica¢cdes. Em um tubo
de ensaio, 100 pL da amostra 1 foram incubados por 1 hora a 37°C em banho
termostatico. Apos, foram adicionados 100 yL de tampéo acido acético p.H. 3,0 e 100
uL de acido tiobarbiturico (TBA, 0,6%) e as amostras foram incubadas por 2 horas a
100°C em banho termostatico. Foram entdo adicionados 20 pL de dodecil sulfato de
sédio (SDS, 8,1%), agitadas em vértex por 10 segundos e entdo centrifugadas a 10
000 rpm por 20 minutos. Em placas de 96 pocos, 200 uL do sobrenadante foram
mensurados espectrofotometricamente em 532nm. Os resultados obtidos foram

corrigidos pela dosagem de proteina e expressos em percentual de controle.

9.3.3 Dosagem dos niveis de grupos tidis (-SH)

A fim de avaliar as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas foram determinados
0s niveis de grupos tidis -SH total e nao-protéico pelo método descrito por Ellman
(1959) com modificagdes. Para a dosagem de —SH total, foram adicionadas a uma
placa de 96 pocos 80 uL da amostra 2, 115 pL de 4gua destilada, 100 pL de tampéao
TFK 1M e 20 pL de DTNB (20mM). Apo6s 5 minutos, as amostras foram mensuradas
espectrofotometricamente em leitora de placa a 412nm. Os resultados obtidos foram
corrigidos por dosagem de proteina e expressos em percentual de controle. Para a
dosagem de -SH ndo-protéico as amostras foram precipitadas com acido
tricloroacético (TCA, 10%, 1:4 v/v) e as amostras centrifugadas por 10 minutos a 2000

rpm. Foi separado o sobrenadante e a amostra analisada como descrito acima.

9.3.4 Atividade enzimatica da catalase (CAT)

A avaliacdo da atividade enzimatica da catalase foi determinada através da
mensuracao direta da reducéo do peroxido de hidrogénio a gas oxigénio e agua como
descrito por Aebi (1984) com modificagbes. Em uma cubeta de quartzo foram
utilizados 960 pL tampédo TFK (0,05 M, pH 7,0), 20 uL de peréxido de hidrogénio 1 M

e 20 pL da amostra 2. As medidas foram realizadas a cada 15 segundos apdés o inicio
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da reacdo durante 2 minutos em espectrofotdmetro a 240nm. Os resultados obtidos
foram corrigidos por dosagem de proteina e expressos em percentual de controle.

9.3.5 Atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD)

A avaliacdo da atividade enzimatica da superoxido dismutase foi determinada
pelo método da oxidacdo da quercetina descrito por Kostyuk (1989) com
modificacdes. Em uma placa de 96 pocos foram pipetados 40 pL da amostra 2, 40 pL
de &gua destilada, 200 pL de solucdo tampédo (TFK 0,02 M; pH 7,4) e 10 uL de
quercetina (150 pg/mL) para iniciar a reagdo. As leituras foram realizadas
espectrofotometricamente a 412nm, assim que a reacao foi iniciada e 20 minutos
apos. As médias foram calculadas a partir da diferenca entre as duas leituras e 0s
resultados corrigidos pela dosagem de proteina e expressos em percentual de

controle.

9.3.6 Atividade enzimatica da acetilcolinesterase (AChE)

A avaliagdo da atividade enzimatica da acetilcolinesterase foi realizada pelo
método descrito por Ellman (1961) com modificagdes. Em uma placa de 96 pocos
foram adicionados 100 pL de sistema (TFK 100 mM pH 7,4, DTNB 6 mM), 70 uL de
agua destilada, 10 pL da amostra 2 e a reacéo foi iniciada com a adicdo de 20 pL de
acetiltiocolina (8 mM). As medidas foram realizadas a cada 30 segundos, durante 2
minutos, espectrofotometricamente em uma leitora de placa de 96 pocgos a 412 nm.
Os resultados obtidos foram corrigidos pela dosagem de proteina e expressos em

percentual de controle.

