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RESUMO

Objetivo: O objetivo desse trabalho foi avaliar as alteragdes comportamentais e

bioquimicas induzidas por uma dieta hiperglicidica em Drosophila melanogaster.

Métodos: Foram utilizadas moscas adultas fémeas, com até 3 dias de idade,
divididas em quatro grupos de 50 moscas cada: (1) dieta padrdo, (2) dieta
hiperglicidica 10%, (3) dieta hiperglicidica 30%, (4) dieta hiperglicidica 40%. As
moscas foram expostas as respectivas dietas durante 10 dias. Para as dietas
hiperglicidicas foi adicionado sacarose na dieta padréo nas concentracdes de 10, 30
e 40 %. Foram avaliados a mortalidade, o peso corporal no inicio e no fim do
experimento a fim de verificar o ganho de peso e ao final dos 10 dias foram
avaliadas a atividade locomotora utilizando o teste de geotaxia negativa e o teste de
campo aberto. Ao término do experimento as moscas foram crioanestesiadas,
eutanasiadas e homogeneizadas para realizacdo das andlises de glicose e

triglicerideos.

Resultados: Nossos resultados demonstram que a ingestdo da dieta hiperglicidica
culmina em aumento de peso, bem como elevacdo dos niveis de glicose e
triglicerideos em Drosophila melanogaster, nas concentracdes de 30% e 40% de
sacarose. A dieta hiperglicidica teve um impacto negativo no comportamento
locomotor das mesmas, houve reducdo da mobilidade, bem como aumento do

tempo de escalada e também uma reducéo do estimulo ao véo.
Concluséo: Este trabalho evidencia que a dieta hiperglicidica causou alteracdes
comportamentais e bioquimicas em Drosophila melanogaster, sendo assim um bom

modelo para o estudo de alteracdes metabdlicas tais como o diabetes mellitus tipo 2.

Palavras-Chave: glicose. Triglicerideos. Obesidade. drosophila. sacarose.



11

ABSTRACT

Objective: The objective of this study was to evaluate the behavioral and

biochemical changes induced by a hyperglycemic diet in Drosophila melanogaster.

Methods: Adult female flies up to 3 days old were divided into four groups of 50 flies
each: (1) standard diet, (2) hyperglycemia diet 10%, (3) hyperglycemia diet 30%, (4)
diet Hyperglycemia 40%. The flies were exposed to their respective diets for 10 days.
For the hyperglycemic diets, sucrose was added in the standard diet at
concentrations of 10, 30 and 40%. Mortality, body weight at the beginning and at the
end of the experiment were evaluated in order to verify the weight gain and at the
end of the 10 days the locomotor activity was evaluated using the negative geotaxia
test and the open field test. At the end of the experiment the flies were

cryoanestesized, euthanized and homogenized for glucose and triglyceride analyzes.

Results: Our results demonstrate that the ingestion of the hyperglycemic diet
culminates in weight gain as well as elevation of glucose and triglyceride levels in
Drosophila melanogaster at concentrations of 30% and 40% of sucrose. The
hyperglycemic diet had a negative impact on their locomotor behavior, reduced
mobility, as well as an increase in climbing time and a reduction in the stimulus to
flight.

Conclusion: This work evidences that the hyperglycemic diet caused behavioral and
biochemical changes in Drosophila melanogaster, being thus a good model for the

study of metabolic alterations such as type 2 diabetes mellitus.

Keywords: glucose. Triglycerides. Obesity. Drosophila. sucrose.
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INTRODUCAO

Os habitos dos brasileiros tem sido redefinidos mudanca no padréo alimentar
da populacéo, ocorrendo uma substituicio de alimentos nutritivos de menor
processamento e integrais por alimentos cal6ricos e pouco nutritivos, principalmente
gorduras saturadas e carboidratos *. Durante as Gltimas décadas, tem havido um
interesse crescente no papel que o consumo excessivo de carboidratos
desempenha no desenvolvimento de desordens metabdlicas, pois a associacdo
entre alimentacdo inadequada, ganho de peso e obesidade ja é bem reconhecida,
mas o papel do acglcar, consumido em quantidades cada vez maiores desde 0s
anos 1970, como gerador de obesidade e a associacdo com doencas crénicas nao
transmissiveis (DCNT) ainda é um assunto de grande controvérsia 2.

