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RESUMO
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A mosca da fruta, Drosophila melanogaster(DM), tem sido considerada um
organismo modelo adequado para estudar disfuncdes metabdlicas, de
desenvolvimento, assim como as de salude humana. Neste trabalho foram
utilizadas Drosophila melanogaster adulta para avaliar marcadores de estresse
oxidativo frente a uma dieta enriquecida com sacarose na forma de acucar
cristal ou acucar mascavo. Os experimentos foram realizados com moscas
adultas recém-eclodidas de larvas (1-5 dias) apés um ciclo de 15 dias
claro/escuro. As larvas foram tratadas ou ndo com dietas ricas em sacarose
utilizando agucar mascavo ou acucar cristal para cada concentracéo: 5, 10, 20,
30 e 40 %. As larvas recém-eclodidas foram utilizadas para as analises de
estresse oxidativo, parametro bioguimico e dosagem de ferro no tratamento
com agucar mascavo. O tratamento das duas dietas em altas concentracdes de
acucar mascavo ou agucar cristal elevou a atividade da SOD a medida que
aumenta a concentracao do agucar cristal, em maior destaque, em comparacao
ao controle em machos e fémeas. Houve uma diminuicdo na atividade da
catalase com o aumento da concentracdo de acglUcar mascavo para 0s dois
géneros. A ingestdo desta dieta causou um aumento nos resultados dos
marcadores de estresse oxidativo (TBARS e Carbonilacdo de Proteinas) em

DM macho e fémea para os dois acucares. No geral, através destes resultados



14

obtidos destacamos que a Drosophila melanogaster € um modelo efetivo para
investigarmos condi¢Bes relacionadas a desordens metabdlicas ligadas ao

CONSUMO excessivo de sacarose.

Palavras-chave: Drosophila melanogaster, Sacarose, Estresse Oxidativo,
Acucar Mascavo e Acucar Cristal.



ABSTRACT

Dissertation of Master’s Degree
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Excess consumption of sucrose in the form of crystal sugar or brown

sugar: Evaluation of oxidative stress in Drosophila melanogaster
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Advisor: Elton Luis Gasparotto Denardin
Co- Advisor: Vanusa Manfredini
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The fruit fly, Drosophila melanogaster (DM), has been considered a suitable
model organism to study metabolic, development, as well as human health
dysfunctions. In this work, adult Drosophila melanogaster was used to evaluate
markers of oxidative stress against a diet enriched with sucrose in the form of
crystal sugar or brown sugar. Experiments were performed on adult larvae flies
(1-5 days) after a light / dark 15-day cycle. The larvae were treated or not with
sucrose-rich diets using brown sugar or crystal sugar for each concentration: 5,
10, 20, 30 and 40%. The newly hatched larvae were used for the analysis of
oxidative stress, biochemical parameter and iron dosage in the treatment with
brown sugar. The treatment of the two diets in high concentrations of brown
sugar or crystal sugar increased SOD activity as crystal sugar concentration
increased, in greater prominence, compared to control in males and females.
There was a decrease in catalase activity with increased brown sugar
concentration for both genders. Ingestion of this diet caused an increase in the
results of oxidative stress markers (TBARS and Protein Carbonylation) in male
and female DM for both sugars. In general, through these results, we highlight
that Drosophila melanogaster is an effective model for investigating conditions

related to metabolic disorders linked to excessive consumption of sucrose.
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APRESENTACAO

O presente trabalho encontra-se dividido em itens. No item INTRODUCAO,
esta descrita uma sucinta revisdo bibliografica sobre os temas abordados na
dissertacdo. Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo
apresentados sob a forma de artigo cientifico. As secdes Materiais e Métodos
estdo apresentados nesta dissertacdo. Resultados, Discussdo, Concluséo e
Referéncias Bibliogréficas, encontram-se no respectivo manuscrito cientifico e
poderdo ser acessados futuramente no curriculo lattes. As REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS ao final da dissertacéo se referem somente as citacées que
aparecem nos itens INTRODUGAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA.



1. INTRODUCAO

Sacarose ou acucar livre € um dos alimentos mais consumidos do mundo,
onde a nutricdo humana sofreu mudancas intrigantes ao longo dos ultimos
dias. O excesso de consumo contribuiu para um desequilibrio nutricional,
causando um aumento acentuado da prevaléncia de doencgas cronicas. Varios
estudos referentes aos nutrientes de uma dieta com fungdes fisiologicas, bem
como a eficacia das intervencdes nutricionais, aumentaram significativamente.
A complexidade da dieta e seu uso estéo relacionados a condi¢cdes crbnicas e
manifestacbes de doencas, onde 0 consumo em excesso de acgUcar esta
associado a um risco aumentado de obesidade, bem como ao aumento das
doencas cardiovasculares, incluindo dislipidemia, hipertensao arterial, diabetes,
entre outras. Atualmente, diferentes tipos de acucares sédo produzidos como, o
refinado, o cristal, o demerara e mascavo, entre outros, onde todos s&o
dependentes das etapas do processo de obtencdo. Como resultado, algumas
guestBes devem ser avaliadas: qual o melhor tipo de acucar a ser consumido?
Quais sao os efeitos do consumo excessivo? No entanto, Sizer e Witney (2014)
estudaram o acglcar mascavo e suas potencialidades, onde alguns estudos
foram desenvolvidos para avaliar os efeitos adversos e/ou os efeitos benéficos
do consumo de acucar mascavo em relacdo ao aclUcar "branco" do tipo
"Crystal", sendo necessario intensificar os estudos para avaliar o consumo de
acucar mascavo e cristal. Alguns estudos mostraram que o alto consumo de
acucar provoca fenoétipos resistentes a insulina em D. melanogaster que
representam a fisiopatologia do DM tipo 2 em seres humanos (Morris et al,
2012 e Pasco; Leopold, 2012). Algumas caracteristicas deste tipo de diabetes
ocorrem através de deposicdo de gordura, glicose circulante elevada,
resisténcia a insulina, fecundidade reduzida e a duracdo da DM adulta (Morris
et al, 2012 e Pendse, 2013). Devido a estas caracteristicas, D. Melanogaster foi
utilizado como modelo para estudar os efeitos causados pelo excesso de
consumo de aclUcares mascavo e cristal, como defesas antioxidantes e

estresse oxidativo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CONSUMO DE ACUCAR