9.3.7 Avaliacéo da viabilidade celular (MTT)

A avaliacdo da viabilidade celular pelo método do MTT (Saberzadeh, 2016).
Foram colocados 50 pL da amostra 2, 20 uL de MTT (Img/mL) e 130 pL de tampéao
TFK-salina (100mM TFK, pH 7,4; 0,9% NaCl) em um tubo de ensaio e incubados por
30 minutos em banho termostatico a 37°C. Apds esse tempo, foram adicionados 200
puL de DMSO as amostras e incubado novamente em banho termostatico a 37°C por

30 minutos. As amostras foram retiradas do banho termostatico, foram adicionados
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200 pL de SDS 8,1% e centrifugadas a 2000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi
mensurado espectrofotometricamente a 630 e 545nm em uma placa de 96 pocos. As
meédias foram calculadas pela diferenca entre as leituras e corrigidas pela dosagem

de proteina e expressos em percentual de controle.

9.4 Andlise estatistica

Para a analise estatistica foi realizada analise de variancia (ANOVA) de duas
vias seguida pelo post hoc de Tukey quando apropriado. Os dados estdo expressos
em média e desvio padrdo a diferenca entre elas foram consideradas significativas

guando p<0,05.
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10 RESULTADOS

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo diéria dos tratamentos mostram que
a exposicao ao Al provoca aumento significativo (p<0,05) da mortalidade das moscas
expostas quando comparadas ao controle. Os dados mostram que o tratamento com
o0 acido siringico foi capaz de proteger significativamente (p<0,05) as moscas expostas
ao Al do aumento de mortalidade quando comparado ao grupo que apenas foi exposto
ao Al. Além disso, as moscas tratadas com acido siringico apresentaram mortalidade
ligeiramente menor que o grupo controle, porém, sem alteracfes estatisticamente

significativas (Figura 6).
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Figura 6. Mortalidade durante 10 dias de tratamento em D. melanogaster. Os dados foram analisados
por ANOVA de duas vias seguido por post hoc de Tukey. p<0,05 e expressos em média + desvio
padréo. *Significativo comparado ao grupo controle; #Significativo comparado ao grupo aluminio.

Os dados obtidos a partir da analise do teste de geotaxia negativa, que avalia
a atividade locomotora das moscas através da sua capacidade de escalada, mostram
gque a exposicdo ao Al reduz significativamente (p<0,05) a habilidade das moscas
expostas quando comparado ao controle. O tratamento com o &cido siringico protegeu
significativamente (p<0.05) o dano locomotor causado pelo Al (Figura 7).
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Figura 7. Geotaxia negativa de D. melanogaster tratadas com &cido siringico e expostas ao aluminio.
Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias seguido por post hoc de Tukey. p<0,05 e
expressos em média + desvio padrdo. *Significativo comparado ao grupo controle; #Significativo
comparado ao grupo aluminio.

Da mesma forma, a exposicdo ao Al afeta significativamente (p<0,05) o
comportamento das moscas no teste de open field (campo aberto), que avalia a
atividade locomotora sobre um campo quadriculado com dimensdes conhecidas.

Nesse teste, ndo houve interagdo significativa entre os tratamentos. (Figura 8).
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Figura 8. Open field de D. melanogaster tratadas com acido siringico e expostas ao aluminio. Os dados
foram analisados por ANOVA de duas vias seguido por post hoc de Tukey. p<0,05 e expressos em
média + desvio padréo. *Significativo comparado ao grupo controle.
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Os resultados da dosagem dos niveis de TBARS, que avalia os produtos da
peroxidacdo lipidica, apresentam uma forte interacdo estatisticamente significativa
entre os tratamentos (p<0,05) com uma protecéo pelo acido siringico ao aumento no
TBARS, causado pelo Al (Figura 9).
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Figura 9. Altera¢cBes dos niveis de TBARS na cabeca (A) e no corpo (B) de D. melanogaster tratadas
com Aacido siringico e expostas ao aluminio. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias
seguido por post hoc de Tukey. p<0,05 e expressos em média + desvio padrdo. *Significativo
comparado ao grupo controle; #Significativo comparado ao grupo aluminio.

