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Disfuncbes associadas a dietas com alimentos ultra processados, ricas em
carboidratos e biologicamente inadequadas sdo cada vez mais evidenciadas na
literatura. Obesidade, sindrome metabdlica e Diabetes mellitus tipo Il estdo entre
as alteracdes metabdlicas mais recorrentes e comprometedoras. O DM é um fator
de risco para o desenvolvimento de alteracdes neuroldgicas, como o mal de
Alzheimer e a Doenca de Parkinson. Diversos modelos animais tém sido utilizados
para se estudar os mecanismos envolvidos em sindromes metabdlicas e
comprometimentos neurodegenerativos. Dentre esses modelos citamos a
Drosophila melanogaster, conhecida como a mosca da fruta. Esse animal tem se
destacado pela semelhanca existente entre o seu sistema enddocrino com o dos
mamiferos. Sendo assim, este estudo teve por objetivo avaliar os efeitos de uma
dieta rica em sacarose sobre 0 comportamento associado a neurodegeneracao em
moscas. Para isso, as moscas foram alimentadas com uma dieta padronizada, em
diferentes concentracfes de sacarose, sendo: 5% sacarose (controle), 10%, 20% e
40% sacarose. Foi ofertada 300ul diariamente da dieta durante cinco dias, usando
0 método de alimentacdo Continuous Liquid Feeding (CLF). Os dados
demonstraram que as moscas expostas a dieta hiperglicidica tiveram redugéo no
tempo de vida. Em relacédo ao parametro de peso as moscas nao tiveram nenhuma

alteracao. A dieta causou o aumento dos niveis de glicose e triglicerideos, no corpo



inteiro das moscas e também na hemolinfa e carcaca dos animais. Ainda, as
moscas que foram alimentadas com as concentragcbes de 40% sacarose
apresentaram os niveis de estresse oxidativo elevado. Essa alteracdo também foi
acompanhada pela a deplecédo significativa dos niveis de dopamina da cabecas
desses animais. Nosso estudo também demostrou que as moscas expostas a dieta
nas concentragcbes mais altas se sacarose apresentavam déficits de
comportamento locomotor e exploratério. Assim, consideramos que, as alteracdes
metabdlicas, como aumento dos niveis de glicose e triglicerideos, ocasionam o
acréscimo dos niveis de estresse oxidativo, que por sua vez levam a deplecédo dos
niveis de dopamina, também acreditamos que a reducdo dos niveis de dopamina
possivelmente precede os danos locomotores observados. A partir do exposto,
nossa pesquisa contribui com outros estudos no intuito de compreender o
envolvimento da sindrome metabdlica e o surgimento das doencas neurolégicas.
Afim de elucidar essa questao, temos como perspectiva futuras, 1: avaliar alguns
genes que estejam envolvidos na sinalizacdo da insulina como os dilps (2, 3 e 5),
CHICO, Inr; 2: avaliar a toxidade da dieta hiperglicidica sobre marcadores
inflamatorios em Drosophila melanogaster e 3: avaliar o reposicionamento de

farmacos no tratamento do DM tipo Il

Palavras-Chave: Dieta hiperglicidica; Dieta liquida, Doencas neurodegenerativas;

Mosca da fruta; Sindrome metabdlica.
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The dysfunctions caused by the excessive consumption of hyperglycidic and / or
biologically distorted diets in the long term promote the development of obesity,
characterized as excessive accumulation of fat in the body and is related to the
appearance of the metabolic syndrome and type Il Diabetes mellitus (DM). DM is a
risk factor for the development of other pathologies, such as Alzheimer's disease
and Parkinson's disease. Several animal models have been used to study the
mechanisms involved in metabolic syndromes and neurodegenerative diseases.
Among these models we mention Drosophila melanogaster, known as the fruit fly.
This animal has stood out due to the similarity between its endocrine system and
that of mammals.Thus, this study aimed to evaluate the effects of a diet rich in
sucrose on the behavior associated with neurodegeneration in flies. For this, the
flies were fed a standardized diet, in different concentrations of sucrose, being: 5%
sucrose (control), 10%, 20% and 40% sucrose. 300ul of the diet was offered daily
for five days, using the Continuous Liquid Feeding (CLF) method. The data
demonstrated that flies exposed to a high-glycemic diet had a reduced life span.
Regarding the weight parameter, the flies had no changes. The diet caused an
increase in the levels of glucose and triglycerides, in the whole body of the flies and
also in the hemolymph and carcass of the animals. Also, the flies that were fed with
concentrations of 40% sucrose showed high levels of oxidative stress. This change
was also accompanied by significant depletion of dopamine levels in the heads of
these animals. Our study also showed that flies exposed to the diet in the highest



concentrations had sucrose deficits in locomotor and exploratory behavior. Thus,
we consider that metabolic changes, such as increased levels of glucose and
triglycerides, cause an increase in oxidative stress levels, which in turn lead to
depletion of dopamine levels in the head of flies. We also believe that the reduction
in dopamine levels possibly precedes the observed locomotor damage. Based on
the above, our research contributes to other studies in order to understand the
involvement of the metabolic syndrome and the emergence of neurological
diseases. In order to elucidate this issue, we have the future perspective, 1. to
evaluate some genes that are involved in insulin signaling, such as dilps (2, 3 and
5), CHICO, Inr; 2: to evaluate the toxicity of the hyperglycidic diet on inflammatory
markers in Drosophila melanogaster and 3: to evaluate the repositioning of drugs in

the treatment of type Il DM.

Keywords: Hyperglycidic diet; Liquid diet, Neurodegenerative diseases; Fruit fly;

Metabolic syndrome.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Ciclo de vida Drosophila melanogaster............ccccovviiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 25
Figura 2 — Aparato do Metodo CLF ... 28
MANUSCRITO

Figure — GraphiC SUMIMAIY .........uuuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiieiieieebie bbb 36
Figure 1 — Evaluation of the survival parameters of D. melanogaster ..................... 42
Figure 2 — Evaluation of body weight parameters in D. melanogaster.................... 43
Figure 3 — Analysis of glucose levels in the body of D. melanogaster .................... 44
Figure 4 — Analysis of glucose levels in hemolymph the of D. melanogaster.......... 44
Figure 5 — Analysis of glucose levels in the carcass of D. melanogaster ................ 45
Figure 6 — Analysis of triglyceride levels in the body of D. melanogaster................ 46

Figure 7 — Analysis of triglyceride levels in the hemolymph of D. melanogaster .....46

Figure 8 — Analysis of triglyceride levels in the carcass of D. melanogaster ........... 47
Figure 9 — Evaluation of dopamine levels in D. melanogaster ..............cccccuvvvennnne. 48
Figure 10 — Evaluation of levels TBARS in D. melanogaster..............cccoovvvveeennnnns 48
Figure 11 — Evaluation of Open Field in D. melanogaster ............ccccuvviiviiiiiiiinnnnnnee 49
Figure 12 — Negative geotaxis rating in D. melanogaster............cccccvvviieiieeeeeeeennns 50

Figure 13 — Analyze thermal tolerance in D. melanogaster...........cccccccceeeiiieeeeeennnnn, 51



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Riscos de fatores acerca da Sindrome metabdlica .............ccccccceeeeeen. 18
Tabela 2 — Caracteristicas da DA e DP sob aspectos humano e animal ................ 29
Tabela 3 — Principais radicais livres e radicalares ...........ccccuuvviiiiiiieiieeeiiiiiie e, 31
MANUSCRITO

Tabela 1l —Tabela NULHCIONAL. ...... . 38



LISTA DE ABREVIATURAS

CLF — Continuous Liquid Feeding
DA — Dopamina

DM — Diabetes mellitus

DNs — Doencgas neurodegenerativas
DP — Doenca de Parkinson

EO — Estresse oxidativo

EROs — Espécies reativas do oxigénio
H202 — Perdxido de hidrogénio
HO2- — Radical hidroperoxil