Um dos alimentos mais consumidos do mundo, € a sacarose ou acucar livre
onde a nutricdo humana sofreu mudancas intrigantes ao longo dos ultimos
dias. O excesso de consumo contribuiu para um desequilibrio nutricional,
causando um aumento acentuado da prevaléncia de doencas cronicas. Varios
estudos referentes aos nutrientes de uma dieta com funcdes fisioldgicas, bem
como a eficacia das intervencdes nutricionais, aumentaram significativamente
(Patterson et al., 1994; Drewnowski et al., 1996). A complexidade da dieta e
seu uso estao relacionados a condi¢cfes cronicas e manifestacdes de doencas,
onde o consumo em excesso de acUcar esta associado a um risco aumentado
de obesidade (Olsen, Heitmann, 2009), bem como ao aumento das doencas
cardiovasculares (DCV) (Bray, 2012), incluindo dislipidemia (Marckmann,
2000), hipertenséo arterial, diabetes, figado gordo ndo alcodlico e cancer
(Cantley, 2014). O acucar nao so satisfaz o sabor de uma pessoa para um
doce, mas rapidamente o satisfaz, sendo usado para aumentar o gosto de
muitos alimentos. Atualmente, diferentes tipos de acgUcares sao produzidos
como, o refinado, o cristal, o demerara e mascavo, entre outros, onde todos
sdo dependentes das etapas do processo de obtencdo. Como resultado,
algumas questdes devem ser avaliadas: qual o melhor tipo de acglcar a ser
consumido? Quais sao os efeitos do consumo excessivo? No entanto, Sizer e
Witney (2014) estudaram o agucar mascavo e suas potencialidades, onde
alguns estudos foram desenvolvidos para avaliar os efeitos adversos e/ou 0s
efeitos benéficos do consumo de acglUcar mascavo em relacdo ao acucar
"branco" do tipo "Crystal", e € necessario intensificar os estudos para avaliar o
consumo de acucar mascavo e cristal. Com isso, a dieta e 0 seu uso estédo
relacionados a condi¢cdes cronicas e manifestacdes de doencas, onde o
consumo de excesso de acgUcar estd associado a um risco aumentado de
obesidade (Olsen, Heitmann, 2009), bem como ao aumento das doencas
cardiovasculares (DCV) (Bray, 2012), incluindo dislipidemia (Marckmann,
2000), hipertensédo arterial, diabetes, figado gordo nao alcodlico e cancer
(Cantley, 2014).
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O Diabetes Mellitus trata-se de uma doenca enddocrina caracterizada por um
grupo de desordens metabdlicas, além de incluir elevada glicemia de jejum
conhecida como hiperglicemia. Apresenta as vezes considerada elevacao das
concentracbes de glicose sanguinea pos-prandial devido a uma menor
sensibilidade insulinica em seus tecidos alvos e/ou por reduzida secrecao de
insulina (ADA, 2005). Na clinica o primeiro sinal caracteristico na fisiopatoligia
do DM é a elevagdo nos niveis glicémicos (hiperglicemia), pois resultam em
uma disfuncdo no metabolismo de proteinas, glicideos e lipideos (WHO, 2012).
Conforme a Sociedada Brasileira de Diabetes (SBD, 2015-2016) os niveis
aceitaveis atualmente para a glicemia de jejum é de < 100 mg/dL; a tolerancia
a glicose diminuida entre = 100 < 126 mg/dL e o diabetes = 126 mg/dL, sendo
estagios pré-clinicos. ADA (2005) classifica o DM em 4 tipos: DM tipo 1 ou
insulinodependente (DM1), DM tipo 2, insulinoresistente ou nao
insulinodependente (DM2), DM gestacional e também um tipo secundério a
outras patologias.O DM2 estd associado a fenétipos como sedentarismo e a
obesidade (ADA, 2005), além da predisposicdo genética do individuo
(Timper&Donath, 2012) e o DM1 ocorre destruicdo das células autoimune (3
pancreatica(SBD, 2016). Outro tipo de diabetes nao insulino-dependente com
caracteristicas clinicas e genéticas heterogéneas € o tipo Mody (Maturity onset
diabetes of the young) que possui uma transmissdo autossémica dominante
(determinada em 3 geracdes ou mais) e alta penetrancia (GOMEZ, C.A.S.,
2015). Este tipo de diabetes caracteriza-se por defeito na secrecao de insulina
sem causar dependéncia da mesma (FERREIRA, et al., 2011). ODiabetes
Insipidus(DIl) é uma sindrome polidrica decorrente de dois mecanismos
fisiopatoldgicos principais, como deficiéncia total ou parcial na sintese da
vasopressina ou diminuicdo da sensibilidade renal a esse hormoénio. Levando
em conta isso, o DI é classificado, respectivamente, como DI Central (DIC) e DI
Nefrogénico (DIN) (FERREIRA, et al 2011).

2.2 HIPERGLICEMIA CRONICA E SUAS COMPLICACOES
O fator primario desencadeador das complicacgbes do DM e

ahiperglicemia crénica (HC). Através desta HC, €& bastante comum o

desenvolvimento de macroangiopatia (MACD) e microangiopatia (MICD)
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diabética. A MACD refere-se as complicacdes cardiovasculares no qual
constituem a principal causa de morbimortalidade em pacientes com DM
comprometendo as artérias coronarianas dos membros inferiores e as
cerebrais. Estas complicacbes estdo relacionadas com doenca arterial
coronariana, doenca vascular periférica (DVP) e acidente vascular encefalico
(AVE). Denomina-se MICD o termo referente as modifica¢cdes funcionais dos
leitos microvasculares, onde o endotélio e as células associadas sé&o
progressivamente danificas pela hiperglicemia ocasionando oclusdo capilar,
isquemia e faléncia de 6rgaos, comprometendo também a retina, glomérulo e
nervos motores e sensitivos FERREIRA, L.T. et al., 2011 & BARBOSA, J.H.P;
OLIVEIRA, S.L., SEARA, L.T.E., (2008) conforme relata a figura abaixo.

DIABETES MELITO

Defeito na secregdo afou agio da insulina

Difficulta 2 entrada de glicose na célul

a | | Aumenta a glicose plasmdtica

HIPERGLICEMIA CROMICA — Fator desencadeador de complicagies

Alteragdes nos Aumenta a secrecan Alteragdes nos
prandes vasos «de horminios contrainsulinicos [PEQUENDS VBSOS

| [

Artérias coronarianas Aumerta a protadlise muscular
Artérias dos membros inferiores Aumenta a ipdiisa Capilares
Artérias cerebrais l
Awmenta a gliconeogénese e glicogendlise hepética
\Dcarrendo Aumenta a oxide¢dn dos cidos gramos hepdticos
Aumenta a conversaa em acetil-CoA Camprometenda I
Doenga arterial coranari Aumenta a COMVErsa0 em cOrpas cetbnicas
Doenga vascular pariférica Retina
Acidents vascular encefilico .
Glomérule
[l
Causando & acidose matabdlica Nervos motores
& sensitivos

| MACROANGIDPATIAS  |—]  CETDACIDOSE DIABETICA |—| MICRDANGIDPAHA.S'

Figura 1: Hiperglicemia crénica e suas complicagdes.

Fonte: FERREIRA, et al., 2011.
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Reacdo de Maillard é a reacdo entre a glicose ou outros agucares redutores
com proteinas, e o produto final desta reagéo resulta na formacao irreversivel
dos chamados ‘Produtos Finais de Glicagdo Avancada’ (AGEs de
‘AdvancedGlycationEndProducts’) (Bierhaus et al., 1998; Mohamed et al.,
1999). EROs também séo geradas durante a formacdo dos AGEs e provocam
um ciclo de auto perpetuacéo (Kassab &Piwowar, 2012). Por ser um processo
ndo enzimatico, a extensdo da glicacdo de proteinas depende essencialmente
da concentracdo de glicose sanguinea sendo, portanto, minimo em condi¢des
fisiol6égicas, mas aumentando dramaticamente nos dois tipos de DM(Nguyenet
al., 2006).

2.3 METABOLISMO GLICOLITICO

A glicose € o principal metabdlito no metabolismo de plantas, animais e varios
microrganismos, por ser um 6timo combustivel rico em energia potencial. Esta
glicose é armazenada na forma de polimeros de alta massa molecular, como o
amido e o glicogénio. Assim que 0 organismo necessita aumentar a energia, a
glicose pode ser liberada desses polimeros de armazenamento intracelular
utilizado para produzir ATP (NELSON; COX, 2014).

