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Resumo:

Os flavonoides sdo compostos naturais presentes em diversos tipos de plantas, sendo que os compostos hesperidina (Hsd) e
hesperitina (Hst) sdo flavonoides encontrados principalmente em frutas citricas como a laranja e o lim&o. Possuem
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, anticancerigenas, antivirais, hipolipidémica, entre outras. A mosca da fruta
Drosophila melanogaster (D. melanogaster) € um modelo bem utilizado em estudos envolvendo distirbios cerebrais, como a
doenca de Parkinson, Alzheimer e Huntington. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos comportamentais e bioquimicos
associados a exposicdo ora de D. melanogaster a diferentes concentragdes dos flavonoides Hsd e Hst. As concentracdes
avaliadas de hesperidina e hesperitina foram 1, 10, 25, 50 e 100 M, expostas na dieta das moscas por 10 dias. Apds o periodo
experimental foram avaliadas a sobrevivéncia, a atividade locomotora e a atividade da acetilcolinesterase (AchE). A
exposi¢do das moscas aos compostos Hsd e Hst nas concentragfes de 0, 1, 10, 25, 50 e 100 uM, ndo apresentou diferenca
significativa em relacdo a sobrevivéncia, quando comparadas ao grupo controle. No teste de avaliagdo da atividade motora das
moscas pelo teste de geotaxia negativa somente na maior concentracdo de hesperidina, causou um déficit locomotor e no teste
de campo aberto ndo apresentou diferenca significativa entre as diferentes concentracfes dos dois flavonoides em relagéo ao
grupo controle. Na atividade da AchE na cabega e no corpo, apenas a Hsd na maior concentragcdo apresentou uma inibicdo na
atividade da AchE em relagcdo ao grupo controle. Com o presente estudo podemos concluir que os flavonoides hesperidina e
hesperitina ndo apresentaram alteracfes nos parémetros avaliados, podendo serem utilizados em estudos posteriores usando
um modelo como a mosca da fruta D. melanogaster.
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AVALIACAO COMPORTAMENTAL E BIOQUIMICA EM Drosophila
melanogaster EXPOSTAS AOS FLAVONOIDES HESPERIDINA E HESPERITINA

1. INTRODUCAO

Um ndmero crescente de estudos tem sugerido que uma dieta com ingestao
ou suplementacao de produtos naturais podem prevenir e/ou atrasar o aparecimento
de disturbios neurodegenerativos (Hwang et al., 2012; Solanki et al.,, 2015). A
hesperidina, € um flavonoide encontrado em frutas citricas como limdes e laranjas,
que possui propriedades antioxidantes, anticancerigenas, anti-hipertensivas,
antivirais e antiinflamatoérias (Garg et al., 2001; Parhiz et al., 2015). A hesperidina
apresenta ainda, a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica (Youdim
et al., 2003) e proteger os neurbnios contra varios tipos de danos associados a
doencas neurodegenerativas incluindo a doenca de Alzheimer e Parkinson (Antunes
et al.,, 2014; Roohbakhsh et al., 2015). Apds a ingestdo da hesperidina, esta é
hidrolisada e absorvida em sua forma aglicona (hesperetina) para poder ser
absorvida pelo trato gastrointestinal (Nielsen et al., 2006). Portanto, a hesperidina
(Hsd) e sua aglicona hesperitina (Hst) sdo candidatos para intervengdo de doencgas
neurodegenerativas. No entanto, os mecanismos subjacentes relacionados ao papel
neuroprotetor destes flavonoides ainda precisam ser melhores estudados (Chang et
al., 2015; Kiasalari et al., 2016).

A mosca da fruta Drosophila melanogaster (D. melanogaster) € um modelo
bem utilizado em estudos envolvendo disturbios cerebrais, como a doencga de
Parkinson, Alzheimer e Huntington. (Mackay & Anholt, 2006). A vantagem de
estudar transtornos neurocomportamentais em Drosophila é a presenca de genes
que sao semelhantes aos genes humanos para as fungdées normais cognitivas (Inlow
& Restifo, 2004; Restifo, 2005). A mosca apresenta comportamentos complexos
relevantes para os seres humanos, como aprendizagem e memoria (Tully et al.,
1994). Diante do exposto, o objetivo do estudo foi avaliar os efeitos comportamentais
e bioquimicos associados a exposicao oral de Drosophila melanogaster a diferentes
concentragdes dos flavonoides hesperidina e hesperitina.

