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Resumo:



O uso de agroquimicos tem crescido muito, considerado o método mais eficiente para combate de organismos-praga na
agricultura. O uso indiscriminado destes produtos pode levar a efeitos nocivos a natureza e a salide humana, com aumento da
incidéncia de doengas neurodegenerativas. Assim, a pesquisa por compostos que atuem na prevencdo, tratamento de
disturbios associados & intoxicagdo por agroquimicos torna-se relevante. Croton campestris A. St.-Hil (pop. "velame do
campo") € uma espécie da familia Euphorbiaceae de uso medicinal. E uma planta nativa do Bioma Cerrado, encontrado
principalmente nas regifes Sudeste e Nordeste do Brasil. Drosophila melanogaster, (pop. ‘’'mosca da fruta’), apresenta
caracteristicas que a tornam um modelo alternativo excelente para estudos toxicol 6gicos. Dentre estas, seu pequeno tamanho,
ciclo de vida curto, facil manipulacdo, tamanho reduzido, e similaridade de genes envolvidos com doencas em mamiferos.
Trabalhos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa mostraram um efeito protetor da Fragdo metandlica de Croton
campestris (FMCC) sob toxicidade do agroquimico clorpirifés, em D. melanogaster. Com isso, 0 objetivo do presente trabalho
€ avaliar uma possivel alteragdo da atividade de enzimas antioxidantes e acetilcolinesterase frente a co-exposicdo de D.
melanogaster com a (FMCC) e o inseticida Clorpirifés. A andlise do perfil fitoquimico (FMCC) foi realizada por HPLC-
DAD, para a presenca de diferentes compostos. No modelo de exposi¢do, moscas fémeas da espécie D. melanogaster (1-4
dias) foram divididas em 4 grupos de 40 moscas por grupo em triplicata: controle (sacarose 1% pipetada em algoddo), FMCC
(0,2 mg/ml dissolvida em sacarose 1% pipetada sobre algoddo), CP (0,25 ppm em sacarose 1%) e CP + FMCC por 48 horas.
Apbs término do periodo de exposicdo foi realizado a atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), glutationa-S-
transferase (GST) e Actilcolinesterase (AChE) por ensaios espectrofotométricos. O perfil cromatografico da FMCC revelou a
presenca de é&cidos gélico, clorogénico e caféico, catequinas, rutina, quercetina, quercetrina, campferol. Os compostos
majoritarios foram a quercetina, acido caféico,e &cido clorogénico. No presente estudo, o tratamento com clorpirifds
aumentou a atividade da enzima SOD. Este dado pode indicar um possivel aumento de espécies reativas, entre estas o radical
Superéxido (02°-) pelo CP. O co-tratamento de CP + FMCC impediu a inducdo da atividade da SOD causada pelo CP
indicando uma agdo antioxidante do composto. Somente o co-tratamento de CP e FMCC estimulou a atividade de GST em
relacdo ao controle. A atividade da enzima Acetilcolinesterase foi inibida significativamente pelo CP. Esta inibicdo néo
ocorreu ha presenca da fracdo metandlica. A inibicdo da enzima Acetilcolinesterase no grupo CP esta relacionada ao potencial
anticolinesterasico dos organofosforados impedindo a hidrdlise da acetilcolina, neurotransmissor encontrado no sistema
nervoso. Exposicdo a estes compostos tém sido relacionada ao surgimento de doencas neurodegenerativas como Alzheimer e
Parkinson. Os dados obtidos sinalizam para uma acdo terapéutica da planta frente ao danos neuroldgicos causados pelos
organofosforados. Contudo, nossos dados demonstram o efeito antioxidante in vivo da FMCC e seu potencial em impedir a
inibicdo da atividade acetilcolinesterase pelo organofosforado CP.
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ATIVIDADE DE ENZIMAS ANTIOXIDANTES E ACETILCOLINESTERASE PELA
FRACAO METANOLICA DE Croton campestris EM Drosophila melanogaster

1. INTRODUCAO

A agricultura brasileira sofreu um processo de expansdo e aumento da
produtividade nas ultimas décadas trazendo por um lado, beneficios, como o
aumento na demanda de produtos agricolas e adocao de tecnologias modernas
visando produtividade em massa e geracdo de renda (BONELLI, 2001). Por outro
lado, a expansdao da agricultura estd associada ao uso de agroquimicos,
considerado o método mais eficiente para combate de organismos-praga na
agricultura. O uso constante destes produtos pode levar a efeitos nocivos a natureza
e a saude humana, com aumento da incidéncia de doencas neurodegenerativas
(JARDIM et al., 2009). Segundo a OMS (1990) é estimado que ocorram no mundo
cerca de trés milhdes de intoxicagdes agudas por agroquimicos com 220 mil mortes
por ano (SOARES, 2010). Neste sentido, a pesquisa por compostos que atuem na
prevencao e tratamento de disturbios associados a intoxicacdo por agroquimicos
torna-se relevante.

Croton campestris A. St.-Hil (pop. “velame do campo”) é uma espécie da
familia Euphorbiaceae de uso medicinal. E uma planta nativa do Bioma Cerrado,
sendo um arbusto de 1-2 metros de altura, sendo encontrado principalmente nas
regides Sudeste e Nordeste do Brasil (SANTOS; SCHRIPSEMA; KUSTER, 2005).

Drosophila melanogaster, conhecida como a mosca da fruta, apresenta uma
série de caracteristicas que a tornam um modelo alternativo excelente para estudos
toxicolégicos. Dentre estas, incluem-se seu pequeno tamanho, ciclo de vida curto,
facil manipulacdo, tamanho reduzido, dimorfismo sexual, e similaridade de genes
envolvidos com doengas em mamiferos (PANDEY; NICHOLS, 2011)( PAULA et al.,
2012).