A Figura 2 apresenta trés dos quatro caminhos principais que a glicose pode
ser utilizada, entre os quais citamos:

- Pode ser destinada na sintese de polissacarideos complexos;

- Pode ser armazenada como polissacarideo ou polisacarose nas células;

- Pode ser oxidada por meio da glicolise a compostos com trés atomos de
carbono (piruvato), a fim de fornecer ATP e intermediarios metabdlicos;

- Ser oxidada pela via das pentoses-fosfato produzindo ribose-5-fosfato.
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Glicogénio, amido, sacarose l

|
' armazenagem [
‘

~r |
Glicose |

oxidagdo pela via a oxidagdo pela via
das pentoses fu\l.lu, \glicolm(l
Ribose-5-fosfato Piruvato

Figura 2: Principais vias de utilizacdo da glicose.
Fonte: NELSON; COX, 2002.

2.3.1Glicolise

A fragmentacdo da glicose, que possui seis atomos de carbono, é utilizada em
todos os tecidos com o objetivo de fornecer energia na forma de ATP e
intermediarias para outras vias metabdlicas. O centro do metabolismo dos
carboidratos é a glicélise, onde praticamente todos os glicidios (provenientes
tanto da dieta como de reacfes catabodlicas) podem ser convertidos em glicose.
A figura 3 apresenta a fase preparatéria e a fase de pagamento (fases da
glicdlise), onde cada molécula de glicose que passa pela fase preparatoria,
duas moléculas de gliceraldeido-3-fosfato é formada, passando para a fase de
pagamento. Na fase de pagamento, ocorre a conversdo oxidativa do

gliceraldeido-3-fosfato em piruvato e formacéo acoplada de ATP e NADH.
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2.3.2 Insulina e Glucagon

7

A integracdo do metabolismo energético € controlada principalmente pelas
acbes de dois hormbnios peptidicos: a insulina e o glucagon com as
catecolaminas adrenalina e noradrenalina exercendo funcdo de apoio. As
alteracdes nos niveis circulantes desses horménios permitem ao organismo
armazenar energia quando o alimento esta disponivel em abundancia ou tornar
disponivel a energia armazenada, como em periodos de fome (CHAMPE,
2007). A insulina € um hormdnio polipeptidico produzido pelas células 3 das
ilhotas de Langerhans, grupo de células que fazem parte da porcdo enddcrina
do pancreas (HARPER, 2006). A partir do momento em que ha um aumento de
glicose na corrente sanguinea por meio da dieta, acontece o aumento na
secrecdo da insulina pelo pancreas. Deste modo, a liberacdo da insulina é
regulada pelos niveis de glicose no sangue que irrigam o pancreas (NELSON;
COX, 2014). Normalmente, quando a glicose sanguinea aumenta, 0S
transportadores GLUT2 carregam a glicose para dentro das células 3, onde é
normalmente convertida em glicose-6-fosfato pela hexoquinase IV e entra na
glicdlise. Quando a taxa de catabolismo da glicose esta mais alta, a
concentracdo de ATP aumenta, causando o fechamento dos canais de K*
controlados por ATP na membrana plasmatica. Deste modo, o efluxo reduzido
de K" despolariza a membrana causando a abertura dos canais de Ca**
controlados por voltagem e o aumento da concentracdo do Ca*citosélico
desencadeia a liberacdo da insulina por exocitose, FIGURA 4 (NELSON; COX,
2014).



26

O Glicose Trasportador da glicose
GLUT2 Espago extracelular

Célula

Clicase pancredtica /f,&§

l hexoquinase VI
(glicoguinase)
Glicose 6-fosfato
l glicolise
ciclo do
l acido citrico &
l fosforizagio

oxidativa ?

Qaret 4;_\
@ ~
K

+4+++++2

L O

K#

Canal de K* (ca ¢ Granulos
sensivel ao ATP de insulina

Secregio
de insulina

Figura 4: Regulagao pela glicose da secregao de insulina pelas células (3-

pancreaticas.
Fonte: NELSON; COX, 2014.

A limitagéo da liberagdo do hormonio insulina acontece a partir do mecanismo
de retroalimentacdo: a insulina reduz a glicose sanguinea estimulando sua
captacao pelos tecidos. Sendo assim, esta reducao é detectada pelas células 3
do pancreas pelo fluxo diminuido na reacdo da hexoquinase, reduzindo ou
interrompendo a liberagdo de insulina, mantendo constante.

O glucagon é um horménio polipeptidico secretado pelas células a
pancreaticas. Juntamente com a adrenalina, o cortisol e o hormbénio do
crescimento, se opdem a muitas das agdes da insulina (NELSON; COX, 2014).
A célula a é responsiva a uma variedade de estimulos que sinalizam
hipoglicemia real ou potencial. Sendo assim, uma diminuigdo na concentracao
plasmatica de glicose € o principal estimulo para a liberacdo de glucagon.
Durante jejum noturno ou prolongado os niveis de glucagon previnem a

hipoglicemia (NELSON; COX, 2014). Para realizar sua funcédo, o glucagon
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estimula a degradacéo de glicogénio hepatico ativando a glicogénio-fosforilase
e inativando a glicogénio-sintase. Ele também inibe no figado a degradacédo da
glicose pela glicdlise e estimula sua sintese pela gliconeogénese. O glucagon
também é responsavel por inibir a enzina glicoliticapiruvato-cinase, bloqueando
a conversdo do fosfoenolpiruvato em piruvato e impedindo a oxidacdo do
piruvato em acido citrico. O acumulo de fosfoenolpiruvato favorece a
gliconeogénese. Portanto, o estimulo da degradacdo o glicogénio, prevencao
da glicdlise e promocdo da gliconeogénese dos hepatdcitos, o glucagon
permite que o figado exporte glicose, restaurando seu nivel sanguineo normal
(NELSON; COX, 2014).

2.3.3 Glicemia

O termo glicemia € caracterizado pela quantidade de glicose existente no
sangue. A ADA (Associacdo Americana de Diabetes) em 2015 estabeleceu que
a glicemia de jejum é de 99 mg/dL e ndo mais até 110 mg/dL. Valores acima ou
abaixo da glicemia de jejum sado caracterizados como hiperglicemia ou

hipoglicemia, respectivamente.

2.4 CARBOIDRATOS

Séo poli-hidroxialdeidos ou poli-hidroxicetonas sendo os principais elementos
da dieta, com isso sua oxidacdo é considerada a principal via de producédo de
energia em células nao fotossintéticas. S&o classificados conforme abaixo
como: monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos (NELSON; COX,
2014).

- Monossacarideos (agucares simples também chamados de sacarideos):
possuem uma unica unidade poli-hidroxicetona ou poli-hidroxialdeido (Figura
5). O mais abundante na natureza € o aclUcar de 06 carbonos D-glicose
(dextrose). Este acuUcar pode ser oxidado por agentes oxidantes, ion cuprico
(Cu™), onde o carbono do carbonil é oxidado a um grupo carboxil, isso
acontece com a glicose e outros agucares, onde sdo chamados de acucares
redutores (NELSON; COX, 2014).
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Figura 5: Estrutura Quimica de um Acucar Simples: a) poli-hidroxialdeido e b)
poli-hidroxicetona.

Fonte: NELSON; COX, 2014.

- Dissacarideos (duas unidades de monossacarideo) como, por exemplo,
a maltose, a lactose e a sacarose: sdo 0s mais abundantes entre as trés
classificacdes apresentados anteriormente. O tipico dissacarideo € a sacarose,
acucar de cana, constituido pelos aclucares de 06 carbonos D-glicose e D-
frutose. Esta ligada por 02 monossacarideos covalentemente pela ligacdo O-
glicosidica (NELSON; COX, 2014).