Os resultados da avaliagdo dos grupos SH mostram que a exposi¢cdo ao Al
reduziu significativamente (p<0,05) os niveis de SH nao-protéico e SH total nas
regides da cabeca e do corpo das moscas tratadas (Figuras 10 e 11). Por sua vez, o
tratamento com acido siringico se mostrou capaz de prevenir significativamente
(p<0,05) a reducéo dos niveis de SH nao-protéico na regido do corpo (Figura 10B).
Apesar de apresentar uma tendéncia ao aumento dos niveis de SH n&o-protéico e SH

total na regido da cabeca, os dados nao foram estatisticamente significativos. Além
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do mais, as moscas tratadas com acido siringico apresentaram niveis de SH total

significativamente (p<0,05) na regiédo do corpo (Figura 11B).
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Figura 10. Alteracdes dos niveis de SH n&o-protéico na cabeca (A) e no corpo (B) de D. melanogaster
tratadas com acido siringico e expostas ao aluminio. Os dados foram analisados por ANOVA de duas
vias seguido por post hoc de Tukey. p<0,05 e expressos em média + desvio padrdo. *Significativo
comparado ao grupo controle; #Significativo comparado ao grupo aluminio.
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Figura 11. Alteracdes dos niveis de SH total na cabeca (A) e no corpo (B) de D. melanogaster tratadas
com &cido siringico e expostas ao aluminio. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias
seguido por post hoc de Tukey. p<0,05 e expressos em média + desvio padrdo. *Significativo
comparado ao grupo controle; #Significativo comparado ao grupo aluminio.
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Os resultados da avaliacdo da atividade enzimatica da catalase mostram uma
forte interacdo, estatisticamente significativa (p<0,05) entre os tratamentos, com o
aumento da atividade da catalase no grupo tratado com acido siringico na regido da

cabeca (Figura 12).
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Figura 12. Alteracdes da atividade enzimética da catalase na cabeca (A) e no corpo (B) de D.
melanogaster tratadas com acido siringico e expostas ao aluminio. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido por post hoc de Tukey. p<0,05 e expressos em média + desvio padrao.
*Significativo comparado ao grupo controle; #Significativo comparado ao grupo aluminio.
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N&o houve interacdo significativa na atividade da SOD nos grupos tratados
tanto na cabeca quanto no corpo das moscas (Figura 13).
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Figura 13. Atividade enzimética da superdxido dismutase na cabeca (A) e no corpo (B) de D.
melanogaster tratadas com &cido siringico e expostas ao aluminio. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido por post hoc de Tukey e expressos em média + desvio padrdo.
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Na avaliacdo da atividade enzimatica da acetilcolinesterase, os resultados
mostram que a exposi¢cao ao Al reduz significativamente (p<0,05) a atividade desta
enzima na regido da cabeca. Mais uma vez, o tratamento com &cido siringico foi capaz
de proteger significativamente a reducdo da atividade enzimatica (p<0,05). Para os
resultados referentes a regido do corpo ndo houve alteracdes significativas (Figura
14).
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Figura 14. Alteracdes da atividade enzimética da acetilcolinesterase na cabeca (A) e no corpo (B) de
D. melanogaster tratadas com acido siringico e expostas ao aluminio. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido por post hoc de Tukey. p<0,05 e expressos em média + desvio padrao.
*Significativo comparado ao grupo controle; #Significativo comparado ao grupo aluminio.
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Os resultados obtidos para o ensaio de MTT, que avalia a viabilidade celular,
mostram que a exposi¢éo ao Al reduz significativamente (p<0,05) a viabilidade celular
na regido da cabeca e que o tratamento com &cido siringico foi capaz de proteger
significativamente (p<0,05) esse efeito. N&o foram encontrados resultados

significativos para a regido do corpo (Figuras 15).
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Figura 15. Avaliacdo da viabilidade celular pelo ensaio de MTT na cabeca (A) e no corpo (B) de D.
melanogaster tratadas com &cido siringico e expostas ao aluminio. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias seguido por post hoc de Tukey. p<0,05 e expressos em média + desvio padréo.
*Significativo comparado ao grupo controle; #Significativo comparado ao grupo aluminio.
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11 DISCUSSAO