HOCI — Acido Hipocloroso

MDA — malondialdeido

NTF — Neurofibrilares

0O2¢- — Anion superoxido

OHe- — Radical hidroxil

Rl — Resisténcia a insulina

RL — Radicais livres

RO2- — Radical peroxil

SM — Sindrome metabdlica

SNC - Sistema nervoso central
TBA — Teste do &cido tiobarbiturico

TBARS- Espécies reativas ao acido tiobarbiturico

10



11

SUMARIO
APRESENTACAO ..ottt ene 12
(R I0] 51U 07-Y 0 T 13
2 JUSTIFICATIVA ..ottt ettt ettt ettt st 14
BOBIETIVOS ...ttt 15
BLL GERAL ..ottt ettt ettt ettt ettt 15
B.2 ESPECIFICOS ...ttt 15
4 REVISAO DE LITERATURA ..ottt 15
4.1 DIETAS E DESORDENS METABOLICAS .......ooviiiiiieece e, 15
4.1.1 DIETA HIPERGLICIDICA ......ovoueitieee ettt 16
4.1.2 SINDROME METABOLICA .......cootiieeecteeeeeeeeee et 17
4.1.3 DIABETES MELLITUS ....oouiiiiceceeeee et 19
4.2 DOENCAS NEURODEGENERATIVAS ......coitiiieieeieece e, 20
4.2.1 DOENCA DE PARKINSON ......cocouiiiieiieeeeeeeeee et nan e, 21
4.2.2 DOENGCA DE ALZHEIMER .......coiitiieieiteeieeeeeeeee ettt 22
4.3 MODELO EXPERIMENTAL Drosophila melanogaster ..........ccccccovvvviiiiiiiiiennnnnn. 24
4.3.1 DIETA LIQUIDA OFERTADA PARA Drosophila melanogaster........................ 26
4.3.2 AVALIACAO DE COMPORTAMENTO EM Drosophila melanogaster ............. 27
4.4 AVALIACAO DE MARCADORES BIOQUIMICOS .......c.cooveeeieeieeeeeeeee e, 29
4.4.1 MARCADORES DE METABOLISMO.......ccociiiiieiieiieeeteeeeeee e, 29
4.5 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO ....cocouiiveieieeieeeeeeeee e, 30
4.5.1 DOPAMINA ....oooiiieieeee ettt ettt ettt ettt et en s 31
B RESULTADOS ...ttt ettt te et aeete s aeete s e e neeenene s 33
5.1 MANUSCRITO ..ottt ettt ettt eae e 33
B CONCLUSOES ..ottt ettt 59
7 PERSPECEPTIVAS ...ttt 60

B REFERENCIAS ..ottt ettt eae e 61



12

APRESENTACAO

Os resultados que compdem essa dissertacdo apresentam-se divididos em
trés partes. A parte |, item introducdo esta descrita uma revisdo sucinta acerca
dos temas trabalhados nesta dissertacdo, assim como a justificativa e objetivos.

Na parte Il encontram-se os resultados que fazem parte desta dissertacao
sob a forma de Manuscrito que abrangem as seguintes secodes: introducéo,
meétodos, resultados, discussdo, consideracdes finais e bibliografia. A secao
consideracdes finais e bibliografia referem-se apenas ao manuscrito.

Na parte lll, esta contida as secfes: conclusdes e referéncias. Esses dois
itens referem-se as conclusdes gerais da dissertagdo bem como, as citacdes

utilizadas no referencial tedrico que compde o item introducédo dessa dissertacao.
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1 INTRODUCAO

Os efeitos nocivos de dietas hiperglicidicas tem sido um fator preocupante
para a qualidade de vida, uma vez que estimula o desenvolvimento de sindromes
metabdlicas. A exemplo disso, o sobrepeso e a obesidade, ainda, o consumo de
dietas hiperglicidicas estédo associadas a outras disfuncdes, dentre elas destaca-se
o Diabetes mellitus (DM).

Dos tipos de diabetes existente o mais comum é o DM tipo Il, uma sindrome
metabolica multifatorial caracterizada por um quadro de hiperglicemia, no qual a
insulina ndo é capaz de conter o aumento dos niveis de glicose e esta associada
ao “desenvolvimento de varias complicagdes a curto e longo prazo (SALGUEIRO
et al., 2016).

A insulina desempenha inimeras funcgdes fisiolégicas e patofisioldgicas no
sistema nervoso central (SNC) e sua insuficiéncia compromete o funcionamento
adequado desse sistema. O dano cerebral pode resultar em falhas cognitivas,
como a concentracdo, autocontrole e seletividade de estimulos (LOPES et al.,
2011), sendo estas caracteristicas de doencas neurodegenerativas.

Similar ao que acontece em humanos, animais utilizados como modelos
experimentais, quando alimentados com dietas hiperglicidicas, apresentam
guadros parecidos com DM, como a resisténcia a insulina (FOLMER et al., 2002).
No entanto, ensaios com modelos animais vertebrados tém um elevado custo além
de restricdes relacionadas aos comités de ética animal. Sendo assim, existe uma
necessidade de modelos experimentais complementares.

Nesta vertente, surge como modelo alternativo a Drosophila melanogaster,
conhecida popularmente como mosca da fruta. Esse modelo experimental tem
baixo custo econdmico, alta taxa de reproducédo e facil manuseio (DOKE e
DHAWAL, 2015). A D. melanogaster foi utilizada pela primeira vez em 1900 por
Charles W. Woodworth para estudos genéticos. Ainda, é considerada um modelo
pratico para avaliar os distarbios do metabolismo, pois apresenta funcdes
metabdlicas semelhantes a dos mamiferos, incluindo a capacidade de manter a
homeostase da glicose (COLPO et al., 2018).

Além disso, mosca da fruta tem sido utilizada com sucesso em pesquisas

gue envolvem alteracdes metabolicas desencadeadas por dietas, com elevadas
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concentracdes de frutose (LUSHCHAK et al., 2011) e sacarose (MORRIS et al.,
2012; ROVENKO et al.,2015). Também € um modelo utilizado em estudo entre a
area da nutricdo e os mecanismos envolvendo doencas em humanos (ECKER,
2014). Ao considerarmos as doencas neurologicas humanas, as moscas
compartilham inimeros genes responséveis pela evolucdo destas desordens,
apresentando neurdnios dopaminérgicos que, quando lesados, ocasionam o
desenvolvimento de caracteristicas observadas em doencas neurodegenerativas
(SOARES et al., 2017). Com base no exposto, 0 objetivo desse projeto € investigar
os efeitos de uma dieta rica em sacarose sobre o comportamento da Drosophila

melanogaster associados a Doencas neurodegenerativas.

2 JUSTIFICATIVA

Sabe-se que o DM tipo Il € um distlrbio metabdlico crénico, cada vez mais
prevalente na sociedade moderna, o que pode levar a altos custos econémicos
para seu tratamento e controle. Ainda, esse disturbio pode ocasionar o
desenvolvimento de outras enfermidades, devido as suas complicacdes de curto a
longo prazo, como exemplo, o surgimento de doencas neurodegenerativas, dentre
essas 0 mal de Alzheimer e a doenga de Parkinson.

Da mesma forma, sabe-se da ampla utilizacdo da Drosophila melanogaster
como modelo experimental para os estudos da compreensdao envolvendo as
alterac6es da sindrome metabdlica desencadeada por dietas com alto teor de
sacarose. Esse modelo também tem sido bastante utilizado para estudar os
mecanismos envolvendo as doencas neurodegenerativas. Esse uso decorre, por
se tratar de um modelo que compartilha de inimeros genes analogos aos dos
mamiferos e apresentar as mesmas caracteristicas observadas em doencas
neurodegenerativas.

Sendo assim, o desenvolvimento desse estudo se justifica pelo fato da D.
melanogaster ser uma oOtima ferramenta para auxiliar a compreensao de
mecanismos envolvidos na génese de doencas relacionadas ao metabolismo,
favorecendo o desenvolvimento de estratégias que contrariem os efeitos danosos

do alto consumo de carboidratos.
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3 OBJETIVOS
3.1 -GERAL

> Analisar os efeitos de uma dieta rica em sacarose sobre o0

comportamento da D. melanogaster.