- Polissacarideos (polimeros de acucar com mais de 20 unidades de
monossacarideos): sao formados por unidades repetidas de D-glicose
diferindo no tipo de ligacdo glicosidica possuindo propriedades e funcbes
biologicas diferentes (NELSON; COX, 2014).

2.4.1 O consumo em Excesso de Acgucar

A ingestdo elevada de acucares livres (monossacarideos e dissacarideos)
pode estar associada a ma qualidade do regime alimentar, a obesidade e ao
risco de contragdo de doengas ndo transmissiveis como o diabetes. O aumento

da ingestdo de agucares livres esteve associado a um aumento equivalente do
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peso corporal (OMS, 2014). Na dieta caldrica brasileira, € uma substancia com
termo genérico utilizado para carboidratos cristalizados comestiveis, onde é
encontrado na forma de sacarose, lactose e frutose. Esta substancia é
caracterizada como sendo uma das principais aliadas a epidemia de doencas
cronicas, metabdlicas e degenerativas; como a obesidade, aterosclerose,
assim como doencas cardiovasculares e também o céncer. Estas epidemias
séo resultados, por exemplo, do alto consumo exagerado de acucar utilizado
pelo ser humano. A OMS (Organizacdo Mundial da Saude) propde como limite
de consumo diario de acgUcar apenas 10% das calorias totais, levando em
consideracdo uma dieta de 2500 kcal diérios, o equivalente a uma quantidade
de aproximadamente 60 gramas, ou seja, 250 kcal por dia (CARVALHO, 2006).

2.4.1.1 Tabela TACO (Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos)

A tabela TACO é bastante utilizada por nutricionistas, onde a composi¢cao dos
alimentos consumidos no Brasil € fundamental para se alcancar a seguranca
alimentar e nutricional (Unicamp, 2011). Através das informag6es descritas de
cada alimento com seu numero de alimento especifico na tabela TACO é
possivel compararmos a composicdo dos acucares cristal, mascavo e refinado

conforme a tabela 1.

Tabela 1: Composicdo centesimal dos acucares Cristal, Refinado e Mascavo.

Niumero do Umidade| Energia |Proteina|Lipideos|Colesterol | carboidrato
Alimento |Descrigao dos alimento{ (%) | (keal) | (kJ) () lg) {mg) ()
492 |Acucar, cristal 0.1 367 | 1619 ] 03 Tr NA 99,6
493 |Actcar, mascavo 3,3 369 | 1542 | 08 0,1 NA 94,5
494 |Acucar, refinado 01 387 | 1617 | 03 Tr NA 995
Niamero do Manganés{Fosforo| Ferro | Sodio |Potassio| Cobre Zinco
Alimento |Descrigao dos alimento{ (mg) | (mg) | (mg) | (mg) | (mg) {mg) {mg)
492 |Actcar, cristal Tr 0,2 Tr 3 Tr Tr
493 |Aclcar, mascavo 203 B | 83 25 522 017 0.5
494 |Actcar, refinado Tr 0,1 12 b Tr Tr
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2.4.2 Etapas de Producédo do Acucar Mascavo e do Acucar Cristal

—r—
L

Agentes
Clarificantes (H,0,,
Oz0nio, Enxofre e
Sulfito)

AcUcar Mascavo
(sacarose)

Aditivos Quimicos

==

Figura 6: Fluxograma das Principais Etapas de Producdo do Acgucar Mascavo e

do Acucar Cristal

2.5 DROSOPHILA MELANOGASTER

Drosophila melanogaster, conhecida como a mosca da fruta, € um inseto
holometabolo, realizam metamorfose completa passando por quatro estagios
de vida: embrido, larvas, pupa e adulto. A embriogénese é completa em 22-24
horas a temperaturas de incubacdo padréo de 25 °C, culminando na incubacao
da larva de primeiro instar (L1). O crescimento larval dura aproximadamente
quatro dias e é pontuado por duas mudas entre o primeiro e 0 segundo instar,
ocorrendo aproximadamente 24 horas e 48 horas apds a ecloséo das larvas,
respectivamente. O animal cresce mais de 30 vezes 0 seu peso corporal de
larvas recém-eclodidas para o estadio vagante do terceiro estadio (L3)
(Ashburneret al., 2005). Possui caracteristicas tais como: cor aparentemente
amarelada, apresentarem recepticulo ventral relativamente longo, testiculos

espiralados medianamente longos, as larvas nao saltam, pentes sexuais
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presentes nos machos. Seu crescimento e reproducédo rapida, e o fato de ser
barato e facil de manter em laboratorio sdo caracteristicas que fazem a D.
melanogaster um sistema modelo ideal para abordar questdes bioldgicas
inovadoras, incluindo as de saude humana (Mufoz-Soriano e Paricio, 2011;
Pandey e Nichols, 2011). Este inseto se desenvolve incluindo a fertilizacéo e a
formacéo do zigoto, pois ocorre dentro das membranas do ovo, onde este ovo
€ caracterizado como centrolecitais (possui uma pequena gema central, fonte
de nutrientes a ser usada pelo embrido em desenvolvimento, rodeada por uma
camada de citoplasma periférico, chamada de periplasma). Ovos de Drosophila
melanogaster sdo pequenos, medindo aproximadamente, 01 mm ou menos, de

comprimento.

2.5.1 Ciclo de vida da Drosophila melanogaster

O ciclo de vida da Drosophila melanogaster (Figura 7) depende das condi¢des
ambientais como temperatura e umidade, no entanto, o tempo médio de vida
das fémeas é de 26 dias e de 33 dias para os machos. 24 horas apos a
fertilizacdo, eclode a primeira forma larvar que, ao fim de um dia, muda de
cuticula e se transforma numa larva de segunda fase. Decorrido mais um dia a
larva muda novamente de cuticula e transforma-se numa larva de terceira fase
gue aumenta de tamanho ao longo de 03 dias. Cerca de cinco dias apés a
fertilizacdo, a larva deixa de se alimentar e comeca a ficar imével, formando
uma espécie de casulo onde sofre um conjunto de alteracfes designadas de
pupacdo. Apos este periodo eclode uma nova fase larvar: a pupa. Dentro da
pupa a larva sofre uma metamorfose durante a qual ocorre a degradacao dos
tecidos larvares e a proliferacdo dos discos imaginais (sdo grupos de células
que irdo originar as estruturas do adulto). Aproximadamente 10 dias apés a
fertilizagcdo, uma mosca adulta emerge do interior da pupa, atingindo a
maturidade sexual ao fim de 12 horas (NATION, 2008).
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Figura 7: Ciclo de vida de D. melanogastermantidas a 25°C.
Fonte: Adaptado Roote e Prokop 2013.

Por que estudar hiperglicemia em mosca?