Os resultados apresentados nesse estudo mostram que o Al aumenta a
mortalidade em D. melanogaster, além de reduzir sua atividade locomotora.
Associado a isso, 0s parametros bioguimicos de estresse oxidativo se mostram
alterados, com altos niveis de peroxidacéo lipidica e reducéo dos niveis de tidis nas
regides da cabeca e do corpo das moscas. A exposicdo ao Al também alterou
atividades enzimaticas, reduziu a atividade da catalase nas regides da cabeca e do
corpo e da acetilcolinesterase na regido da cabeca. Além disso, reduziu a viabilidade
celular também na regido da cabeca. Por sua vez, o tratamento com &cido siringico
protegeu as moscas dos efeitos toxicos causados pelo Al, reduzindo a mortalidade e
os danos locomotores. Também reduziu a peroxidacao lipidica nas regides da cabeca
e do corpo e protegeu contra a deplecdo dos grupos tidis na regido do corpo. Além
disso, evitou que a atividade da catalase e da acetilcolinesterase fosse reduzida na
regido da cabeca, assim como protegeu da reducdo da viabilidade celular nessa
regido. Resumidamente, os resultados encontrados aqui podem ser visualizados, na

forma esquemaética, na Figura 16.
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Figura 16. Figura esquematica representando o resumo dos resultados obtidos.
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Ha um consenso geral de que o Al provoca efeitos neurotdxicos, no entanto, 0s
mecanismos pelos quais exerce tais efeitos ainda séo controversos. Neste estudo,
observamos que a exposicdo ao Al aumentou a mortalidade e reduziu a atividade
locomotora das moscas tratadas. Similarmente, em um dos poucos estudos que
utilizam a D. melanogaster como modelo para a avaliacdo de neurotoxicidade do Al,
Wu (2012) descreveu que a exposicao ao Al reduziu consideravelmente a longevidade
das moscas e a sua habilidade de escalada em uma concentracdo média (5 mM)
enguanto uma dose menor (2 mM) ndo apresentou alteracdes nesses parametros. O
autor sugere que a toxicidade do Al se da através da geracao de EROs e desregulacao
homeostatica do ferro, criando assim um ambiente altamente oxidativo. Kijak (2014)
defende em seu estudo o uso da D. melanogaster como modelo para avaliar a
toxicidade do Al e sua relacdo com o envelhecimento. Ao expor moscas de diversas
idades a diferentes doses de Al, demonstrou que os efeitos apresentados sao
dependentes da idade, onde animais mais jovens apresentaram hiperatividade e
animais mais velhos apresentaram declinio locomotor e alteracdo de seus ciclos
diarios. Além disso, demonstrou que o Al se acumula nos tecidos na razdo da dose
administrada. Outros modelos animais apresentam resultados semelhantes.
Chamallamudi (2015), ao expor ratos Winstar ao Al por 60 dias (176mg/kg via oral),
observou que os animais apresentaram alteracées comportamentais acompanhada
de danos cognitivos e disfuncbes bioguimicas nas regiées do hipocampo e cortex
cerebral. Ha diversos trabalhos que demonstram que a exposi¢cao ao Al causa déficits
locomotores e cognitivos (Colomina, 2002).