As doencas ndo transmissiveis sdo a principal causa de mortalidade, tendo
sido responsaveis, em 2012, por 38 (68%) dos 56 milhdes de mortes em todo o
mundo. Mais de 40% dessas mortes (16 milhdes) foram prematuras (isto €, antes os
70 anos de idade), 2. Entre essas doencas destaca-se o diabetes mellitus (DM) que
€ um grupo heterogéneo de distlrbios metabdlicos que apresenta em comum a
hiperglicemia, resultante de defeitos na acdo da insulina, na secrecao de insulina ou
em ambas. Dentre os tipos de DM, 0 mais comum € o tipo 2 (DM2), que ocorre em
cerca de 90% dos casos e é ocasionado por uma interacdo de fatores genéticos,
como a herdabilidade e fatores ambientais, tais como sedentarismo, envelhecimento
e dietas ricas em acucares e gorduras 3. Os efeitos relacionados a essa doenca
incluem danos a longo prazo, disfuncdo e faléncia de varios tecidos e 6rgaos,
especialmente olhos, rins, nervos, coracéo e vasos sanguineos *.

Nesse cenario, e diante da alta incidéncia dessa condi¢cdo metabdlica do DM
2 no Brasil, bem como dos agravos e indices significativos de morbimortalidade que
a doenca acarreta a populacdo atingida, reforca-se a necessidade de melhor
compreender os mecanismos e fatores que se relacionam diretamente com o seu
aparecimento, suas possiveis complicacdes e seu controle. Logo, sao relevantes os
acrescimos de conhecimento acerca das estratégias de enfrentamento de tal
distarbio.

Nesse contexto o interesse pelo uso de modelos experimentais alternativos
em pesquisas vem crescendo a cada ano. Entre esses modelos destaca-se, a

Drosophila melanogaster (mosca da fruta), que tem se mostrado uma alternativa
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promissora como modelo experimental para o estudo de doencas cronicas,
considerando que varias alterag6es metabdlicas relacionadas com a obesidade em
seres humanos podem ser observados na Drosophila melanogaster, devido a
semelhancas existentes entre varias vias de sinalizacdo pertencente aos mamiferos
> - Com base no exposto o objetivo desse trabalho foi avaliar as alteracées
comportamentais e bioquimicas induzidas por uma dieta hiperglicidica, afim de
verificar a viabilidade de um modelo de estudo experimental tipo diabetes em

Drosophila melanogaster.

METODOS

As Drosophila melanogaster tipo selvagem (estirpe Harwich) foram obtidas a
partir da Espécie Nacional da Center, Bowling Green, Ohio, USA. Foram utilizadas
moscas adultas fémeas, com até 3 dias de idade, mantidas em temperatura
controlada de 25°C a 30°C, com 60% de umidade em ciclos claro e escuro por 12
horas.

Divididas em quatro grupos de 50 moscas cada: (1) dieta padrdo, (2) dieta
hiperglicidica 10%, (3) dieta hiperglicidica 30%, (4) dieta hiperglicidica 40%. Para a
dieta padréo foi utilizada uma mistura padronizada nas concentracfes descritas de

acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 Composicao da dieta padréo

Ingrediente %

Farinha de milho M 34,02%
Farinha de milho G 42,53%
Gérmen de trigo 8,54%
Acucar 7,23%

Leite 7,23%

Sal 0,42%
Fermento em po 0,042%
Total 100%

Para as dietas hiperglicidicas foi adicionado sacarose nas concentracbes de
10, 30 e 40 %. As moscas foram expostas as respectivas dietas durante 10 dias.

A taxa de mortalidade foi avaliada por contagem diaria do nimero de moscas
sobreviveram até final do periodo experimental, (10 dias) cerca de 150 moscas por
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grupo foram incluidos nos dados de mortalidade e o nimero total de moscas
representa a soma das trés repeticdes (50 moscas / cada repeticao do tratamento).
Para a avaliacdo do ganho de peso, mediu-se 0 peso corporal no inicio e no
fim do experimento. A variacdo de peso corporal foi determinada comparando o peso
das moscas nas diferentes concentragdes de sacarose com 0 grupo controle.
Ao final do periodo experimental (10 dias), foram avaliadas a atividade

6 onde o

locomotora utilizando o teste de geotaxia negativa, de acordo com
desempenho das moscas alimentadas com dieta padréo e dieta hiperglicidica foi
investigado. Para avaliagéo do teste geotaxia negativa, dez moscas alimentadas
com dieta padréo e dieta hiperglicidica foram imobilizadas sob anestesia leve com
gelo e colocadas separadamente em um recipiente vertical (15 cm de largura e 1,5
cm de didametro). Depois de 30 minutos de recuperacdo da anestesia, as moscas
foram depositadas na parte inferior do recipiente e o tempo que ela levou para
alcancar a altura de 8 cm foi cronometrado. Os testes foram repetidos cinco vezes
para cada mosca em intervalos de um minuto. Os resultados sédo apresentados na
meédia de tempo de cinco avaliagdes independentes.

