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Resumo:

Doencas neurodegenerativas causam a destruicdo progressiva e irreversivel das células do sistema nervoso central (SNC),
provocando perda gradativa das fun¢es motoras, fisioldgicas e capacidade cognitiva. A doenca de Parkinson (DP), segunda
doenca neurodegenerativa mais comum em pessoas com idade acima dos 60 anos. Observa-se uma crescente procura por
compostos bioativos com atividade terapéutica capaz de modificar a evolucdo e sintomas da DP, sem efeitos colaterais e com
maior biodisponibilidade e absorgdo. A luteina € um possivel candidato, um carotenoide com agdo antioxidante, ja elucidados
na literatura, protegendo neurénios dopaminérgicos, estresse oxidativo e dano mitocondrial. Apesar de todos os estudos ja
existentes sobre carotenoides e doencas neurodegenerativas, 0 efeito de nanoparticulas de luteina sobre a prevengéo da DP,
ainda ndo tem sido investigado. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da luteina nanoencapsulada em alteracdes
locomotoras e na atividade da acetilcolinesterase (AChE) sobre o modelo experimental tipo doenca de Parkinson em
Drosophila melanogaster. Foram utilizadas moscas de ambos os sexos, com idade de 1 a 3 dias, divididas em 4 grupos:
controle, luteina nanoencapsulada (6uM), rotenona (500 uM) e luteina nanoencapsulada (6pM) + rotenona (500 pM)
(coexposicdo). Ao fina do 7° dia de tratamento, foram realizados os testes comportamentais de geotaxia negativa e ensaio de
campo aberto, e entdo anestesiadas em gelo e eutanasiadas para a avaliacdo da atividade da AChE em amostras de cabeca. Os
dados foram analisados por Andlise de varidncia de duas vias (ANOVA), seguida de andlise post hoc de Bonferroni. Foi
utilizado o programa GraphPad Prism5, sendo considerado diferenca significativa do grupo controle p
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ACAO DA LUTEINA NANOENCAPSULADA SOBRE O MODELO
EXPERIMENTAL TIPO DOENCA DE PARKINSON EM Drosophila melanogaster

1 INTRODUCAO

Doengas neurodegenerativas causam a destrui¢do progressiva e irreversivel das células
do sistema nervoso central (SNC), provocando, ao paciente, gradativa perda das fungdes
motoras, fisioldgicas e capacidade cognitiva (Przedborski et al, 2003). A doenga de Parkinson
(DP), segunda doenca neurodegenerativa mais comum em pessoas com idade acima dos 60
anos, afeta cerca de 1-2% da populacao mundial (Sprenger and Poewe, 2013).

A DP ¢€ caracterizada pela degeneracao seletiva de neurdnios dopaminérgicos na regidao
compacta da substancia negra, e pelo acimulo de Corpos de Lewy (Gao and Wu, 2016).
Assim, o desenvolvimento de novas opg¢des terapéuticas capazes de modificar a evolugdo
natural da doenca e dos sintomas, sendo mais eficazes, seguros e que diminuam os efeitos
colaterais, consiste em um dos objetivos do cendrio cientifico internacional. Neste sentido,
evidéncias crescentes apontam para o importante papel dos compostos bioativos, constituintes
extranutricionais presentes, principalmente, nos alimentos de origem vegetal, que atuam na
manutencao da saide e na reducgdo do risco de doengas, sem o surgimento de efeitos colaterais
como no caso de algumas drogas farmacéuticas (Rein et al, 2013).