3.2 - ESPECIFICOS

>  Verificar os efeitos da dieta sobre os parametros de sobrevivéncia das
D. melanogaster;

>  Analisar os efeitos bioquimicos (glicose e triglicerideos) das dietas nas
D. melanogaster;

> Avaliar os niveis de marcadores oxidativos de uma dieta hiperglicidica
em D. melanogaster;

» Mensurar os danos causados pela dieta hiperglicidica sobre a rota
dopaminérgica em D. melanogaster;

> Determinar as implicagbes da dieta hiperglicidica sobre o

comportamento locomotor, em D. melanogaster.

4 REVISAO DE LITERATURA
4.1 DIETAS E DESORDENS METABOLICAS

A populacdo em geral do Brasil tem consumido 50% a mais de acgUcar do
gue o recomendado. Ainda, o Brasil esta em 4° lugar em consumo de alimentos
com alto teor de acucar. Dos 10% de consumo recomendado de acUcar, 0
brasileiro tem consumido 16,3% (OMS, 2019). E o consumo exacerbado de dietas
com alto teor de sacarose tem ocasionado no processo de desequilibrio nutricional,
como a alteragcbes metabdlicas devido ao aumento dos indices glicémicos
(SARTORELLI e CARDOSO, 2006).

Nos ultimos anos, estudos tem demostrado que muitas doencas cronicas
podem ser evitadas se tivermos uma alimentacdo equilibrada. A alimentacdo
adequada é caracterizada por conter concentracdo balanceada de proteinas,
carboidratos, lipidios entre outros componentes essenciais. Em contrapartida, o
consumo de alimentos com alto teor calérico e glicidico esta relacionado

diretamente no desenvolvimento de doencas crbnicas, como obesidade, doencas
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cardiovasculares, intolerancia a glicose e diabetes (SCHUSTER, OLIVEIRA e
BOSCO, 2015).

O alto consumo de uma dieta hiperlipidica gera o acumulo de acidos graxos,
em decorréncia a esse excesso pode promover o aumento do peso corporal
(LACERDA, BOCK e FUCHAL, 2015). Assim como, as exacerbadas ingestas de
alimentos hiperglicémicos ocasionam a resisténcia a insulina (SANTOS et al.,
2006). Ligados a esses fatores, evidéncias apontoam que perfil nutricional pode
ocasionar mudancas no metabolismo celular, incluindo a modulacdo dos genes

gue equilibram a estrutura, funcéo e sobrevivéncia (SCHWENK et al., 2013).

4.1.1 DIETA HIPERGLICIDICA

Dieta hiperglicidica é caracterizada pelo aumento excessivo de carboidratos.
Como descrito na literatura, os carboidratos sdo essenciais para a producao de
energia para o organismo e quantidade adequada de glicose no sangue. No
entanto, o consumo exagerado leva o alto indice glicémico, sendo prejudicial a
salde (LEMAN, 2006).

Vérios estudos mostraram os efeitos negativos de uma dieta com alto teor
caldrico, especialmente ao consumo de alimento com elevados indices glicémicos
(FOLMER et al., 2002; MORRIS et al., 2012). O consumo excessivo de acucar
pode levar ao desenvolvimento do desequilibrio nutricional e ainda, contribui para o
desenvolvimento acentuado de alteracbes metabdlicas, entre estas o sobrepeso,
obesidade, dislipidemia e DM (ROSINI et al., 2012).

J4 se sabe que o sobrepeso e a obesidade sdo em grandes proporcées
ocasionados pela alta ingestdo de dietas hipercaldricas e hiperglicidicas. O
acumulo de tecido adiposo ocorre através da lipogénese. Quando ha uma
guantidade alta de glicose no sangue o figado exerce a funcdo de captar esse
excesso e estocar em forma de glicogénio. Quanto maior for o acumulo de
glicogénio no figado maior sera a transformacdo em &cidos graxos e assim o
armazenamento nos adipécitos em forma de gordura (POLACOW e JUNIOR,
2006).

Por sua vez, o tecido adiposo é considerado um orgao endocrino, pois tem
funcdo de produzir substancias enddécrinas, que regulam o balanco energético

tendo uma repercussao nas fungdes corporais (PRADO et al., 2009). Nesse viés,



17

muitos estudos estdo sendo realizados para investigar os efeitos de dietas com alto
teor de sacarose sobre 0s parametros metabolicos dos seres vivos MORRIS et al.,
2012; ROVENKO et al., 2015).

4.1.2 SINDROME METABOLICA

A sindrome metabdlica (SM) € um grupo de anormalidades metabdlicas que
se caracterizam por fatores de risco cardiovasculares, associadas a resisténcia a
insulina, DM, e aumento da medida circunferéncia abdominal (NEVES e
MESQUITA, 2018). A SM esta ligada diretamente as principais complicacdes
ocasionadas pelo acumulo de tecidos adiposos (HOFFMAN et al., 2015). Ainda, a
SM ¢é considerada uma “constelacdo de fatores de risco metabdlicos”

(GRUNDY,2004). Esses fatores sdo mostrados na tabela abaixo:

Tabela 1: Mostra os fatores de riscos acerca da SM

Fator de risco da sindrome metabdlica

>  Circunferéncia abdominal elevada:

>  Elevag6es nos niveis de triglicerideos

> Alta densidade nos niveis de LDL

> Baixa densidade nos niveis HDL

> Pressao arterial elevada

>  Glicose elevada

Fonte: Autor. Embasado em GRUNDY, 2004

Segundo os critérios da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) ja esta bem
estabelecido que a Sindrome Metabdlica ocorre quando uma pessoa apresenta

pelo menos trés dos cinco critérios abaixo:

o Obesidade central - circunferéncia da cintura superior a 88 cm na mulher e

102 cm no homem:;
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o Hipertensdo Arterial - presséo arterial sistolica ® 130 e/ou pressdo arterial
diatélica 3 85 mmHg;

o Glicemia alterada (glicemia 3110 mg/dl) ou diagndstico de Diabetes;

o Triglicerideos 3 150 mg/dl;

o HDL colesterol £ 40 mg/dl em homens e £50 mg/dl em mulheres

A SM tem como base a resisténcia a acdo da insulina (hiperinsulinemia). A
insulina € um hormonio polipeptidico responsavel por captar a glicose do sangue e
direcionar para as células do organismo, e também exerce a¢cdes no metabolismo
de gordura. A produgéo e a liberagdo desse hormdnio ocorrem nas células 3 das
ilhotas pancreaticas em resposta aos niveis de glicose elevados no sangue. A
funcao principal da insulina é equilibrar a glicemia em situag¢des de “hiperglicemia”.
Esse horménio promove uma acao que aumenta a captacao da glicose sanguinea
pelas células de diferentes tecidos (MOREIRA, 2011).

A liberacdo da insulina ocorre quando estd junta ao receptor gque se
encontra na subunidade a, causando ativacdo da proteina tirosina quinase da
subunidade 3. Por meio da fosforilacdo, inUmeras proteinas substratos do receptor
de insulina sdo sendo ativadas, impulsionando a cascata de sinalizagdo como
fosfatidilinositol 3-quinase, que modulam a agédo da insulina (OLIVEIRA et al.,
2020).

A sinalizacdo deste horménio promove o movimento das vesiculas que
contém a proteina transportador de glicose, denominado GLUT-4, o qual é
dependente de insulina (OLIVEIRA et al., 2020). Assim, o transporte de glicose é
acionado pela insulina nos tecidos musculares e adiposo pelo acréscimo de GLUT-
4, nas membranas plasméticas (de MARIA, 2011).

A alteracdo na funcéo da insulina pode estar relacionada a diversos fatores,
entre esses destacamos a obesidade causada por excesso de alimentos
hipercaldricos e hiperglicidicos. O fator de obesidade faz com que a sinalizagédo de
insulina seja comprometida, sendo que os mediadores enddgenos (citocinas pro
inflamatorias) produzidos pelo tecido adiposo atuem negativamente a acdo de
insulina (de MARIA, 2011).