No presente trabalho, a exposi¢cdo ao Al aumentou os niveis de peroxidacao
lipidica tanto na cabeca quanto no corpo das moscas. Grande parte dos trabalhos
envolvendo a toxicidade do Al encontrada na literatura indicam a presenca da
peroxidacao lipidica. Lakshmi (2015) ao expor ratos a 100mg/kg por 21 dias, observou
0 aumento da peroxidacao lipidica e o uso de antioxidantes ja estabelecidos reduziram
estes niveis. Semelhantemente, Khafaga (2017) utilizando a mesma dose de
100mg/kg/dia durante 8 semanas em ratos observou o aumento da peroxidacao
lipidica no cérebro desses animais.

Ha consenso em dizer que a peroxidacao lipidica é uma das principais causas
do dano oxidativo e é utilizada como marcador da toxicidade do Al (Zakaria, 2017). Os
efeitos toxicos do Al no cérebro de mamiferos primeiramente afetam a membrana

celular dos neurdnios, que resulta na perda da fluidez e aumento da permeabilidade,
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levando o neur6nio a perda do potencial de membrana (Nalagoni, 2016). O aumento
da peroxidacao lipidica na cabeca das moscas pode estar associado a dano oxidativo
e perda neuronal induzidos pela toxicidade do Al.

Quanto aos resultados das enzimas antioxidantes SOD e catalase nossos
resultados mostram que ndo houveram alteracbes na atividade da SOD, no entanto,
a atividade da catalase se mostrou significativamente reduzida no corpo e na cabeca
das moscas. Em um estudo muito semelhante ao nosso Wu (2012) ao expor D.
melanogaster a 5mM de cloreto de Al observou que ha alteragc6es na atividade na
atividade da catalase, mas ndo da SOD. Da mesma forma, varios estudos mostram a
reducdo da atividade da catalase apds a exposicdo ao Al (Chamallamud, 2015;
Eldemerdashi, 2004; Nalagoni, 2016).

As enzimas superoxido dismutase e catalase sdo os principais bloqueadores
das espécies reativas geradas por agentes toxicos (Nalagoni, 2016). Nossos
resultados ndo mostram altera¢des na SOD, que é a enzima que faz a primeira linha
de defesa antioxidante da célula, dismutando o radical superéxido em peroxido de
hidrogénio e oxigénio. No entanto, vimos a reducdo significativa da atividade da
catalase, enzima que degrada o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio, na
cabeca e no corpo das moscas expostas ao Al. Wu (2012) afirma em seu estudo que
embora o Al provoque a producédo superdxido, os danos primarios causados ndo sao
causados por esse radical. De acordo com seus resultados, o aumento da expressao
da catalase, sem alterac6es na SOD1 e/ou SOD2, é capaz de suprimir a toxicidade
induzida pelo Al. Este autor teoriza, com base em seus resultados, que o Al interage
com a cadeia transportadora de elétrons mitocondrial gerando o radical superoxido,
gue é dismutado pela SOD a peréxido de hidrogénio. Por sua vez, o peroxido de
hidrogénio, juntamente com o radical hidroxil, interage com o ferro gerando mais
radicais a partir da reacdo de Fenton, formando um ciclo, levando ao aumento de
espécies reativas e acumulo de ferro, que reagem novamente, criando um ambiente

altamente oxidante e levando a dano oxidativo (Figura 17).



45

02: -0\* o----\l
Q :
Ay 3V et

Figura 17. Modelo descrito por Wu (2012) para explicar a formacao ciclica de espécies reativas geradas
pela toxicidade do aluminio.