Para avaliacdo da capacidade exploratoria foi realizado o teste de campo
aberto, onde 5 moscas foram usadas em cada grupo e estas foram mantidas em
uma placa de petri coberta, dividida em quadrantes de 1 centimetro. A trajetéria
resultante foi registrada por cronébmetro digital durante um minuto (60 segundos), de
acordo com o numero de quadrados explorados por cada mosca analisada. O
namero total de moscas (60), representa a soma das repeticbes independentes.
Metodologia conforme descrito por ’.

Apos o periodo do experimento as moscas foram crioanestesiadas,
eutanasiadas e homogeneizadas para realizacdo das analises de glicose e
triglicerideos, avaliados através de Kits comerciais (LABTEST — MG / Brasil). Todos
0s ensaios foram realizados em quatriplicata.

A analise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism,
utilizando ANOVA de uma via, seguido pelo teste post-hoc de Newman-Keuls com

valor de significancia de p<0,05.

RESULTADOS
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A dieta hiperglicidica causou aumento significativo das taxas de mortalidade e
aumento do peso corporal quando comparadas ao grupo controle. Na figura 1A o
indice de mortalidade do grupo controle foi em média 23,3% enquanto nas dietas
hiperglicidicas esses indices se elevam para 41,27%, 37,27% e 44,18 %
respectivamente. Na figura 1B podemos observar o aumento de peso corporal das
moscas expostas as dietas padrdo e hiperglicidicas nos 10 dias de experimento,
onde o grupo com dieta 10% de sacarose aumentou de peso apenas 5% em relacdo
ao grupo controle, porém os grupos com dietas 30% e 40% de sacarose diferem
significativamente do grupo controle com aumento de peso corporal 176,62% e
162% respectivamente.
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Fig. 1. Efeito da dieta padrao e dieta hiperglicidica (com adi¢cao de sacarose 10, 30 e 40 %)
no metabolismo de Drosophila melanogaster. Figura 1 A, indice de mortalidade. Figura 1 B,
ganho de peso corporal em relacdo ao grupo controle. Os valores sdo média + desvio
padrdo (n = 50 moscas por experimento, quatro experimentos independentes foram
realizados). * Diferenca significativa em relagéo ao grupo controle.

Conforme visto na Figura 2 a exposicdo das moscas a uma dieta
hiperglicidica teve um impacto negativo no comportamento locomotor das mesmas.
No teste de campo aberto (Figura 2 A) houve reducdo da mobilidade das moscas
tratadas com a dieta hiperglicidica quando comparadas a dieta padrao. As moscas
alimentadas com dieta hiperglicidica 10%, 30% e 40% tiveram mobilidade de 2 a 4
vezes menor que as moscas alimentadas com dieta padrdo. No teste de geotaxia
negativa, (Figura 2 B), as moscas expostas a dieta hiperglicidica tiveram um

aumento do tempo de escalada e também uma reducdo do estimulo ao v6o, todos



16

0S grupos experimentais (10%, 30% e 40%) diferiram estatisticamente do grupo
controle (dieta padréo), sendo que no grupo com 40% de sacarose houve um

aumento no tempo de escalada 7 vezes maior quando comparado com 0O grupo

controle.
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Fig. 2. Efeito da dieta padréo e dieta hiperglicidica (com adicdo de sacarose 10, 30 e 40 %)
na dieta padrédo, na atividade locomotora e exploratéria de Drosophila melanogaster (Figura
2 A) no teste de campo aberto e (Figura 2 B) na geotaxia negativa. * Diferenca significativa

em relagdo ao grupo controle.

Nossos resultados demonstram que a ingestdo das dietas hiperglicidicas
culmina em aumento dos niveis de glicose e aumento dos niveis de triglicerideos em
Drosophila melanogaster (Figuras 3 A e 3 B). Na andlise dos niveis de glicose
gquando comparado com o grupo controle (dieta padrdo) o grupo com 10% de
sacarose, nao diferiu significativamente, aumentando somente 3,25% o0s niveis,
entretanto os grupos 30% e 40% aumentaram 60,42% e 57,74% os niveis de
glicose em relacédo ao grupo controle. Na analise de triglicerideos o grupo com dieta
10% de sacarose também nao diferiu significativamente do grupo com dieta padréo,
porém aumentou os niveis em 9,14%, os grupos experimentais 30% e 40% de
sacarose obtiveram um aumento nos niveis de triglicerideos de 53,65% e 33,84%

respectivamente.
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Fig. 3. Efeito da dieta padrao e dieta hiperglicidica (com adicdo de sacarose 10, 30 e 40 %)
no metabolismo de Drosophila melanogaster. Figura 3 A, niveis de glicose. Figura 3 B,

niveis de triglicerideos. * Diferencga significativa em relag&o ao grupo controle.