As citocinas sao capazes de diminuir a fosforilagdo dos substratos de
insulina e os altos niveis de acidos graxos também sdo capazes de afetar

negativamente a agdo da insulina. Quando se tem niveis altos de acidos graxos
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eles ativam proteinas plasmaticas, conhecidas como TLR-4 (toll like receptor),
ocasionando a ativacao das vias de inflamacéo, em decorréncia a este fato a
captacédo da glicose é comprometida (OLIVEIRA et al.,2020), devido a resisténcia a
insulina (RI) gerada.

A RI corresponde a essa dificuldade do hormdnio insulina em exercer suas
funcBes. A RI é caracterizada pela diminuicdo da sensibilidade a insulina nos
tecidos musculares, hepaticos e adiposos. A Rl também esta relacionada com o
surgimento do DM, uma vez que ¢ influenciada por fatores genéticos e ambientais,
a exemplo disso, a obesidade (de MARIA, 2011).

4.1.3 DIABETES MELLITUS

O DM, é considerado um grupo heterogéneo de disturbios metabdlicos que
tem por base a hiperglicemia como caracteristica comum, essa desordem também
€ considerada um fator de risco para patologias cardiovasculares, além da
intolerancia a glicose, a hiperinsulinemia, dislipidemia e hipertensdo (FOLMER,
2004). Essa enfermidade é causada pela deficiéncia na producdo pancreética de
insulina, afetando o metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios.

Segundo os dados da Sociedade Brasileira de Diabetes, estima-se que o
namero de pessoas com diabetes chegard a 642 milhdes de pessoas até 2040.
Dos tipos de diabetes existente 0 mais comum € o tipo I, que ocorre em cerca dos
90% dos casos diagnosticados (ADA, 2018). Ocorre geralmente em pessoas em
com quadro de obesidade e com mais de 40 anos, sendo esse, o fator
determinante para o seu desencadeamento (FOLMER, 2004). Cabe ressaltar que
atualmente o diabetes tem acometido uma grande porcentagem de jovens (ADA,
2018).

A patogénese do DM tipo Il esta relacionada a resisténcia a insulina,
ocasionada pela falha de reconhecimento da mesma em niveis de receptores nos
tecidos alvos. Esta condicdo da resisténcia a insulina faz com que a producéo de
insulina pelo pancreas seja aumentada na fase inicial desse distarbio metabdlico
(SALGUEIRO, 2013). Esse aumento decorre devido a diminuicdo da capacidade
do hormdnio atuar nos tecidos alvos como musculos, figado e tecidos adiposos
(VIEIRA, ALVAREZ, SILVA e 2017).
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O DM esta relacionado com surgimento de varias complicagcfes de curto e
longo prazo, devido a sua incapacidade da utilizagdo adequada da insulina
produzida (SALGUEIRO et al., 2016). Ainda, as elevadas concentracdes de glicose
sdo capazes de alterar outras disfuncées metabdlicas, podendo causar a oxidacao
de biomoléculas como proteinas, DNA e lipidios, levando ao dano celular
(SALGUEIRO, 2013), e desencadear manifestacdes de outras enfermidades.

4.2 DOENCAS NEURODEGENERATIVAS

Doencas neurodegenerativas (DNs) € o termo genérico usado para designar
patologias que afetam os neurbnios do cérebro humano. As DNs sao
caracterizadas pela perda progressiva e irreversivel dos neurénios. Causam efeitos
negativos de movimentos como ataxias e da fungdo mental como deméncia. Ainda,
as DN séo relacionadas ao disturbio metabdlico ou toxico (DUGGER e DICKSON,
2017).

As DNs séo classificadas de acordo com suas caracteristicas, a exemplo de
distarbios cognitivos e comportamentais. Esses disturbios compartilham de
inUmeros processos fundamentais, dos quais estdo ligados a disfuncdes dos
neurdnios, estresse oxidativo e morte celular (DUGGER e DICKSON, 2017;
APPOLINARIO et al., 2011).

Entre as DNs mais comuns estdo a Doenca de Alzheimer (DA), que é
ocasionada quando ocorre a neurodegeneracado dos neurdnios que se encontram
no cortex cerebral (SERENIKI e VITAL, 2008). E a Doenca de Parkinson (DP), que
€ acometida pela progressdo ou morte dos neurénios numa zona do cérebro
chamada de substéancia nigra (SOUZA et al., 2011).

As influéncias ambientais parecem desempenhar um papel importante no
desencadeamento dessas doencas. Estudos observacionais tém demonstrado que
a composicdo da dieta € extremamente importante para a prevencdo ou
surgimento de doencas como DA e DP. Nesse sentido, dietas ricas em acgulcares e
gorduras sao fatores que comprometem o funcionamento normal do SNC,
contribuindo para o desenvolvimento dessas doencas (COMPTA et al., 2014;
IRWIN et al., 2013).
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4.2.1 DOENCA DE PARKINSON

A doenca de Parkinson (DP) foi descrita pela primeira vez por James
Parkinson em 1817 (GOETZ, 2011), e caracteriza-se por ser um disturbio do SNC,
sendo a segunda doenca mais frequente depois da DA. Essa doenca afeta
aproximadamente 2% da populacdo, com mais de 60 anos (TRAN, ANASTACIO e
BARDY, 2020). O diagnostico em pessoas antes dos 40 anos € denominado de
parkinsonismo, estagio inicial da doenca (BARBOSA e SALLEM, 2005).

A DP é marcada pela perda progressiva dos neurdnios produtores de
dopamina e pelos aparecimentos dos seguintes sinais: rigidez muscular,
bradicinesia (lentiddo nos movimentos), tremores e perda de equilibrio postural
(SOUZA et al., 2011), assim como, sintomas ndo motores, por exemplo,
decréscimo cognitivo e deméncia (LIGAARD, SANNAES e PIHLSTROM, 2019).

A morte dos neurdnios ocorre na parte compacta da substancia nigra do
cérebro. Essa perda é irreversivel e resulta na diminuigdo de dopamina (BARBOSA
e SALLEM, 2005). A morte desses neurdnios leva a perda dos terminais
dopaminérgicos do estriado, das regibes dos ganglios basais e corticais. Em
conjunto a este fato, ocorre a despigmentacdo da melanina. Assim, quanto mais
clara estiver a substancia nigra maior serd a perda de dopamina (SOUZA et al.,
2011; PRZEDBORSKI, 2005). Com a despigmentacdo, ocorre a diminuicdo de
dopamina, assim, ocasionando a degeneracdo dos neurdnios dopaminérgicos, no
gual se projetam para o estriado, que por sua vez sao criticos para o controle de
processamento de informacdes, ocasionando a diminuicdo dos movimentos
voluntarios (SOUZA et al., 2011).

A substancia nigra € uma porcdo heterogénea situada no mesencéfalo, na
gual tem o papel pela producdo de neurotransmissor dopamina no cérebro, a
mesma é subdividida em duas por¢Bes a porcdo compacta e a por¢ao reticular.
Essas estruturas tém funcdo como, a diminuicdo do tbnus musculares e inibicdo da
atividade muscular, bem como a coordenagcdo dos movimentos (BEAR et al.,
2012).

No entanto, existem outras caracteristicas comuns da DP que incluem
acumulacdo generalizada da proteina intracelular a-sinucleina (a-Syn) e a
presenca de corpos de Lewy (BRAAK et al., 2003; ATHAUDA e FOLTYNIE, 2016).

Ocorre a deposigao de a-Syn no citoplasma de certos neurdnios em varias regides
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cerebrais diferentes. Os corpos de Lewy sdo amplamente constituidos por a-Syn
agregado. A patologia de Lewy ocorre inicialmente em neurdnios colinérgicos e
monoaminérgicos do tronco cerebral e em neurdnios do sistema olfatério, mas
também é encontrada em regibes cerebrais limbicas e neocorticais com a
progresséo da doenca (DICKSON, 2018; BALESTRINO e SHAPIRA, 2019).

As caracteristicas das doencas de Alzheimer e Parkinson podem ser
estudadas no modelo experimental Drosophila melanogaster, pois, esses animais
apresentam SNC que também é responsavel pelo seu sistema locomotor. As
moscas também apresentam genes semelhantes aos genes envolvidos na DP, um
exemplo, a-sinucleina. LIMA e MIESENBOCK, 2005).