A exposicao ao Al também reduziu os niveis de glutationa reduzida (GSH) néo
proteica no corpo das moscas tratadas. Eldermedash (2004) demonstrou em seu
estudo com ratos que a exposi¢do ao Al reduz os niveis de grupos SH no plasma e
em amostras de figado, rins e cérebro dos animais tratados e que o uso de
antioxidantes (vitamina E e selénio) evitam essa reducdo, decorrente do dano
oxidativo. A glutationa reduzida é a defesa antioxidante ndo enzimética mais
abundante na célula e esta diretamente envolvida na neutralizacdo de radicais livres
ou servindo como substrato para a enzima glutationa peroxidase, que catalisa a
detoxificacdo do peréxido de hidrogénio (Kumar, 2011). Tendo em vista que a reducao
de GSH no corpo das moscas ocorre paralelamente a reducédo da catalase e aumento
da peroxidacdo lipidica, podemos sugerir que estes eventos estdo intimamente
relacionados, pois as defesas antioxidantes se mostram reduzidas permitindo assim
a oxidacdo das membranas pelas espécies reativas. Outro resultado importante
correlacionado a estes eventos € de que o pré-tratamento com acido siringico reduziu
os niveis de TBARS e aumentou os de SH na regido do corpo, sem prevenir a reducao
da catalase. Assim, podemos inferir que o &cido siringico, por sua a¢édo antioxidante,
protegeu a deplecéo dos niveis de SH, a assim protegeu contra a peroxidacgao lipidica,
apesar da atividade da catalase.

Os resultados para a avaliacgdo da AChE mostram sua atividade reduzida na
cabeca das moscas. Yellama (2010) demonstrou em seu estudo com ratos que a

administrac@o oral de Al afeta o sistema colinérgico em diversas regides do cérebro
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associado a distarbios comportamentais, com reduzida atividade locomotora.
Resultados semelhantes foram encontrados em outros diversos estudos
independentemente da forma de administracdo (Chamallamudi, 2015). A AChE é
sugerida como um marcador sensivel para a toxicidade de xenobioticos e metais
(Frasco, 2005).

Ha um grande corpo de evidéncias que demonstram que a atividade colinérgica
€ necessaria para aquisicao e recuperacao de varias habilidades de aprendizagem.
Muitos trabalhos reforcam que a disfungéo colinérgica no sistema nervoso central esta
correlacionada com desempenho prejudicado em vérias tarefas cognitivas, enquanto
a melhora no desempenho e associado ao aumento da funcdo colinérgica. Estudos
anteriores mostram que diferentes formas de exposicdo ao Al causam reducédo
acentuada da atividade da AChE e detrimento de funcdes cognitivas em ratos
(Sharma, 2013).

A AChE é responsavel pela hidrélise da acetilcolina e sua funcao é vital para o
desempenho de funcdes cognitivas. Sua atividade € influenciada por alteracdes na
membrana lipidica, o que a torna vulneravel ao estresse oxidativo (Xu, 2017). Estudos
demonstram que a reducao da catalase por acdo toxica de metais induzem alteracfes
de potencial de membrana na célula e que esta pode ser a razdo pela qual a atividade
da AChE se apresenta reduzida nestes casos (Ani, 2006). Segundo Borai (2017) o Al
além de colinotéxico provoca alteracdes funcionais nos sistemas colinérgico,
dopaminérgico e noradrenérgico.

Nossos resultados mostram a reducdo na viabilidade celular na regido da
cabeca das moscas expostas ao Al. Estudos conduzidos in vitro com células
neuronais mostram que a exposicao do aluminio reduz a viabilidade celular devido ao
dano oxidativo resultante do aumento de EROs. Além disso, mostram a correlagéo
entre a agregacao proteica, similar a que ocorre em doencas neurodegenerativas, e a
toxicidade induzida pelo Al nesse tipo celular (Saberzadeh 2016a; 2016b). Outros
trabalhos in vitro apresentam resultados semelhantes para a toxicidade do Al em
osteoblastos (Zhu, 2016b) e células epiteliais do intestino (Djouina, 2016),
demonstrando que a toxicidade do Al via estresse oxidativo acontece da mesma forma
nos demais tecidos. Trabalhos in vivo utilizando reconhecidos agentes neurotoxicos
como rotenona (Sudati, 2013, Araujo, 2015) mostram que h& a reducao da viabilidade
celular via estresse oxidativo e que o tratamento com agentes antioxidantes se mostra

eficiente em reduzir este tipo de dano oxidativo em moscas.
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O acido siringico é um flavondéide de ocorréncia natural e tem sido associado a
efeitos antioxidante, anti-inflamatério e hepatoprotetor, além de apresentar efeitos
neuroprotetores causados por MPTP (Itoh, 2009; 2010; Karthik, 2014; Rekha, 2014).
No entanto, sdo raros os estudos que exploram os efeitos benéficos deste flavonoide.