Algumas linhas de evidéncias demonstram que a luteina é um dos carotenoides
envolvidos nos processos da DP e um possivel candidato no tratamento de doencgas
neurodegenerativos. A luteina € o principal carotenoide encontrado no cérebro humano, com
cerca de 70% da concentragdo total de carotenoides, além de apresentar capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica, com captagdo preferencial sobre a maioria dos outros
carotenoides e correlagdo positiva entre os niveis do soro e do cérebro (Vishwanathan et al,
2014). A luteina protege neurdnios dopaminérgicos por aumentar as defesas antioxidantes e
diminuir a disfunc@o mitocondrial (Nataraj et al, 2016). Assim, um possivel mecanismo de
acdo para os efeitos da luteina sobre a DP, pode envolver, protecdo antioxidante e alteracdes
na atividade da acetilcolinesterase (AChE). Apesar de todos os estudos ja existentes sobre
carotenoides e doencas neurodegenerativas, o efeito de nanoparticulas de luteina sobre a
prevenc¢do da DP, ainda ndo tem sido investigado.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da luteina nanoencapsulada em
alteracdes locomotoras e na atividade da acetilcolinesterase (AChE) sobre o modelo
experimental tipo doenga de Parkinson em Drosophila melanogaster.

2 METODOLOGIA

Foram utilizadas moscas da fruta (Drosophila melanogaster — linhagem Harwich) de
ambos 0s sexos, com idade de 1 a 3 dias, mantidas em frascos na incubadora BOD, em
temperatura de 25°C, 60 % de umidade e em ciclo 12 horas claro/escuro, alimentadas com 5
ml de meio padrdo (a base de 1% de agar; 1% de levedura; 2% de sacarose; 1% de leite em
po; 0,08% de Metilparabenoe. A luteina foi obtida na forma de nanoparticulas. Todos os
outros produtos quimicos foram obtidos da Sigma-Aldrich.

Modelo experimental de DP: O modelo de DP induzido por rotenona provoca a morte
de neurdnios dopaminérgicos na substincia negra compacta em associacdo com a formacao
de corpos de Lewy. Este modelo contribui para elucidar mecanismos patogénicos da
neurodegeneracao na DP (Bové and Perier, 2012). A rotenona (dissolvido em etanol 98%) foi
adicionada na dieta na concentracdo de 500 uM, durante 7 dias de exposi¢do (Sudati et al,
2013). O meio alimentar total conteve um volume de 0,5% de etanol.
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Prevencdo da DP: Para verificar o efeito da luteina sobre a preven¢do da DP, as moscas
foram divididas em 4 grupos: controle, luteina nanoencapsulada (6uM), rotenona (500 uM) e
luteina nanoencapsulada (6uM) + rotenona (500 uM) (coexposi¢do), durante 7 dias. Apds as
moscas foram avaliadas nas tarefas comportamentais e posteriormente utilizadas para o
preparo de amostras de cabeca para a realizac¢do da atividade da AChE.

Avaliagdo comportamental

Geotaxia negativa: A atividade locomotora das moscas foi avaliada com a tarefa de
geotaxia negativa como descrito por Feany e Bender (2000). As moscas foram anestesiadas
com gelo e colocadas em uma coluna vertical (comprimento: 10 cm, diametro: 1,5 cm / 5
moscas cada). Apos a recuperagdo da anestesia, as moscas que atingiram o topo da coluna (6
cm) e as que permaneceram na parte inferior foram contadas separadamente durante 6 s. Os
escores representam a média do nimero de moscas no topo como porcentagem do nimero
total de moscas.

Campo aberto: Para avaliacdo da atividade motora e exploratdria a tarefa de campo
aberto foi realizada com 10 moscas de cada grupo, de acordo com o método descrito por Hirth
(2010), com algumas modificacdes. Cada mosca foi mantida em uma placa de Petri dividida
por quadrados (1 cm x 1 cm) e durante 60 s foi determinado o nlimero de cruzamentos.

Determinacdes bioquimicas: As moscas foram anestesiadas, homogeneizadas e
centrifugadas. O teor de proteina foi colorimetricamente pelo método de Bradford (1976).

Atividade da AChE medida pelo método descrito por Ellman et al. (1961).