A mosca da fruta (Drosophilamelanogaster) apresenta-se como um sistema
modelo para desvendar quais genes e caminhos de genes esta envolvido nas
mudancas metabdlicas que levam a resisténcia a insulina e ao diabetes em
humanos. Sendo uma alternativa (til na investigagdo de mecanismos
moleculares de resisténcia a insulina, pois €é importante também no
desenvolvimento de opc¢des de tratamento farmacoldgico. Um estudo realizado
em margco de 2000 pelo National Human Genome Research Institute
comparando a mosca da fruta e o genoma humano estimou que cerca de 60%
dos genes sao conservados entre as duas espécies. Cerca de 80% dos genes
conhecidos da doenga humana tém uma correspondéncia reconhecivel no
genoma das moscas da fruta, e 50% das sequéncias das proteinas da mosca
tém homodlogos de mamiferos. Drosophila estda sendo usado como um modelo
para estudar os mecanismos subjacentes do envelhecimento e de estresse
oxidativo, imunidade, diabetes (REITER e colaboradores, 2001). Com isso,
gerou muito interesse em utilizar este modelo como um sistema modelo para
estudar o metabolismo, a fisiologia e o desenvolvimento de doencas

metabdlicas, como a obesidade e a diabetes (Morris e colaboradores, 2012).
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2.5.2 Metabolismo na Drosophila melanogaster

A mosca apresenta em seu sistema neuroenddcrino uma composicao que se
assemelha a dos mamiferos, possuindo células semelhantes em funcéo: a e
pancreaticas. As células do tipo B encontram-se como dois aglomerados
celulares, cada um com sete células, todos situados na porcdo anterior do
cérebro da mosca. As IPC (células produtoras de insulina) estdo cercadas por
ortélogos dos neuropeptidios Y e F, relacionando deste modo a liberacdo de
insulina na hemolinfa das moscas com a ingestao de alimentos. As células com
funcado a, estdo localizadas em uma glandula em forma de anel, que envolve o
coracdo das mesmas, sendo responsavel por secretar o hormdnio
“adipokinetic”, equivalente ao glucagon no organismo humano (SCHAFFER e
colaboradores, 1990). A liberacdo de insulina resulta na ativacdo da proteina
quinase, que por sua vez, modula a atividade de uma variedade de proteinas e
vias de sinalizacdo, por exemplo, o fator de transcricdo que controla a sintese
de proteinas e a via do cAMP que regula a atividade metabélica. Mecanismos
moleculares de sinalizacdo neuroenddcrina sdo igualmente conservados entre
moscas e mamiferos. Drosophila tem sete peptideos tipo insulina (ILP), quatro
dos quais sdo secretados pela IPC. Os dILPs ligam-se ao Unico receptor de
insulina (INR), que ativa a via de sinalizacdo do fator de crescimento insulino-
insulinico (IIS). A estimulacdo do InR resulta na ativacdo da proteina quinase
Akt, que por sua vez modula a atividade de uma variedade de proteinas e vias
de sinalizacdo, por exemplo, o fator de transcricdo Foxo, a via TOR que
controla a sintese protéica e o CAMP que estabelece a atividade metabdlica
(MORRIS e colaboradores, 2012).

2.6 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo € decorrente de um desequilibrio entre a geragdo de
compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A
geracdo de radicais livres constitui em um processo continuo e fisioldgico,
principalmente do metabolismo de oxigénio. Durante os processos metabdlicos,
os radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias

reacgOes bioquimicas. A geracdo de ATP (energia) foi devido a producdo, em
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propor¢cdes adequadas, de radicais livres, através da cadeia transportadora de
elétrons na mitocondria, sendo a principal fonte geradora de RL (BARBOSA e
colaboradores, 2010). A produgdo continua e excessiva de radicais livres
durante os processos metabdlicos pode conduzir a danos oxidativo, com isso
culminou no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes
tém o objetivo de limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e
controlar a ocorréncia de danos. O sistema de defesa antioxidante tem a
funcdo de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos
radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais. A progressao do processo
de estresse oxidativo € decorrente da existéncia de um desequilibrio entre
compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracao excessiva de RL ou
também em decorréncia da velocidade de remocédo dessas substancias. Isso
pode levar a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas
funcBes bioldgicas e/ou desequilibrio homeostatico (WHITEMAN, 2004). A
cronicidade do processo em questdao podem desencadear implicacdes sobre o
processo etioldgico de numerosas enfermidades crénicas ndo transmissiveis,
entre elas a  aterosclerose, diabetes, obesidade, transtornos
neurodegenerativos e cancer (GREEN, BRAND, MURPHY, 2004). Esse
sistema, usualmente, é dividido em enziméatico (superdxido dismutase, catalase
e glutationaperoxidase) e ndo enzimatico (é constituido por grande variedade

de substancias antioxidantes, que podem ter origem enddgena ou dietética).

2.6.1 Mecanismos de Geracéao de Radicais Livres

Normalmente ocorre nas mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma
onde os mecanismos podem ser favorecidos pelos ions ferro e cobre. Em
condicdes fisiologicas, os organismos aerobicos metabolizam 85% a 90% do
oxigénio (O2) consumido na mitocéndria, por meio da cadeia transportadora de
elétrons. Os restantes 10% a 15% sé&o utilizados por diversas enzimas
oxidases e oxigenases e, ainda, por reacbes quimicas de oxidacdo direta
(SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).

Na mitocondria, o O, sofre reducdo tetravalente, com aceitacdo de quatro
elétrons, resultando na formacdo de 4gua (Figura 8). A enzima catalisadora
dessa reacdo €é a citocromo oxidase. Na parte terminal da cadeia
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transportadora de elétrons, a referida enzima oxida quatro moléculas de
citocromo c removendo um elétron de cada uma delas. Esses elétrons séo
adicionados ao O, para formar 4gua. A acdo da citocromo oxidase controla a
geracdo de radicais livres, impedindo sua geracao excessiva na mitocondria.
No entanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocondrias séo
desviados para outra via metabdlica, e reduzidos de forma univalente, dando
origem aos radicais livres(FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

Figura 8: Formacao mitocondrial de radicais livres via cadeia transportadora de

elétrons.
Fonte: Barbosa et al., 2010.

Em face da reducdo univalente do O, sdo gerados os radicais superéxido (O3,
hidroxila (OH") e, ainda, peréxido de hidrogénio (H>O,). Esse processo se da
mediante reacdes especificas, catalisadas por enzimas e com a participacao
dos ions ferro e de cobre. O H,0,, apesar de nao ser um radical livre, por ndo
ter um elétron desemparelhado na sua ultima camada eletrbnica, € uma
espécie com alto potencial reativo. Por participar da reacdo de geracdo de
OH’tem acdo deletéria potencial, uma vez que esse se constitui no mais
reativo dos radicais livres, pois pode alterar qualquer estrutura celular que se
encontre proxima. Diferente dos radicais livres, o H,O, tem vida longa e é
capaz de atravessar as membranas celulares apresentando-se potencialmente
toxico para as células. Esta toxicidade pode ser aumentada em dez mil vezes
pela presenca de ferro. Além da capacidade do O, em participar de reacdes de

geracdo de OH’, pode ainda, por meio da reacdo com o radical livre 6xido
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nitrico (NO’), gerar a espécie reativa de nitrogénio, peroxinitrito (ONOO),
também potencialmente reativa. Os ions ferro e cobre sdo muito ativos em
reacOes de 6xido-reducdo, 0 que 0s capacitam como potentes catalisadores
das reacdes de geracao de radicais livres. A participacdo desses metais se da,
especialmente, por meio das reacdes de Fenton e Haber-Weiss. A primeira diz
respeito a geracao de radical OH’, por meio da reacéo do H,O, com os ions em
questdo, ao passo que, nha segunda, estes ions catalisam a reacdo entre o
H.O; e o radical O,", a fim de gerar, da mesma forma, o radical OH" (Eigura 8)
(GREEN, BRAND, MURPHY, 2004).