DISCUSSAO

Os resultados desse estudo indica que a ingestdo de dieta hiperglicidica
contendo sacarose causou alteracbes no metabolismo de Drosophila melanogaster.
A sacarose ingerida nas maiores concentracdes (30% e 40%), causou aumento da
mortalidade, aumento de peso corporal, redu¢cdo do desempenho locomotor e
exploratdrio, assim como elevacao dos niveis de glicose e triglicerideos.

De acordo com a literatura, determinados pesquisadores criaram modelos
para estudar diabetes através de dietas hiperglicidicas, com o intuito de analisar os
efeitos do excesso de aclicar no metabolismo de Drosophilas & °*°, Alguns estudos
realizados com moscas adultas e larvas, relatam que as moscas alimentadas com
uma dieta de alto teor cal6rico desenvolvem hiperglicemia, uma caracteristica de
diabetes em seres humanos, o qual é tipicamente marcado em moscas da fruta
como um aumento de glicose e trealose, 0 aclUcar de circulagdo primaria no
organismo das moscas ®. Em nosso estudo observamos que nas maiores
concentracbes de sacarose (30% e 40%) ocorreu 0s maiores niveis de glicose
corporal, o nivel glicémico foi mais intenso nas moscas que foram alimentados com
dieta hiperglicidica 40%, o que sugere um alcance da glicemia semelhante ao que é
observado em moscas resistentes a insulina.

O aumento do nivel glicémico em dietas hiperglicidica ja foi descrito
anteriormente na literatura e o resultado esta de acordo com *, que relata em seu
estudo que dietas hiperglicidicas desequilibram a homeostase metabdlica em

Drosophila melanogaster, além de promoverem fenoétipos de obesidade e resisténcia
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a insulina. Além disso, uma das complicacbes metabdlicas graves de diabetes é
cetoacidose, o que pode resultar em niveis de glicose circulante excepcionalmente
elevados °®.

A maior parte das enzimas metabdlicas em mamiferos sdo conservadas em
Drosophil,. por exemplo, os genes que regulam a absorcdo de lipidios, transporte,
armazenamento e mobilizacdo s&o todos bem conservados ''. De acordo com °
dietas hiperlipidicas resultam em reducdo do desempenho locomotor, aumento da
mortalidade e aumento do peso corporal em Drosophila, sendo que a obesidade é
uma das principais causas dessas alteragdes, estando diretamente ligada a reducao
do tempo de vida das moscas, pois os danos oxidativos podem favorecer processos
de danos celulares e processos inflamatorios. A obesidade causada pelo acumulo
de lipidios no tecido adiposo, € responsavel por desencadear o estresse celular, um
processo de Inflamag&o crbnica caracterizada por produgdo anormal das citocinas
pelo tecido adiposo 2. Nesse contexto, 0 aumento de massa corporal das moscas
foi resultante, provavelmente, do desenvolvimento da adiposidade, corroborando
com o quadro de obesidade, o que estd em conformidade com *3, que relata em seu
estudo um aumento de tecido adiposo em moscas expostas a dietas com altas
guantidades de sacarose.

Para determinar se a dieta hiperglicidica aumentou o armazenamento de
gordura em Drosophila, mediu-se os triglicérides, a principal forma de gordura
armazenada, em moscas e larvas. Houve um aumento significativo na porcentagem
de gordura corporal, em comparagcdo com as moscas alimentadas com dieta padréo.
O aumento do TAG foi semelhante ao observado por  que relata em seu estudo um
acumulo de triglicerideos em moscas alimentadas com dieta hiperglicidica quando
comparadas aos grupos alimentados com as dietas padréo.

Um importante resultado observado em nosso estudo e n&o relatado por
outros autores € que dietas hiperglicidicas, mesmo na menor concentracédo (10%),
levou a alteragcdes comportamentais relacionadas a locomocao, evidenciando que o
presente estudo fornece a primeira evidéncia de que o desenvolvimento da fadiga
neuromuscular relacionada ao estresse metabdlico é acelerado em Drosophila

melanogaster com fenétipos de obesidade e diabetes mellitus tipo 2.
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CONCLUSAO

Este trabalho evidencia que a inducdo de dieta hiperglicidica em Drosophila
melanogaster causou alteracdes comportamentais relacionadas a locomocéo assim
como o ganho de peso e aumento nos niveis de glicose e triglicerideos, sendo assim

um bom modelo para o estudo de alteracdes metabdlicas tais como o DM2.
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