2. METODOLOGIA
Desenho experimental

Apdbs a eclosao de moscas expostas a dieta padrdo, moscas de ambos 0s
sexos com 3 a 4 dias foram separadas em grupos de 50 moscas cada. As
concentracoes finais avaliadas de hesperidina e hesperitina foram 1, 10, 25, 50 e
100 uM expostas na dieta das moscas contendo agucar, agar, leite em po e nipagin
como controle fungico, por um periodo de 10 dias. Apés o periodo experimental
foram avaliadas sobrevivéncia, a atividade locomotora e a atividade da AchE.

Sobrevivéncia e atividade locomotora

A taxa de sobrevivéncia das D. melanogaster foi avaliada por uma contagem
diaria da quantidade do numero de moscas vivas em relagdo ao numero total das



moscas até ao final do periodo experimental (10 dias). A atividade locomotora das
moscas foram avaliadas através de dois testes, o0 ensaio de geotaxia negativa foi
determinada de acordo com Jimenez Del-Rio et al., (2010) e o teste de campo
aberto conforme descrito por (Hirth, 2010).

Atividade acetilcolinesterase (AchE) e determinacao de proteina

A atividade de AChE foi determinada de acordo com o método de Ellmann
(1961), sendo expressa em nmol de proteina / mg / min. A determinacao de proteina
foi medida pelo método de Bradford (1976) utilizando albumina de soro bovino como
padrdo. A andlise estatistica utilizada foi analise de varidncia ANOVA de uma via
seguida pelo teste post hoc de Newman Keuls. Foram consideradas significativas as
diferengas entre os grupos quando p<0,05, utilizando o programa Graph Pad Prism5.
Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

A exposicao das moscas aos compostos Hsd e Hst nas concentragdes de 1,
10, 25, 50 e 100 pM, nado apresentou diferenga significativa em relagdo a
sobrevivéncia, quando comparadas ao grupo controle. Comparando as
concentragdes, todas demonstraram aproximadamente o mesmo indice de
sobrevivéncia apds o periodo experimental, conforme demonstrado na figura 1. Na
avaliacdo do comportamento pelo teste de escalada geotaxia negativa para as
moscas expostas aos compostos (figura 2 A), mostrou que apenas o composto
hesperidina na maior concentragdo apresentou diferenga significativa em relacado ao
controle. De acordo com a figura 2 B, que representa a mobilidade das moscas
através do teste locomotor de campo aberto, nenhuma concentracao dos compostos
Hsd e Hst apresentou diferenca estatisticamente significativa quando comparados
ao grupo controle. Logo, constata-se que os compostos ndo causaram nenhuma
alteracao na mobilidade das moscas tratadas. Com relacao a atividade da enzima
AChE, tanto na cabeca quanto no corpo das moscas a concentragdo de 100 uM de
Hsd apresentou diferenca significativa em relagdo ao grupo controle, conforme
demonstrado na figura 3 (A e B).

Hsd e Hst possuem um significativo potencial como agente terapéutico em
doencas e disturbios (Garg et al., 2001). Esses flavonoides de espécies citricas
apresentam varias propriedades biolégicas (Roohbakhsh et al., 2015). No entanto,
um grande numero de estudos foram publicados desde entdo descrevendo as suas
novas atividades farmacolégicas e mecanismos de acao. Por exemplo, os efeitos de
Hsd no sistema nervoso central tem sido um tema de pesquisa durante a ultima
década, no entanto outros estudos precisam ser avaliados (Filho et al., 2013; Souza
et al., 2014). Apos a avaliagdo da curva de concentracdo dos compostos Hsd e Hst,
demonstrou que podem ser utilizados em outros modelos como a D. melanogaster,
sendo que recomendado até a concentracédo de 50 uM. Um composto como objetivo
de ser utilizado com fins terapéuticos deve ter sua agao e nivel toxicos previamente
avaliados em diferentes modelos animais, como por exemplo a mosca da fruta D.
melanogaster a fim de se comprovar cientificamente, os critérios de seguranca.
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Figura 1: Efeito dos flavonoides hesperidina e hesperitina na sobrevivéncia de D.
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Figura 2: Efeito dos flavonoides hesperidina e hesperitina em D. melanogaster. (A)
Teste geotaxia negativa e (B) teste de campo aberto. Os valores s&do média + desvio

padrao (n = 20 moscas, quatro tratamentos foram realizados). A significancia foi
determinda pela analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de
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Figura 3: Efeito dos flavonoides hesperidina e hesperitina em D. melanogaster. (A)
Atividade da Acetilcolinesterase na cabeca e (B) Atividade da Acetilcolinesterase no
corpo.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Com o presente estudo podemos concluir que os flavonoides hesperidina e
hesperitina ndo apresentaram alteragdes nos parametros avaliados, podendo serem
utilizados em estudos posteriores usando um modelo como a mosca da fruta
Drosophila melanogaster.
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