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Nanotoxicidade de bioativos utilizando Drosophila
melanogaster como modelo biolégico

Nanotoxicity of bioactives using Drosophila melanogaster
as a biological model.

RESUMO

Este trabalho apresenta uma pesquisa sobre a nanotoxicidade da curcumina, que é um
composto bioativo extraido do rizoma da circuma e vem sendo muito estudada devido as
suas propriedades antioxidantes e anticancerigenas. Nos testes foram utilizados como,
como modelo bioldgico, Drosoplila melanogaster pois elas apresentam alta sensibilidade a
substdncias tdxicas e seu uso promove os 3Rs (reduc¢do, refinamento e substituicdo) da
utilizacdo de animais de laboratdrios em testes de toxicidade. Com isso, foi usada a
curcumina encapsula, para aumentar a solubilidade em dagua em concentragdes finais de 3,
10, 30, 100uM. Foram feitos testes in vivo e ex vivo e a determinagao da atividade da enzima
acetilcolinesterase. Com as andlises podemos observar que as moscas tratadas com
nanoparticulas de curcumina em concentragao de 100 uM houve diferengas significativa
quando comparada as moscas tratadas em concentragdes mais baixas, tanto nos testes in
vivo COmo no ex vivo.

PALAVRAS-CHAVE: Nanotoxicidade. Curcumina. Encapsulagao.
ABSTRACT

This work presents research on the nanotoxicity of bioactive compounds, in particular
turmeric, which is a bioactive compound extracted from the turmeric rhizome and has been
extensively studied due to its antioxidant and anticancer properties. In the tests, Drosoplila
melanogaster was used as a biological model because they are highly sensitive to toxic
substances and their use promotes the 3Rs (reduction, refinement and substitution) of the
use of laboratory animals in toxicity tests. With this, curcumin encapsulates, for greater
solubility in concentrations of 3.0, 10.0, 30.0, 100.0 uM. In vivo, ex vivo test, and the
determination of acetylcholinesterase activity were performed. With the analysis we can
observe that the flies treated with curcumin nanoparticles at a concentration of 100 uM
there were significant differences when compared to the flies treated at lower
concentrations, both in in vivo and ex vivo tests.
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INTRODUGCAO

Compostos bioativos sdo compostos que tem efeito sobre a saide humana,
dentre esses compostos bioativos estd curcumina que tem seu uso na forma de
temperos, medicamento fitoterapico e aditivo na industria alimenticia (ZHANG et
al., 2013).

A curcumina vem sendo estudada devido as suas propriedades antioxidantes
e anticancerigenas (SUCKOW e SUCKOW, 2006). Entretanto, apresenta limitada
disponibilidade e baixa solubilidade em dgua. Isto ocorre provavelmente pelo fato
da mesma ser um polifenol de baixa solubilidade, absorgao celular e estabilidade
(PANDAREESH et al., 2016). Compostos bioativos sdo, geralmente, insoliveis em
adgua e parcialmente em temperatura ambiente e suscetiveis ao oxigénio, luz e
calor. A encapsulagao pode melhorar sua solubilidade e sua preservagao durante
processos de fabricagdo.

Modelos experimentais alternativos vem sendo utilizados para a verificagao
da toxicidade de biocompostos. Dentre eles, a Drosophila melanogaster (DM)
apresenta alta sensibilidade a substancias tdxicas e seu uso promove os 3Rs
(reducdo, refinamento e substituicdo) da utilizacdo de animais de laboratérios em
testes de toxicidade (ADEDARA et al., 2015). Estes modelos alternativos podem
estabelecer um potencial seguro ou de risco de um grande numero de
fitoconstituintes e melhorar o entendimento dos mecanismos da atividade
bioldgica (BIANCHINI et al., 2016).