Entretanto, em Drosophila parece nao ter ortolégo do gene a-Syn, mas as
mutacdes contribuem para a expressdao da a-Syn e o aumento desse gene
mostraram caracteristicas dominantes de parkinsonismo. D. melanogaster
transgénica com a-Syn expressada no cérebro apresentam danos nos neurdnios.
Estes genes também geram agregados parecidos com corpos de Lewy, causando
a perda de neurdnios dopaminérgicos e causando disfuncées motoras remetendo
as caracteristicas da DP (WHITWORTH, WES e PALLANCK, 2006; FEANY e
BENDER, 2000).

4.2.2 DOENCA DE ALZHEIMER

Estima-se que mais de 45 milhdes de pessoas estdo vivendo com
deméncia, e esse numero pode dobrar a cada vinte anos, segundo o Instituto
Alzheimer Brasil (IAB) (2019). O mal de Alzheimer é o tipo mais frequente de
enfermidade acometida pela deméncia. Acredita-se que atualmente no Brasil mais
de 29 milhBes de pessoas acima dos 60 anos tem deméncia (IBGE, 2019).

A doenca de Alzheimer (DA) € uma desordem neurodegenerativa que
acomete os idosos. Sua manifestacdo compromete o sistema colinérgico, o que
leva a perda neuronal seletiva em diversas areas do SNC, ocorrendo a perda
progressiva a memoria, alteracdes das funcdes cognitivas e da personalidade
(CHOI ET AL., 2014; SALVADOR e HENQUIQUES, 2004).

Dentre as multiplas causas associadas ao aparecimento da DA, trés se
destacam: o alelo €4 da apolipoproteina E (apoE), um dos principais fatores de

risco para o aparecimento da DA e também um importante indicador do seu
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desenvolvimento (POIRIER et al., 2014); o acimulo de placas beta-amiléides ea
neurodegeneracdo mediada por tau (SUN, JIN, LING, 2012; ALVES et al., 2012).

Em relagdo ao alelo ¢4 da apoE no corpo humano, esse gene esta
localizado no braco longo do cromossomo 19 (19g13.2). As informacdes contidas
neste gene sao importantes para a formacéo da proteina apoE, uma vez que essa
proteina € fundamental no mecanismo de redistribuicdo de triglicerideos e
colesterol nos diversos tecidos do organismo humano (POIRIER et al., 2014).
Ocorre uma interacdo entre a beta-amiléide soluvel (AB) e apoE, criando um
complexo apoE-AB. Posteriormente, € digerido enzimaticamente e da origem a
duas porc¢bes, uma é degradada e a outra promove o acumulo de placas amiléides
gue serdo excretadas no meio extracelular (PERL, 2010; HOLTZMAN; MORRIS e
GOATE, 2011).

AB é o principal constituinte das placas e é caracterizado como o principal
agente da patologia da DA. A deposicdo dessas placas amiléides leva a uma
grande diminuicdo dos neurbnios no cérebro (PERL, 2010; REEDY, 2011). Os
mecanismos responsaveis pela neurotoxicidade do AR sao complexos, mas
acredita-se que envolvam a quebra da homeostase intracelular de calcio e
potassio, induzindo estresse oxidativo e ativando o processo de morte celular e
neuroina-inflamacéao via caspases (REEDY, 2011; NELSON et al., 2011).

Os numerosos emaranhados neurofibrilares NFTs sdo compostos por
proteinas tau associadas aos microtubulos (NELSON et al., 2011). As proteinas tau
fornecem estabilidade aos microtibulos do citoesqueleto neural, e essa fungéo é
regulada por um processo de fosforilacdo e desfosforilagdo. Em neurdnios que
sofrem degeneracdo, as proteinas tau associadas aos microtibulos tornam-se
anormalmente hiperfosforadas e se acumulam na forma de filamentos
emaranhados helicoidais emparelhados. Por sua vez, as placas senis consistem na
deposicdo de fragmentos amildides no parénquima cerebral (HOLTZMAN,
MORRIS, GOATE, 2011; NELSON et al., 2011; ALVES et al., 2012).

Existem evidéncias que os radicais livres (RL) estdo envolvidos na
neurotoxicidade dos peptideos AB. A exposicdo de células neuronais ao AB, eleva
a producao de RL, ocasionando a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, assim
como niveis de marcadores de estresse oxidativo (EO) foram relacionados ao
peptideo AB em animais com quadro similar a DA (BEHL, 1999; SMITH et al.,
1998).
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Um dos genes causadores dessa doengca € conservado no modelo
experimental D. melanogaster, que possui ortdlogo semelhante a proteina
percussora amiléide (dAPP) e componentes do complexo y-secretase. Embora o
local correspondente aos peptideos de AP carega de semelhangas significativas, &
fato que ndo ocorre a producédo enddégena de AB nas moscas.

Porém a supreexpressao da proteina semelhante a AR gera a clivagem de
dAPP, acarretando fragmentos correspondentes ao peptideo AB expressos em
humanos. Quando ocorre essa clivagem, as moscas apresentam déficits de
comportamentos, miméticos aos observados em doencas neurodegenerativas
(PRUBING, VOIGT e SCHULZ, 2013).

4.3 MODELO EXPERIMENTAL Drosophila melanogaster

A Drosophila melanogaster € uma espécie de mosca, pertencente a familia
Drosophilidae. Essa mosca € conhecida popularmente como a mosca da fruta
(BORROR e DELONG, 1988). Esse inseto foi utilizado pela primeira vez em 1900
por Charles W. Woodworth, para estudos genéticos. Também tem se destacado
nos ultimos anos na area da ciéncia por se tratar de um animal de baixo custo
econOmico, alta taxa de reproducédo, facil manuseio (tem em média de 3mm a
4mm) e ciclo de vida curto (durando cerca de 12 a 15 dias) (BORROR, 1969).

O ciclo de vida das moscas passa por sete fases: 1°fase (eclosdo do ovo),
2° fase (primeira forma de larva), 3° fase (segunda fase de larva), 4° fase (terceira
fase de larva, onde muda significativamente de tamanho), 5° fase (estagio de pré-
pupa), 6° fase (estagio de pupa, onde ocorre a metamorfose) e 72 fase (imago ou
individuo adulto), como observado na Figura 1. Apés eclosédo, a mosca atingird sua
maturidade sexual apés 12 horas e, em média, sobrevive em torno sessenta dias.
Os sexos desses animais sao identificaveis por meio de dimorfismo sexuais — no
macho, os abdomens sé&o listrados e na porcdo final dos mesmos existe uma
pigmentacédo preta, enquanto que na fémea o abdémen é claro (GOMES, 2001). O
ciclo de vida desse animal nos permite obter uma grande quantidade de moscas
dentro de um curto periodo de tempo. A mosca também é utilizada como opcéo
para uso de animais de laboratério por seguir a “estratégia do 3Rs “Replacement,
Reduction e Refinmennt” (DOKE e DHAWAL, 2015; COLPO et al., 2018).
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Figural: Ciclo de vida da Drosophila melanogaster. Fonte: Autor

Esse inseto € considerado um modelo pratico para avaliar os distarbios do
metabolismo, pois apresenta funcdes metabdlicas semelhantes a dos mamiferos,
incluindo a capacidade de manter a homeostase da glicose (COLPO et al., 2017).

Esse uso também ocorre porque as moscas apresentam vias metabdlicas
semelhantes aos encontrados em mamiferos. Na mosca estdo presentes
homélogos como, hormdnios circulantes, enzimas chaves, vias de sinalizacdo que
equilibram a deteccdo e a utilizacdo de carboidratos, proteinas e lipideos. A
exemplo disso, no pancreas, as células a e B controlam os niveis da glicose
através da secrecdo de glucagon e insulina (COLPO, 2017).

O intestino das moscas também serve como local de absorcéo lipidica, no
gual é metabolizado por meio de um homodlogo de lipase gastrica de mamiferos,
denominado Magro (COLPO, 2017). O Magro, por sua vez, absorve e converte 0s
monoacilglicerideos e acidos graxos em diacilglicéridos que séo transportados na
hemolinfa como lipoproteinas (SIEBER e THUMMEL, 2009).