Os dados analisados por Andlise de variancia de duas vias (ANOVA), seguida de
andlise post hoc de Bonferroni. Foi utilizado o programa GraphPad Prism5, sendo
consideradas significativas as diferengas entre os grupos quando p < 0,05.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

A figura 1 apresenta o resultado da exposi¢do de Drosophila melanogaster a rotenona,
onde induziu déficits locomotores severos, na atividade locomotora no teste de Geotaxia
negativa, aumentou o tempo de escalada das moscas e na atividade motora e exploratoria,
diminuiu o ndimero de cruzamentos na tarefa de campo aberto. A co-exposi¢do com Lut.
nanoencap. 6 uM foi capaz de evitar os déficits induzidos por rotenona, retornando ao nivel
do controle. A DP caracteriza um progressivo e permanente distirbio motor, sinalizado por
rigidez muscular, bradicinesia, tremor e instabilidade (Lewis et al, 2011). Portanto, pode-se
afirmar que a administracdo durante 7 dias de Lut. nanoencap. 6 uM preservou
consideravelmente a atividade locomotora e exploratdria das moscas.

A figura 2 mostra que a rotenona aumentou a atividade da AChE na cabeca das moscas.
Ja co-exposicdo Lut. nanoencap. 6 uM mais rotenona, preveniu a nivel de controle, foi
eficiente contra o modelo de DP Induzida pela rotenona em Drosophila melanogaster. A
Enzima AChE ja é bem descrita e utilizada para pesquisar a eficdcia do tratamento na DP e
outras doencas neurodegenerativas (Dalpiaz et al, 2007). A expressdo da AChE é proposta
para induzir a morte dos neurénios dopaminérgicos, afetando a fungao motora.

Devido seu potencial antioxidante e anti-inflamatério, os carotenoides, recebem uma
atencdo especial nos estudos relacionados com a DP (Kim et al, 2017). A biodisponibilidade é
outro fator importante que deve ser considerado em relacdo aos efeitos da luteina. A
solubilizacdo da luteina em 6leo do gérmen de trigo melhora sua biodisponibilidade em
camundongos (Gorusupudi and Baskaran, 2013). Nesse sentido, nanoparticulas poliméricas
tém sido amplamente estudadas visando aumentar a biodisponibilidade, absor¢do e facilitar a
entrada de drogas ou compostos bioativos através de barreiras biologicas, maximizando o
potencial terapéutico e ao mesmo tempo minimizando os efeitos colaterais (Rein et al, 2013;
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Xie et al, 2011). Assim, nanoemcapsulag@o da luteina pode representar um aumento na sua
biodisponibilidade e absor¢do, sendo uma alternativa para o tratamento de doencas.
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Figura 1. Efeito da Lut. nanoencap. 6 uM na resposta da atividade locomotora Geotaxia
negativa (Tempo de escalada) e (motora e exploratdria) na tarefa de campo aberto de moscas
expostas a (ROT) 500 uM por de 7 dias. (A) Geotaxia negativa; (B) Campo aberto. Quinze
moscas por grupo foram incluidas para os testes. SignificAncia determinada por andlise de
variancia de duas vias (ANOVA) seguido pelo teste de Bonferroni * Diferenca significativa
comparada ao grupo controle (p <0,05).
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Figura 2. Efeito da Lut. nanoencap. 6 uM nas alteracdes induzidas pela rotenona 500 uM
(ROT) na atividade da AChE (umol / min / mg proteina) na amostra de cabeca de Drosophila
melanogaster adultas. Significincia determinada pela andlise de varidncia de duas vias
(ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. * Diferenca significativa comparada ao grupo
controle (p < 0,05).

4 CONSIDERA COES FINAIS

No presente trabalho a luteina nanoencapsulada mostrou-se efetiva, preservou os danos
locomotores e na atividade da AChE induzida por rotenona em Drosophila melanogaster. Tal
efeito pode ser devido a sua acdo antioxidantes e sua nanoencapsulacao.
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