MATERIAIS E METODOS

Para o teste in vivo de sobrevivéncia, foram utilizadas Drosophila
melanogaster que foram criadas e mantidas em frascos de vidro na incubadora do
tipo BOD, sob condig¢bes padrao (23 £ 1 2C, 50% de umidade), em ciclo de 12 horas
claro/escuro. Foram primeiramente sincronizadas e tratadas com meio padrdo.
Para sincronizacgao foi escolhido vidros em boas condi¢Ges e que apresentaram um
maior numero de larvas, sendo que todas as moscas vivas foram retiradas restando
apenas as larvas dentro dos vidros. Apds 2 ou 3 dias, as larvas comecaram a eclodir
e apds mais dois dias as moscas jovens tornaram-se adultas e assim utilizamos para
o teste. Com as moscas anestesiadas sob refrigeragao, foram transferidas 100
moscas para o meio de andlise previamente preparado (1% de dagar; 1% de
levedura; 0,05% de sacarose; 1% de leite em p6; 0,08% de metilparabeno) com
concentracdes diferentes de nanoparticulas contendo nanoparticulas de
curcumina e controle agua (3, 10, 30, 100 uM).

Para o teste ex vivo, foram feitas analises bioldgicas utilizando Drosophila
melanogaster que foram tratadas por 5 dias em meio contendo nanoparticulas de
curcumina em diferentes concentracdes, dentre essas foram separadas 100
moscas e anestesiadas sob refrigeracdo a 4°C e homogeneizadas manualmente na
proporg¢do de 1 mosca/10ul de Tris-HCI (50 mM, pH 7,0), centrifugadas a 6.000
rpm por 10 minutos e separado o sobrenadante (S1). Apds isso foram aliquotadas
por suas concentracdes de nanoparticulas de curcumina e armazenadas a -80°C
para posteriormente serem analisadas.

A determinacdo da atividade da acetilcolinesterase foi de terminada em
espectrofotometro através do método de (ELLMAN, 1959) com algumas
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modificacdes. O meio da reagdo foi tampdo TFK 100 mM (pH 7,5), 5,5'-Dithiobis
(acido 2-nitrobenzdico) (DTNB) 2 mM e a solucdo de sobrenadante (S1). Foi
adicionado o substrato acetiltiocolina 8 mM ao meio contendo o homogeneizado
suplementado com nanoparticulas com concentracées diferentes de curcumina e
o controle (dgua). A atividade da AChE foi medida através do aumento da
absorbancia em leitor de placa (Thermo-Plate Reader) em comprimento de onda
de 405 nm, com leituras a cada minuto durante 4 minutos.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste estudo foi determinado o efeito da dieta suplementada com nanoparticulas de
curcumina na atividade locomotora de D. malanogaster (fig. 1 e 2).

Figura 1 — Taxa de sobrevivéncia de Drosophila melanogaster (n=5) expostas a
diferentes concentragGes de nanoparticulas de curcumina durante 5 dias.

1204
100

80

LI I

60

40 A

survival (% of control)

20

Day of tratament

Fonte: Autoria propria.
Figura 2 — Efeito das nanoparticulas de curcumina na atividade da enzima AChE ex

vivo no tecido de Drosophila melanogaster.
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Na analise de sobrevivéncia, figura 1, podemos observar o efeito da dieta
suplementada com nanoparticulas de curcumina. No final do tratamento de 5 dias
observamos uma taxa de mortalidade maior das moscas apds 4 dias, das moscas
tratadas com nanoparticulas de curcumina na concentragao de 100uM.

Os dados, na figura 2, revelaram que a dieta suplementada com as
nanoparticulas contendo curcumina na concentracao 30uM e 100uM causou uma
reducdo significativa na atividade ex vivo da enzima AChE. A influéncia de
nanoparticulas de curcumina nas enzimas colinesterases ainda é pouco conhecida,
no entanto, alguns estudos com letalidade induzida por exposi¢do a compostos
nocivos as células em Drosophila melanogaster foram avaliados, utilizando
curcumina pura como constituinte de efeito neuroprotetor. Estes estudos
mostraram redugdo da atividade das enzimas colinérgicas bem como a capacidade
de compensar a neurotoxicidade induzida (PARK et al.,, 2012; PRASAD;
MURALIDHARA, 2014).

CONCLUSAO

Com esse trabalho podemos observar o efeito das nanoparticulas de
curcumina na Drosohila melanogaster e identificamos que em concentragdes
menores de curcumina ndo hd mudanca significativa na taxa de sobrevivéncia das
moscas e somente na maior concentra¢do causou uma reducdo significativa na
atividade ex vivo da enzima AChE. Com isso os estudos podem ser continuados a
partir das concentracdes de 3uM e 10uM que ndo causaram mudangas expressivas
nos experimentos.
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