Além disso, esse modelo € usado com sucesso em pesquisas que envolvem
alteracbes metabdlicas desencadeadas por dietas, com elevadas concentracdes
de frutose (LUSHCHAK et al., 2011) e sacarose (MORRIS et al. 2012; ROVENKO
et al.,2015). Também é um exemplo de estudo entre a area da nutricdo e 0s
mecanismos envolvendo doencas em humanos, por exemplo doencas metabdlicas
(ECKER, 2014).



26

A D. melanogaster também apresenta via de sinalizacdo a insulina. As
moscas possuem sete peptideos analogos a insulina, conhecidos como dilps,
sendo o dilp2 o mais proximo a insulina em humanos (CASAS-TINTO et al., 2007).
As células a e B presentes nesse modelo assemelham-se as existentes no
pancreas de mamiferos (COLPO et al., 2017).

Ainda, esse modelo animal, tem contribuido com a investigacdo de
pesquisas relacionadas a doencas humanas. Dentre essas, doencas
neurodegenerativas como a DA e DP pois, compartiham de inUmeros genes
responsaveis pela evolucado destas desordens (SOARES et al., 2017). Parecido ao
que ocorre em humanos, os neurbnios dopaminérgicos presentes em cada
hemisfério do cérebro da D. melanogaster ligam-se ao seu sistema de controle
locomotor. As moscas também possuem carregadores de dopamina e vesiculas de
transporte do monoamina que sédo responsaveis pela homeostase da dopamina
(De PAULA et al., 2016).

4.3.1 Dieta liquida ofertada para Drosophila melanogaster

Ja se sabe que a quantidade e a composicdo da dieta podem afetar a vida
dos organismos. Assim como, uma alimentacdo equilibrada reduz os riscos de
desenvolvimento de distarbios metabdlicos. Nesta perceptiva, estudos vém sendo
realizados com o modelo experimental D. melanogaster para descrever as relagdes
genéticas e alteracbes metabodlicas, sendo essas desencadeadas por dietas
(MORRIS et al., 2012).

Esse animal de experimentacdo apresenta funcbes regulatorias
semelhantes aos mamiferos, incluindo a capacidade de manter a homeostase da
glicose (COLPO et al., 2018). Além disso, também modula a ingestdo de alimentos
(TRINH e BOULIANE, 2013). A maneira como é ofertada uma dieta para esses
animais pode se tornar um fator determinante no percentual de aproveitamento do
alimento pela D. melanogaster (PORTELA et al., 2020).

Nesse viés Soares et al.,, (2017) desenvolveram um novo método para
ofertar uma dieta as moscas com uma maior biodisponibilidade dos compostos de
interesse chamado de Continuous Liquid Feeding (CLF). Esse método também
reduz a manipulacdo das moscas durante o periodo de tratamento (SOARES et al.,
2017).
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A reducdo de manipulacdo dos animais também auxilia na reducdo de
estresse das moscas, visto que esse fator pode influenciar nos resultados de
pesquisa. O método consiste em um aparato feito com um tubo falcon de 50ml,
com pequenos orificios nas laterais. Nesses orificios sdo colocados capilares de
polipropileno com abertura central e a dieta é inserida nesses capilares, como
mostra a Figura 2. Segundo Soares e colaboradores (2017), o método permite

avaliar a quantidade de alimento consumido por dia.

Figura 2: Aparato do método CLF. Fonte: (SOARES et al., 2017)

4.3.2 AVALIACAO DE COMPORTAMENTO EM Drosophila melanogaster

Como citado anteriormente, a D. melanogaster tem sido utilizada em
estudos envolvendo sindromes metabdlicas e doengas neurodegenerativas
(MACKAY e ANHOLT, 2006). As vantagens de se estudar essas patologias é que
as moscas apresentam genes parecidos aos genes de humanos. Ainda, 75% dos
genes que afetam as doencas humanas tem similaridade com o0s genes
encontrados nas moscas. O cérebro desse modelo experimental apresenta
neurbnios que sado responsaveis pela transmissdo de informacdes através de
impulsos elétricos e quimicos, essa semelhanca anatdmica e molecular é similar
com os humanos (PARRISH e COLLEGE, 2020).
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As moscas também exibem atributos semelhantes aos mamiferos, como
exemplo, ciclo circadiano, sono, locomogéo e comportamento agressivo bem
como, expdem comportamentos miméticos aos caracterizados das doencas
neuroldgicas. Ainda, os cérebros das moscas compreendem moléculas parecidas
com as dos humanos, a exemplo, as proteinas toxicas que se acumulam no
cérebro durante o processo de DNs (PANCHAL e TIWARI, 2017).

As DNs estdo envolvidas com os disturbios locomotores e conetivos em
humanos, nesse viés, a D. melanogaster se demostrou um modelo util para
essas patologias (MADABATTULA et al, 2015).
enfermidades citamos a DA e a DP. Na tabela 2 mostra a semelhanca entre das

estudar Dentre essas

caracteristicas dessas doencas sob aspectos humanos e no modelo animal de D.

melanogaster.

Tabela 2: Similaridade das caracteristicas das doencas em humanos e

maoscas

Doenca

Neurodegenerativa

Aspecto Humano

Aspecto Mosca

Doenca de Alzheimer

Caracterizada pela deméncia
e estd associada ao acumulo
neuronal de B amiléide e

proteinas tau.

Moscas  geneticamente

modificadas apresentam
excesso da proteina
amiléide e demostram
caracteristicas como

perda de memoria.

Doenca de Parkinson

Caracterizada pela perda
progressiva de células que
secretam 0 neurotransmissor
dopamina, e esta associada
ao acumulo de proteinas a-

sinucleina.

Moscas  geneticamente
modificadas  com Q-
sinucleina exibem a perda
progressiva de neurbnios
e caracteristicas como

lentidao na locomocgéo.

Fonte: Autor. Baseado de (PARRISH e COLLEGE, 2020).
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Uma maneira de se avaliar essas alteracdes de comportamento associados
a DN é através de ensaios comportamentais. Entre esses, o teste de Geotaxia
negativa, Open Field e Tolerancia térmica. O ensaio de geotaxia negativa, também
conhecido como teste de escalada analisa o desempenho no movimento de
escalada e locomocéao vertical das moscas (GANERZKY; FLANAGAN, 1978). E o
teste de Open Field, também conhecido como teste de comportamento horizontal,
avalia a capacidade de exploracdo da desses animais (HIRTH, 2010). J& o ensaio
de tolerancia térmica, avalia o comportamento aversivo da mosca quando entra em
contato com altas temperaturas (NEELY et al. 2011).

Como citado anteriormente, o sistema dopaminérgico das moscas esta
interligado ao seu sistema locomotor e quando ocorrem danos nos neurdnios
dopaminérgicos das moscas sera refletido no comportamento desses animais,
assim como ocorre na DP (LIMA e MIESENBOCK, 2005). As moscas quando tem
seus neurdnios lesionados apresentam dificuldades de locomocao e voo (SOARES
et al., 2017).

4.4 AVALIACAO DE MARCADORES BIOQUIMICOS

4.4.1 MARCADORES DE METABOLISMO
Os carboidratos constituem uma valiosa fonte de energia ao nosso

organismo. A homeostase da glicose visa manter uma concentracao constante de
glicose no sangue em uma faixa estreita de 3,9 a 5,6 mM (< 100 mg/dL). Isso se
deve ao equilibrio dinAmico entre a producéo de glicose enddgena e a utilizacao de
glicose, que esta associado a uma série de eventos metabdlicos celulares (RODEN
e BERNROIDER, 2003).

A insulina exerce um papel fundamental na regulacdo do metabolismo da
glicose, lipidios e proteinas. Imediatamente apos refeigdo rica em carboidratos, a
glicose absorvida para o sangue leva a rapida secre¢do de insulina, que por sua
vez leva a rapida captacdo e armazenamento da glicose pelo figado, sob a forma
de glicogénio. Quando a quantidade de glicose que penetra nas células hepéaticas
€ superior a que pode ser armazenada como glicogénio, a insulina promove a

conversdo de todo o excesso de glicose em &cidos graxos. Subsequentemente,
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esses acidos graxos sdo acondicionados sob a forma de triglicerideos em
lipoproteinas de muito baixa densidade e transportados pelo sangue para o tecido

adiposo, onde sdo depositados como gordura (GUYTON e HALL, 2011).