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo, a fim de investigar o efeito
protetor da fracdo metandlica de Croton campestris frente ao dano causado pela
exposicdo ao agroquimicos foi observado uma protecdo frente a diminuicdo da
sobrevivéncia causada pelo organofosforado Clorpirifés (CP) e restauracao do déficit
locomotor em D. melanogaster quando expostas CP). A partir destes resultados,
demos continuidade ao estudo e avaliamos uma possivel alteracdo da atividade de
enzimas antioxidantes e acetilcolinesterase frente a co-exposicdo de D.
melanogaster com a Fragdo Metandlica de Croton campestris (FMCC) e o inseticida
organofosforado CP.

2. METODOLOGIA

As plantas foram coletadas na Chapada do Araripe, CE em colaboracdo com
pesquisadores da URCA. A preparacao da fracdo metandlica do extrato foi realizada
de acordo com (MATOS, 1997). A analise do perfil fitoquimico da fracdo metandlica
das folhas de Croton campestris (FMCC) foi realizada por HPLC-DAD, para a
presenca de diferentes compostos tendo como referéncia o tempo de retencao de
padrées comerciais. No modelo de exposicdo, moscas fémeas da espécie
Drosophila melanogaster (1-4 dias) foram divididas em 4 grupos de 40 moscas por



grupo em triplicata: controle (sacarose 1% pipetada em algodao), FMCC (0,1 mg/ml
dissolvida em sacarose 1% -pipetada sobre algodao), CP (0,25 ppm em sacarose
1%) e CP + FMCC por 48 horas. Apos término do periodo de exposicao, grupos de
20 moscas foram homogeneizadas em 1 mL de Hepes 20 mM, pH 7,0, e
centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para medicao da atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), glutationa-S-transferase (GST) e Acetilcolinesterase
(AChE) por ensaios espectrofotométricos conforme protocolos descritos por Kostyuk
and Potapovich (1989), Jakoby and Habig (1981) e Ellman et al. (1961)
respectivamente. Analise estatistica foi realizada através do teste Anova de uma via
seguida pelo teste de Tukey ou Newman-keuls, diferencas entre grupos foram
consideradas significativas quanto p<0,05.

3. RESULTADOS e DISCUSSAO

O perfil cromatografico da FMCC revelou a presenga de &cidos galico,
clorogénico e caféico, catequinas, rutina, quercetina, quercetrina, campferol. Os
compostos majoritarios foram a quercetina (30,29 mg/g), acido caféico (27,64 mg/q)
e 4cido clorogénico (19,25 mg/qg).

Em estudos ja realizados, foi observado uma diminuigdo da sobrevivéncia de
D. melanogaster (queda de 34,17%) e diminuicdo da atividade locomotora de D.
melanogaster quando expostas CP (queda de 58%). A co-exposicao da FMCC + CP
impediu o dano associado ao CP. No presente estudo, o tratamento com clorpirifés
aumentou a atividade da enzima SOD (de 736,59 mU/mg de proteina para 1357,27
mU/mg de proteina). Este dado pode indicar um possivel aumento de espécies
reativas, entre estas o radical Superoxido (O2°) pelo CP. O co-tratamento de CP +
FMCC impediu a indugédo da atividade da SOD causada pelo CP indicando uma
acao antioxidante do composto. Somente o co-tratamento de CP e FMCC estimulou
a atividade de GST em relacdo ao controle (de 100,28 para 184,87 mU/mg de
proteina).

A atividade da enzima Acetilcolinesterase foi inibida significativamente pelo
CP (de 156,78 para 79,12 mU/mg de proteina). Esta inibicAo ndo ocorreu na
presenca da fracdo metandlica. A inibicdo da enzima Acetilcolinesterase no grupo
CP esta relacionada ao potencial anticolinesterasico dos organofosforados
impedindo a hidrélise da acetilcolina, neurotransmissor encontrado no sistema
nervoso implicado—na conducdo dos impulsos nervosos. Exposicdo a estes
compostos tém sido relacionada ao surgimento de doencas neurodegenerativas
como Alzheimer e Parkinson (SANTOS, et al. 2016). Os dados obtidos sinalizam
para uma acgao terapéutica da planta frente ao danos neuroldgicos causados pelos
organofosforados.

Em conclusdo nossos dados demonstram o efeito antioxidante in vivo da
FMCC e seu potencial em impedir a inibicdo da atividade acetilcolinesterase pelo
organofosforado CP. Este efeito pode ser atribuido a presenca de diferentes
compostos fendlicos na fragdo metandlica atuando de forma sinérgica.
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Figura 2. Andlise da atividade das enzimas SOD, Calase e Acetilcolinesterase.
Figura (A) Analise da atividade da enzima Superoxido Dismutase. **p<0,01 em
relacdo ao grupo controle, ##p<0,01 em relagdo ao grupo 0,25 ppm CP. (B) Andlise
da atividade da enzima Glutationa S transferase. **p<0,01 em relagcdo ao grupo
controle, (C) Andlise da atividade da enzima Acetilcolinesterase. **p<0,01 em
relacao ao grupo controle, ###p<0,001 em relacao ao grupo 0,25 ppm CP.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados evidenciam o potencial protetor da FMCC frente a toxicidade
causada pelo organofosforado CP in vivo. A exposicdo humana a este grupo de
compostos-esta associada ao surgimento de doencas neurodegenerativas, que sao
caracterizadas perda dos neurdnios dopaminérgicos. Entretanto mais estudos séo
necessarios para compreender os mecanismos de acao envolvidos nos efeitos
protetores da Fragdo metandlica de Croton campestris.
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