Nossos dados mostram que o tratamento com &cido siringico é eficaz contra os
efeitos toxicos causados pela exposi¢do ao Al. Além disso, a melhora significativa nas
avaliacbes de mortalidade, atividade locomotora e a melhora em parametros de
estresse oxidativo e atividade de enzimas catalase e AChE na regido da cabeca,
indicam que seus efeitos podem ser neuroprotetores.

Em um estudo utilizando outro composto fendlico, o resveratrol, Nalagoni
(2016) mostra seus efeitos neuroprotetores em ratos tratados com Al, reduzindo a
peroxidacao lipidica e restaurando a atividade da catalase e da SOD. Tais resultados
sdo atribuidos ao papel antioxidante desempenhado pelo resveratrol na inibicdo de
radicais livres. Sharma (2013) realizando um pré-tratamento com quercetina em ratos
gue foram posteriormente expostos ao Al, demonstrou que o pré-tratamento com este
polifenol reduziu o estresse oxidativo, a formacao de EROs, a peroxidacao lipidica,
assim como aumentou 0s niveis de glutationa e protegeu contra a reducdo da
atividade da AChE, além de melhorar a atividade locomotora e reduzir o acimulo de
Al no cérebro, demonstrando poderosa a¢cédo neuroprotetora.

Ja é bem documentado na literatura que compostos fendlicos exercem acao
neuroprotetora, agindo contra neurotoxinas, inflamacédo e promovendo a melhora da
mem©éria e danos cognitivos e locomotores (Vauzour, 2008). Tendo em vista os efeitos
toxicos do Al e a necessidade de alternativas terapéuticas, o acido siringico se mostra
promissor candidato, tendo em vista sua capacidade antioxidante ja relatada na

literatura e os resultados aqui apresentados.
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12 CONCLUSOES

Como apresentado, o0 4cido siringico mostrou significativo efeito protetor contra:

- O aumento da mortalidade causada pela exposi¢ao ao Al,

- A perda da atividade locomotora - no teste de geotaxia negativa - no grupo
tratado com Al;

- O aumento da peroxidacao lipidica tanto na cabec¢a quanto no corpo das
moscas e nhiveis de grupos —SH das moscas tratadas,

- A reducdo da atividade da enzima catalase, tanto na regido da cabeca quanto
na regido do corpo, das moscas tratadas;

- A reducédo da atividade a enzima AChE na regido da cabeca de moscas
tratadas com Al,

- A reducdo da viabilidade celular na regido da cabeca das moscas expostas
ao Al.

O conjunto de resultados demonstram o efeito protetor do acido siringico frente
aos danos causados em D. melanogaster expostas ao Al, principalmente na regido da
cabeca, sugerindo atuacdo neuroprotetora deste acido fendlico. No entanto, mais
investigacdes sdo necessarias para compreender tanto 0s mecanismos de toxicidade

do Al, quanto a acao protetora do acido siringico.
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13 PERSPECTIVAS

Para a continuidade do trabalho, pretende-se realizar mais testes que nos
levem a uma melhor compreensédo dos mecanismos de acao da toxicidade do Al e o
efeito protetor do acido siringico. Dentre os quais destacam-se:

- Dosagem de Al nas moscas expostas e tratadas com &cido siringico, por
absorcéo atomica,

- Dosagem de dopamina na cabeca das moscas, por CLAE;

- Dosar a expressao e quantificagdo das enzimas CAT, SOD e AChE, por RT-
PCR e western blot, respectivamente,

- Avaliar se ha perda de neurbnios dopaminérgicos utilizando linhagens

mutantes.
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