A ligacdo do ferro e cobre as proteinas especificas: transferrina, ferritina e
ceruloplasmina, estes sao transportados, utilizados e estocados, prevenindo
e/ou minimizando reacfes de geracdo de radicais livres catalisadas por esses
metais. No citoplasma de células hepdticas, o ferro livre (ndo ligado a ferritina)
é facilmente dissociado na forma de ion, o que o torna cataliticamente ativo e
apto para participar de reacbes de Oxido-reducdo facilitando a geracao de
radicais livres (KOURY & DONANGELO, 2003). Os ions ferro agem como
catalisadores da conversao de hidroperéxidos lipidicos (LOOH) em radicais LO’
e LO2 °, que, por serem potencialmente reativos, iniciam uma nova cadeia de
reacles, as quais podem ser rapidas ou lentas, de acordo com a valéncia do
ferro (FERREIRA, MATSUBARA, 1997).

2.6.2 Sistemas de Defesa Antioxidante

Este sistema ir& inibir e/ou reduzir danos causados pela acao de radicais livres
ou das espécies reativas nao radicais. Isto ocorrera através de diferentes

mecanismos de a¢do como:

- sistemas de prevencdo — impedir a formacédo ou radicais livres ou espécies
naoradicais;

- sistemas varredores — impedir a acéo desses;

- sistemas de reparo — favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas
bioldgicas lesadas (KOURY & DONANGELO, 2003).

O sistema antioxidante é dividido em enzimatico e ndoenzimético, este

constituido por varias substancias antioxidantes que podem ser de origem
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dietética ou endogena como, por exemplo, vitaminas A,C e E. Ja o sistema
enzimatico inclui as enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e
Glutationa Peroxidase (GPx). Elas agem através de mecanismos de prevencao
impedindo e/ou controlando a formacdo de radicais livres e espécies néo
radicais, envolvidos com a iniciacdo das reacdes em cadeira que culminam
com desenvolvimento e ampliagcdo do processo ocasionando danos oxidativos.
Algumas enzimas como, por exemplo, CAT e GPX atuam com 0 mesmo
propésito, o de impedir o acumulo de peréxido de hidrogénio, onde esta acao €
integrada e de grande importancia, pois através das reacfes de Fenton e
Haber-Weiss juntamente com a participagdo dos metais ferro e cobre, ocasiona
na geracdo do radical OH" (Figura 8) ndo havendo sistema de defesa
enzimatico (SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).

O referido radical (OHe) € o de maior potencial reativo e com extrema
instabilidade (vida média de 10 segundos). Possui caracteristicas que 0s
capacitam como o radical livre mais favoravel na producdo de danos oxidativos.
Além de ser o principal iniciador do processo de peroxidacdo lipidica, tendo
como consequéncia a alteracdo da funcao biolégica das membranas celulares,
esse radical é capaz de agir sobre as proteinas, alterando-as em relacdo a sua
estrutura e/ou funcdo biolégica (Welch, Davis, Eden, Aust, 2002). A acao da
GPx depende da manutencéo do ciclo redox da glutationa por meio do controle
da relacdo entre glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) conforme a

figura 9 (Rover, Hoehr, Vellasco, 2001).
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Figura 9: Integracao dos sistemas de defesa enzimaticos.

Fonte: Barbosa et al., 2010.
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2.6.3 Marcadores de Estresse Oxidativo

Através da producdo excessiva de radicais livres e/ou espécies reativas em
contrapartida com a capacidade de acdo de antioxidantes, € favorecido a
oxidacdo de biomoléculas, gerando metabdlitos especificos assim chamados
de marcadores de estresse oxidativo que podem ser identificados e
quantificados. Estes marcadores sdo derivados da oxidacdo de lipideos,
proteinas e Acido Desoxirribonucléico (DNA) (VINCENT, INNES, VINCENT,

2007). A tabela 2 mostra alguns dos marcadores do estresse oxidativo.

Tabela 2: Alguns dos marcadores do estresse oxidativo: descricéo e

fundamento.

klarcadores

DescricasFundamento

Referéndas

Denvados d2 cxdagdo de fpideas

MDA Aldeidos: produtos da oxidagio de lipidecs, o mats abundante, o Halllwell & Whiternan®;
MO, resulta da oxidarcao dos acidos graens As, ERA e DHA Kaymet
TEARS Quantificagio da formagan de MDA Vincent et &1
E-gplPGF, F2-soprastanos: dervados del A2, o mals reprasentativo @ o Mayne!!
B-epIPGF,
Etana e Pentano Hidrocarbonetos woildtels, produtos da oddacho dos Addos grakos Mayne?
n-3 e n-&
LDL-Gx Dana cxidatvo & moléoula transportadora de colestenol haymet
Demvados 03 oxidag3o de profainas
Carbonllos Resultado da ac3o das espécies reztvas sobre a5 cadelas lEterals  Halwell & whitemnan!
dos aminoaddos
3-Nitrotirosing Resultado da agao das ERON'S sobre 25 proteinzs Halliwell & whitemant:
klzymet’!
Denvados da axidagio de DA
8-0HOE fesultado da oxidag3o do aodo nudelco, guanina Hallmall & Whiternan®;
Vincent et &' Mayne™
5-HmdL Resultado da omdagao do ackdo nudsoo, tmina Maynal’
Capacidade antioxidante
TAS Antioddantes fotals presentes na amosta Vincent et &1
FRAP Anticeddantes que n3o contam ligagtes 5-H Wincent et &1
ORALC Antioxidante especifico, awallado por mele de provas de  wincent ef &1

fluorescénda

S-HLL S-Higronymeli-Z -Desuyuniaine: 3-2IPGF, [ Frostaglandin F2-A0E-8 soprostane: E-OHOE: S-Hidrm-2 -Denyguancsng A4 addo
graquidonico (C20:4y DNA: addo desadmibonuciicn: DHA. 30do dooosahexandion (C2 28] ERAC a0do eficosspentandioo (C2005) ERON'S. espa-
Cles Ieativas de i de niTogenc: FRUAP: femitin-rectang aniastEnt powarn: LIL-cos Iponteing de haia dersidace codada; MDA malondizideioo:
n-3; acioos granos da sére Hmega 2 n-6: 30oos graws da sérle dmega & ORAL: aaegen-radical absorbance capact)s 5-H: pontes de hidsogenio:
TAS: toEl antiogdant stafe; TRARS: thiobarbitunc reactive 30 sushstances.

FOrMte: Anaptacd o2 Barbosa et al ™)

Fonte: Barbosa et al., 2010.
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A interacdo de &cidos graxos poli-insaturados componentes das membranas
celulares com ERO é definida como um processo chamado de Peroxidacdo
Lipidica conforme Reed, 2011. Esta PL resulta em uma desorganizacao
estrutural das membranas com a consequente faléncia dos mecanismos de
trocas ibnicas entre os meios intra e extracelular contribuindo para a perda da
seletividade das membranas podendo levar a morte celular (Halliwell
&Gultteridge, 2000). Entre os produtos finais da PL estdo os acetaldeidos tais
como o malondialdeido (MDA) (Rosenet al., 1999). O MDA é uma das espécies
reativas ao acido tiobarbitlrico (TBA) e sua quantificacdo pode ser realizada
através do método conhecido como TBARS (espécies reativas ao TBA)

(Ohkawaet al., 1979).

2.7 HIPERGLICEMIA E ESTRESSE OXIDATIVO

A hiperglicemia estimula a producdo de radicais livres que conduz ao dano
celular. A oxidacdo em organismos vivos é um processo essencial durante a
producdo de energia para 0s processos biolégicos (Hemmati et al., 2016). Com
isso, 0 aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) contribuem para a
fisiopatologia de diversas doengas, como o diabetes e doencga cardiovascular
(Hemmati et al., 2016). O estresse oxidativo pode desempenhar também um
papel importante na sindrome metabdlica, onde é indicado pela presenca de
varios marcadores bioldgicos oxidativos (Hemmati et al., 2016).Dentre os
diversos mecanismos que relacionam diretamente a hiperglicemia e EO estao
0s processos de auto-oxidacdo da glicose, glicacdo ndo enzimatica e ativacao

da via dos poliois.