Como o DM2 é caracterizado por um quadro de hiperglicemia causada pela
resisténcia a insulina, utiliza-se a dosagem de glicose como biomarcador para o
diagnoéstico da mesma. Sendo considerados diabéticos pacientes que apresentam
valores de 7 mM (> 126 mg/dL) (ADA, 2012). Visto que o excesso de glicose é
acondicionado sob a forma de triglicerideos, realizar a dosagem desse
biomarcador também vem a ser uma ferramenta de auxilio no acompanhamento do
quadro de pacientes diabéticos, sendo considerados normais valores inferiores a
150mg/dl e anormais valores acima (SCHIAVO, LUNARDELLI e OLIVEIRA, 2003).

4.5 MARCADORES DE ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo (EO) € um conjunto de condi¢cBes fisioldgicas que
ocasionam a geracao de espécies reativas do oxigénio (EROs) (MACHADO et al.,
2009). O organismo apresenta um sistema de protecao antioxidante, no qual atua
como mecanismo de defesa contra os radicais livres. Quando ha um aumento de
radicais livres ocorre o desequilibrio redox e gera o EO (MACHADO et al., 2009).

Alteracdo no equilibrio entre a formacdo e remocdo de EROs tem papel
fundamental na patologia de inUmeras doencas, a exemplo, o diabetes, desordens
neurologias e envelhecimento (PAWLAK et al.,, 1998). As EROs apresentam-se
como radicais livres RL, e espécies nao radicalares. O RL é considerado um atomo
reativo, na qual possui em sua 6rbita um ou mais elétrons, por sua vez as espécies
radicalares ndo apresentam elétrons em sua orbita (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2000; FERREIRA e MATSUBARA,1997).

Entretanto, os radicalares possuem um papel fundamental no dano
oxidativo, devido a sua instabilidade. As principais espécies reativas, ndo radicais e

radicais livres sdo mostradas na seguinte tabela:

Tabela 3: Mostra os principais radicais livres e radicalares

Radicais Livres Radicalares
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Anion superoéxido (02-) Peroxido de hidrogénio (H202)

Radicais hidroxil (OHe) Acido hipocloroso (HOCI)

Peroxil (RO2°)

Hidroperoxil (HOZ2-)

Fonte: Autor. Baseados em (HALLIWELL, 2000)

Os componentes celulares estdo todos vulneraveis & acdo de EROs. No
entanto, a membrana é a mais atingida, devido a peroxidacao lipidica, ocasionando
alteracdes na estrutura e permeabilidade da membrana, além de causar prejuizos
a enzimas e canais idnicos (FERREIRA e MATSUBARA, 1997; FRANCA, et al.,
2013)

A lipoperoxidacao lipidica, € uma cascata de rea¢des decorrentes da acao
dos RL sobre os lipideos. Cabe aqui ressaltar que os danos gerados pela
peroxidagdo lipidica sdo encontrados em altos niveis em humanos com grau de
obesidade, dislipidemia e DM (FRANCA et al., 2013). Ainda, o cérebro também se
apresenta mais suscetivel ao estresse oxidativo, isto porque o SNC tem elevado
consumo de oxigénio em decorréncia do gasto de ATP, gerando o aumento de Oz
(HALLIWELL, 2006).

Assim, evidencia-se que o EO esteja envolvido na patogénese das doencas
neurodegenerativas, como a DA e DP, entre outras. Nas enfermidades humanas o
organismo conta com a defesa do sistema antioxidante, que minimizam o feito do
EO. Quando ha o desequilibrio dos antioxidantes ocorre o0 aumento do EO, ficando
evidente que existe de fato a relagcdo entre as EROs e as doencas humanas
(HALLIWELL e GUTTERIGGE, 2000).

A maneira de avaliar o EO é feita através do teste do acido tiobarbitarico
(TBA), a sua quantificacdo é realizada pelo método denominado como TBARS
(espécies reativas ao TBA) (OHKAWA ET AL., 1979). Esse método é usado para
analisar a peroxidacdo lipidica de &acidos graxos. Nesse ensaio o MDA
(malondialdeido), que é formado no decorrer da peroxidagcdo, reage com o TBA
gerando um composto colorido, no qual é detectado por espectrofotbmetro
(DUMONT et al. 1992).

4.5.1 DOPAMINA
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Os neurotransmissores sdo conhecidos como sustancias quimicas que sédo
produzidos pelos neurdnios. Tem como funcgéo transmitir informagdes ao neurdnio
denominado poés-sinaptico que por sua vez converte a mensagem em impulsos
elétricos. Posteriormente os neurotransmissores sdo contidos em vesiculas no
terminal nervoso pré-sinaptico. Nesse terminal, através de impulso nervoso, ocorre
a liberacdo do neurotransmissor para a fenda sindptica (MENON, FREIRIAS e
SANCHES, 1998). Ainda, quando se tem um menor aporte de neurotransmissores
ou sensibilidades dos receptores, surgem os danos da transmissdo neuronal
(MENON, FREIRIAS e SANCHES, 1998).

Dentre a diversidade de substancias que sédo capazes de propagar estimulo
elétrico, as que correspondem o SNC sdo, serotonina, noradrenalina e dopamina
(MENON, FREIRIAS e SANCHES, 1998). A dopamina € pertencente a familia de
catecolaminas, no qual consiste em um catecol ligado ao grupo por uma ponte de
etil. A familia das catecolaminas que estédo presente no SNC modulam a fun¢éo da
neurotransmissao.

Os neurdnios dopaminérgicos também estdo ligados no controle das
funcBes fisiologicas essenciais, das quais incluem o comportamento e cognicao,
motoras e neuroenddcrinas (FIENBERG, 2018). Nos animais, a dopamina esta
relacionada ao sistema comportamental, interacdo social e ao sistema imunoldégico.
A exemplo disso, quando ocorrem danos neuronais no SNC das moscas elas
desenvolvem caracteristicas semelhantes ao parkinsonismo (SOARES et al.,
2017).

Como j& citado anteriormente, as alteracdes dos neurénios dopaminérgicos
estdo envolvidas com as DN e acredita—se, com base na literatura, que esse fato
pode estar associado a neurodegeneracdo neural da substancia nigra do SNC,
como observados na DP. Assim como, os déficits de movimentos surgem quando
ocorre cerca de 40 a 60% da perda dos neurdnios dopaminérgicos e da diminuicao
dos niveis dopamina (TORRAO et al. 2012).

Aa DA, inclui a perda neuronal, mas também o acumulo de emaranhados
neurofibrilares (NTF), na qual corresponde aos depdsitos aumentados da proteina
tau e com isso o processamento anormal da B- amildides. Em decorréncia disso o
grande acumulo das placas amil6ides, gera a diminuicdo dos neurénios no cérebro,

ocasionando as caracteristicas da DA (SUNG et al., 2014).
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5 RESULTADOS

5.1 MANUSCRITO

Revista a ser submetido: Nutrition: The internacional Journal of Applied
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Hyperglycidic diet causes behavioral damage associated with
neurodegeneration in Drosophila melanogaster

Aline da Silva Goulart, Kellen Mariane Athaide Rocha, Marcio Tavares da Costa,
Jefferson de Jesus Soares, Andréia Caroline Fernandes Salgueiro, Matheus
Chimelo Bianchini, Mateus Cristofari Gayer, Robson Puntel, Elton Denardin, Ana