2.7.1 Auto-oxidacéo da glicose

E uma reacdo auto-oxidativa da glicose com a subsequente producido de
EROs. A elevacdo cronica da glicemia favorece a auto-oxidacdo da glicose,
sendo que os acUcares oxidados reagem com componentes lipoproteicos e
receptores de membrana, estimulando a formacdo de O2e- e H202. Além

disso, 0 excesso de glicose circulante aumenta a taxa de respiracao celular
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com concomitante aumento da produgdo de O2e- (Wajchenberg, 2002;
Giacco&Brownlee, 2010).

2.7.2 Glicacao néo enzimatica

Acucares redutores como a glicose, sao capazes de se ligarcovalentemente em
uma reacdo ndo enzimatica aos grupos amino livres de proteinas, em um
processo chamado de glicacdo (Nguyenet al., 2006). Este processo resulta em
alteracdes estruturais e funcionais de proteinas, lipidios e acidos nucleicos. A
reacdo entre a glicose ou outros agucares redutores com proteinas € conhecida
como reacao de Maillard e o produto final desta reacdo resulta na formacao
irreversivel dos chamados ‘Produtos Finais de Glicacdo Avancada’ (AGEs de
‘AdvancedGlycationEndProducts’) (Bierhaus et al., 1998; Mohamed et al.,
1999). EROs também séo geradas durante a formacdo dos AGEs e provocam
um ciclo de auto perpetuacéo (Kassab &Piwowar, 2012). Por ser um processo
nao enzimatico, a extensao da glicacdo de proteinas depende essencialmente
da concentracdo de glicose sanguinea sendo, portanto, minimo em condi¢des
fisiologicas, mas aumentando dramaticamente nos dois tipos de DM (Nguyenet
al., 2006).

2.7.3 Ativacao da via dos polidis

Os aldeidos toxicos nesta via, para as células, sao reduzidos a alcodis inativos
(Brownlee, 2005). Em situacfes fisiolégicas normais as enzimas desta via
possuem baixa afinidade pela glicose, porém em concentragdes intracelulares
elevadas a glicose é desviada e sofre metabolizacdo por esta via (Brownlee,
2005). A via dos polidis ocorre basicamente duas reacdes, uma catalisada pela
enzima aldoseredutase e outra pela sorbitoldesidrogenase. A reducao da
glicose a sorbitol é catalisada pela aldoseredutase, que utiliza nicotinamida
adenina dinucleotidio fosfatada reduzida (NADPH) como coenzima (Kassab
&Piwowar, 2012). O aumento da atividade desta enzima resulta na deplecdo
dos niveis intracelulares de NADPH e por consequéncia de glutationa reduzida
(GSH), necessaria para manter a atividade da enzima glutationaperoxidase

(Kassab &Piwowar, 2012), reduzindo assim a atividade antioxidante celular.
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A oxidacao do sorbitol a frutose consiste na segunda etapa da via dos polidis,
onde catalisada pela sorbitoldesidrogenase, a qual utiliza nicotinamida adenina
dinucleotideo oxidada (NAD) como cofator (Hammeset al., 2003). A deplecdo
intracelular de NAD acaba por interferir na via glicolitica, resultando em uma
diminuicao dos niveis intracelulares de 2,3 difosfoglicerato, o qual desempenha
um importante papel na regulagéo e ligagdo do oxigénio aos tecidos devido a
sua alta afinidade por hemoglobina (Nakamura et al., 1995). Assim, baixas
concentracbes de 2,3-difosfoglicerato dificultam o transporte/liberacdo de
oxigénio aos tecidos e levam a um estado de pseudo - hipdxia hiperglicémica, o

que também contribui para aumentar os niveis de radicais livres.



3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de uma dieta rica em sacarose na forma de acucar mascavo ou

acucar cristal utilizando modelo de Drosophilamelanogaster

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do consumo de dietas ricas em sacarose na forma de acglcar

cristal ou acucar mascavo sobre:

- a atividade das enzimas Superéxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e
GlutationaPeroxidase (GPx) em machos e fémeas eclodidas das diferentes
dietas e concentracoes;

- marcadores de estresse oxidativo (TBARS e Carbonilagdo de Proteinas) em
machos e fémeas eclodidas das diferentes dietas e concentracoes;

- 0s niveis de Glicose em machos e fémeas eclodidas das diferentes dietas e
concentracoes;

- quantificacdo de Ferro em machos e fémeas eclodidas da dieta com acucar

mascavo nas diferentes concentragdes.



4. ARTIGO CIENTIFICO

Os resultados que fazem parte desta dissertagcéo estao apresentados sob a
forma de artigo cientifico. As sec6es Materiais e Métodos serdo apresentados
nesta dissertacdo. Resultados, discusséo e concluséo poderao ser acessados

futuramente no endereco:

http://lattes.cnpq.br/1550824274358660

4.1 INTRODUCAO

Sacarose ou acucar é um dos alimentos mais consumidos do mundo, onde a
nutricdo humana sofreu mudancas intrigantes ao longo dos ultimos dias. O
excesso de consumo contribuiu para um desequilibrio nutricional causando um
aumento acentuado da prevaléncia de doencas crdnicas. Varios estudos
referentes aos nutrientes de uma dieta com func¢des fisiol6gicas, bem como a
eficacia das intervencdes nutricionais, aumentaram significativamente
(Patterson et al., 1994; Drewnowski et al., 1996). A complexidade da dieta e
seu uso estao relacionados a condicdes cronicas e manifestacdes de doencas,
onde o consumo de excesso de acucar esta associado a um risco aumentado
de obesidade (Olsen, Heitmann, 2009), bem como ao aumento das doencas
cardiovasculares (DCV) (Bray, 2012), incluindo dislipidemia (Marckmann,
2000), hipertensao arterial, diabetes, figado gordo n&o alcodlico e cancer
(Cantley, 2014). O agucar ndo so6 satisfaz o sabor de uma pessoa para um
doce, mas rapidamente o satisfaz, sendo usado para aumentar o gosto de
muitos alimentos. Atualmente, diferentes tipos de acucares sdo produzidos,
cristal refinado, cristal branco, demerara e mascavo, entre outros, todos
dependentes das etapas do processo de obtencdo. Como resultado, algumas
questdes devem ser avaliadas: qual o melhor tipo de acucar a ser consumido?
Quais séo os efeitos do consumo excessivo? Sizer e Witney (2014) estudaram
0 aclcar mascavo e suas potencialidades. No entanto, alguns estudos foram

desenvolvidos para avaliar os efeitos adversos e/ou os efeitos benéficos do
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consumo de agucar mascavo em relagdo ao acucar "branco” do tipo "Crystal”,
e é necessario intensificar os estudos para avaliar o consumo destes agucares.
Drosophila melanogaster (D. melanogaster) tem sido utilizado como modelo
para estudar varias patologias humanas, como as relacionadas a disturbios
metabdlicos, como obesidade e diabetes (Bharucha apud Ecker et al., 2017,
Morris et al., Ecker et al. , 2017). Seu crescimento e reproducao é o melhor e
mais facil de manter no laboratorio sdo caracteristicas que fazem de D.
melanogaster um sistema modelo ideal para abordar questbes biologicas
inovadoras, incluindo a satde humana (Mufioz-Soriano e Paricio, 2011; Pandey
e Nichols, 2011). D. melanogaster exibe estrutura e mecanismos
neuroendocrinos que se assemelham aos encontrados em mamiferos (Nusse,
Kim e Rulifson, 2002), como a DM possui células produtoras de insulina (IPC),
peptideos semelhantes a insulina (DILPs) e receptor (InR); Conservando as
vias de sinalizacdo molecular do fator de crescimento de insulina-insulina
(Musselman et al., 2011). Alguns estudos mostraram que o alto consumo de
acucar provoca fenétipos resistentes a insulina em D. melanogaster que
representam a fisiopatologia do DM tipo 2 em seres humanos (Morris et al,
2012 e Pasco; Leopold, 2012). Algumas caracteristicas deste tipo de diabetes
ocorrem através de deposicdo de gordura, glicose circulante elevada,
resisténcia a insulina, fecundidade reduzida e a duracdo da DM adulta (Morris
et al, 2012 e Pendse, 2013). Devido a estas caracteristicas, D. Melanogaster foi
utilizado como modelo para estudar os efeitos causados pelo excesso de
consumo de acUcares castanhos e cristalinos, como defesas antioxidantes e

estresse oxidativo.

4.2 MATERIAIS E METODOS

Reagentes Quimicos

Tampao de fosfato 0,05 M pH 7,4, hidrato de sal monossédico do acido 3- (2-
piridil) -5,6 difenil-1, 2, 4-triazina-p, p-disulfonico, hidroperéxido de cumeno, 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH ), Quercetina, foram obtidos da Sigma (St. Louis,
MO, EUA). Todos os outros reagentes comerciais foram de alto grau analitico.
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Amostra

O acgucar cristal e o aclucar mascavo foram comprados na cidade de
Uruguaiana (Brasil). O acgucar no estado solido foi utilizado em todos os
experimentos e misturado com farinha de milho média, grossa, leite em po, sal

e germe de trigo.

Estoque de Drosophila Melanogaster

Drosophila melanogaster (DM) de tipo selvagem (estirpe Harwich) foram
obtidas no National Stock Stock Center (Bowling Green, OH, EUA). As moscas
foram mantidas e cultivadas em meio de farinha de milho (fermento de cerveja
de 1% pl/v, sacarose a 2% p/v, 1% p/v de leite em po, 1% p/v de agar e 0,08%
p/p de nipagin) a uma temperatura e umidade constantes (22 £ 1 ° C, 60% de
humidade relativa, respectivamente), submetidos a um ciclo de 12 h

claro/escuro até o tratamento.

Tratamento das Drosophila Melanogaster

As moscas masculinas e femininas foram tratadas de acordo com Sudatti et al.
com algumas modificacdes. As moscas foram divididas em grupos de controle,
5% de acucar, 10% de acuUcar, 20% de acucar, 30% de aclucar e 40% para
acucares de cristal e mascavo, respectivamente. Apds o tratamento, as moscas
foram anestesiadas no gelo por aproximadamente 1 minuto e separadas em

machos e fémeas para estudos posteriores.

Preparacdo de homogeneizado

Cerca de 20 moscas de cada grupo (macho e fémea) foram homogeneizadas
em tampao de fosfato, trituradas e centrifugadas a 3000xg durante 10 minutos
em equipamentos centrifugos refrigerados a 4° C. Apo6s centrifugacdo das
amostras, o sobrenadante foi utilizado para os testes. Todas as experiéncias

foram realizadas em triplicata.
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Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada de acordo com o
meétodo proposto por Misra & Fridovich (1972). A analise cinética de SOD foi
medida a 480 nm e os resultados foram expressos como unidades/mg de

proteina.

Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da Catalase (CAT) foi medida por espectrofotometria de acordo
com o método proposto por Aebi (1984). A analise cinética da catalase foi
iniciada apos a adicdo de H202 e a reacdo foi determinada a 240 nm. Os
resultados foram calculados utilizando o coeficiente de extincdo de H202,

corrigido pelo teor de proteina expresso em nmol H202/mg de proteina/min.

Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A Glutationa Peroxidase (GPx) foi medida de acordo com Pinto e Bartley (Pinto
RE & Bartley W, 1969) usando um kit Ransel Randox®.

Determinacédo de proteinas

A determinacdo da proteina foi medida pelo método de Bradford (1976)

utilizando albumina de soro bovino como padréo.

Peroxidacao lipidica

A peroxidacao lipidica foi medida de acordo com Ohkawa et al. [OHKAWA et
al., 1979]. Em resumo, adicionando amostras de S1 (100 pL) a um meio
contendo 8,1% de dodecilsulfato de sddio, tampéao de acido acético (pH 3,5) e
solucéo aquosa a 0,8% de acido tiobarbitirico. O meio estava aquecendo a 95
°C durante 60 minutos e o pigmento vermelho produzido foi medido por
espectrofotometria a 532 nm. Os resultados foram calculados utilizando uma
curva padrdo construida com malondialdeido (MDA) em concentracdes
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conhecidas e corrigida pelo teor de proteina. Os resultados foram expressos

como nanomoles de MDA por miligrama de proteina.

Niveis de proteina carbonil

Os niveis de proteina de carbonilada foram determinados de acordo com o
método proposto por Levine et al. (1990). Os grupos carbonil nas cadeias
laterais da proteina foram derivatizados, a 2,4-dinitrofenil-hidrazona (DNPH)
por reacdo com 2,4-dinitrofenil-hidrazina. Os resultados foram expressos como

nanomoles de carbonil por miligrama de proteina.

Nivel de ferro no agicar mascavo

A determinacéo do ferro no agucar mascavo foi feita de acordo com o kit de
andlise colorimétrica de ferro (métodos Ferrozine) (kit Vida Biotecnologia - Belo
Horizonte/Brasil) onde o ferro é liberado da transferrina em meio &cido
tamponado e reduzido a ions ferrosos por tioglicol acao. O acido 3- (2-piridil) -
5,6-bis (4-fenilsulfénico) -1,2,4-triazina reage com estes ions para formar um
complexo de coloracao rosa, com intensidade proporcional a concentracdo de
ions Fe presentes em a amostra. O seu pico de absorcéo no espectrofotémetro
UV / VIS é de 565 nm.

Niveis de glicose

Os niveis de glicose foram medidos com kit comercial (Bioclin®, Lagoa Santa,

Minas Gerais, Brasil).

4.3 RESULTADOS, DISCUSSAO E CONCLUSAO

Resultados, discusséo e conclusao disponiveis em:

http://lattes.cnpqg.br/1550824274358660
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo teve como propdsito avaliar os efeitos de uma dieta
hiperglicémica com acucar cristal ou aclcar mascavo em Drosophila
melanogaster adulta frente a marcadores de estresse oxidativo. Os resultados
preliminaresdemonstram que o0 agUcar mascavo deve ser consumido com
moderagdo, apesar de ser um produto mais natural (menos processado) em

relacdo ao cristal, pois em altas concentracdes pode ocasionar dano oxidativo.



6. PROPOSTAS FUTURAS

Como uma alternativa para reduzir os niveis de marcadores de estresse

oxidativo, iremos:

- avaliar a capacidade de um antioxidante com caracteristicas anti-

hiperglicémica, como o fitol;

- avaliar os efeitos do extrato de Bougainvillea glabra com intuito de reduzir os

niveis de dano oxidativo e aumentar as defesas antioxidantes.
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