Zilda Ceolin Colpo, Vanderlei Folmer

Resumo

O elevado consumo de dietas hiperglicidicas, tem sido associado ao
desenvolvimento de sobrepeso e a obesidade, além disso, promove disfuncdes
sistémicas, como o Diabetes mellitus (DM). Muitos estudos tém mostrando os
efeitos danosos dessa relacdo de consumo, no entanto ainda ha necessidade de
elucidagdo dos mecanismos envolvidos. Dessa forma, o presente estudo
investigou os efeitos de uma dieta rica em sacarose sobre parametros bioquimicos
e comportamentais em Drosophila melanogaster. Para isso, moscas adultas foram
expostas a uma dieta hiperglicidica com diferentes concentracbes de sacarose
(5%, 10%, 20% e 40%). Ao final de cinco dias, as moscas foram crioanestesiadas,
pesadas e preparadas para 0s ensaios bioquimicos e comportamentais. Os dados
mostraram que a dieta hiperglicidica ocasionou redugdo na sobrevivéncia das
moscas. Houve um aumento significativo nos niveis de glicose e triglicerideos no
corpo inteiro, carcaca e hemolinfa das moscas, nas concentracdes de 20% e 40%
sacarose, quando comparados ao controle (5%). A dieta rica em sacarose causou
aumento de danos oxidativos e diminuicdo da resposta ao estresse térmico e
afetou negativamente as atividades locomotora e exploratdria das moscas. Ainda,

a dieta hiperglicidica levou a uma deplecao significativa nos niveis de dopamina.
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Em conjunto, esses dados indicam uma relacdo entre dieta hiperglicidica,
alteracdes bioquimicas, metabodlicas e comportamentais em D. melanogaster.
Esses achados abrem perspectivas para estudos na area de doencas
neurodegenerativas, onde sdo observadas reducdo dos niveis de dopamina e da

atividade locomotora, como, por exemplo, a doenca de Parkinson.

Highlights

e We present the effects of a hyperglycidic diet on the biochemical and
behavioral parameters in Drosophila melanogaster;

¢ Diet with high sucrose concentrations causes a decrease in life span and an
increase in oxidative stress in D. melanogaster;

e Exposure to the diet causes both glucose and triglyceride levels to rise in
flies;

e The hyperglycidic diet has a negative effect on the locomotor and
exploratory behavior of D. melanogaster;

e D. melanogaster exposed to the hyperglycidic diet have decreased

dopamine levels.

Abstract

The high consumption of hyperglycidic diets has been associated with the
development of overweight and obesity, in addition, it promotes systemic
dysfunctions such as Diabetes mellitus (DM). Many studies have shown the harmful
effects of this consumption relationship, however there is still a need to elucidate the
mechanisms involved. So, this study investigated the effects of a diet rich in sucrose
on biochemical and behavioral parameters in Drosophila melanogaster. For this,
adult flies were exposed to a hyperglycidic diet with different concentrations of
sucrose (5%, 10%, 20% and 40%). At the end of five days the flies were cryo-
anesthetized, weighed and prepared for biochemical and behavioral tests. The data
showed the hyperglycidic diet caused a reduction in the survival of the flies. There
was a significant increase in the levels of both glucose and triglycerides in the entire
body, carcass and hemolymph of the flies, in concentrations of 20% and 40%

sucrose, when compared to the control (5%). The sucrose-rich diet caused an
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increase in oxidative stress and decreased response to thermal stress and negatively
affected both the locomotor and exploratory activities of the flies. Besides, the
hyperglycidic diet led to significant depletion in dopamine levels. All together, these
data indicate a relationship between hyperglycidic diet, biochemical, metabolic and
behavioral changes in D. melanogaster. These findings open perspectives for studies
in the area of neurodegenerative diseases, where reduced levels of dopamine and

locomotor activity are observed, such as, for example, Parkinson's disease.
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1 INTRODUCTION

The negative effects of high calorie diets, especially those associated with the
consumption of foods with a high glycemic index, have been increasingly
investigated in recent years (FOLMER et al., 2002; MORRIS et al., 2012
LUSHCHAK et al., 2011; ROVENKO et al., 2015). Energetically decompensated
diets are related to the development of metabolic syndromes and Diabetes mellitus
(DM). Indeed, the pathogenesis of DM involves a set of biochemical changes in the
metabolism of carbohydrates, proteins and lipids. These changes result in
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hyperglycemia and are triggered especially by the absence of insulin production, or
more commonly, resistance to the insulin produced (ADA, 2020).

Besides, studies demonstrate that there is an increase in the production of
free radicals and consequent oxidative stress in hyperglycemia models in vitro and in
vivo (FOLMER et al., 2002; SALGUEIRO et al., 2013; SALGUEIRO et al., 2016). DM
iIs also associated with the development of various dysfunctions in organs and
systems (SALGUEIRO et al., 2016). Among these dysfunctions there is the
impairment of the central nervous system resulting in cognitive failures, one of the
characteristics of neurodegenerative diseases (LOPES et al., 2011). In this aspect,
Gang et al. (2011) have shown a striking relationship between DM and Parkinson’s
disease. Biochemically, this relationship would occur especially due to complications
induced by hyperglycemia in all organs, including the central nervous system (GANG
et al. 2011).

Similar to what happens in humans, experimental models fed with
hyperglycidic diets have presented DM-like pictures (FOLMER et al., 2002). Most
experimental tests are carried out on rodents (FOLMER, 2004). However, in the
scientific world there is a trend that seeks to reduce the use of mammals in research,
making alternative experimental models more targeted. Among these models we
highlight Drosophila melanogaster, popularly known as fruit fly. The fruit fly is
considered an experimental model of low economic cost, easy handling and high
reproduction rate, in addition to having a short life cycle (DOKE & DHAWAL, 2015;
COLPO et al., 2018). This species has been widely used in research because it has
genetic homology with mammals, in addition to similarities in biochemical and
physiological routes (SCHAEFER & THOMPSON, 2015). These insects also have an
endocrine system and organs with functions analogous to the energy metabolism of
humans (LUSHCHAK et al., 2011; MORRIS et al., 2012; ROVENKO et al., 2015).

Moreover, these flies have become excellent models for behavioral studies
related to human diseases, for exhibiting similar neurological behavior (PANDEY &
NICHOLS, 2011). As an example, the dopaminergic neurons existing in the brain of
the flies are linked to their locomotor control system and, when injured, they cause
the development of parkinsonian characteristics. For instance, in D. melanogaster
they lead to difficulty in horizontal locomotion and flight (SOARES et al., 2017). Given

this context, our study aims to evaluate the effects of a diet rich in sucrose on the
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biochemical and behavioral parameters associated with neurodegeneration in D.

melanogaster.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Experimental Model and Diet

Harwich lineage D. melanogaster flies were maintained with controlled
light/dark cycle and temperature. The Continuous Liquid Feeding method was used
to offer the diet, as described by Soares et al. (2017). The diet consisted of powdered
milk (1%), yeast Saccharomyces cerevisiae (1%), and commercial sucrose in the
concentrations of 5% (control), 10%, 20% and 40%, diluted in 10ml mineral water.

The nutritional information of the diet is shown in Table 1.

Table 1 - Nutritional information of the diet (Nutritional information based on a portion
of 300 ul/day)

NUTRITIONAL INFORMATION

Hyperglycidic Diet (%) 5 10 20 40

Energetic value 8,12 Kcal 8,31 Kcal 8,7 Kcal 9,47 Kcal
Carbohydrates 1095mg  1095mg 1095 mg 1095 mg
Proteins 661 mg 661mg 661mg 661 mg

Total fat 314 mg
Saturated fat 158 mg
Trans fats 0
Dietary fiber 0,29

Calcium 8,6 mg 86mg 8,6mg 8,6 mg
Iron 0,000mg 0,001 mg 0,001 mg 0,001 mg
Magnesium 0,005 mg 0,005 mg 0,005 mg 0,005 mg
Potassium 0,03 mg 0,03mg 0,03mg 0,03 mg
Sodium 4,84 -514mg

Source: the authors, 2020

To offer the diet, adult male and female flies, three days old, were separated
in 50mL plastic bottles, in the amount of thirty flies per bottle. The flies received the
hyperglycidic or control diet for five days, in the amount of 300 pul/day, offered in three

portions of 100 pl. At the end of five days the flies were removed from the flasks,
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cryo-anesthetized, weighed and prepared for the experimental tests. Both
biochemical and behavior tests were performed in quintuplicate.

2.2 Survival test

Thirty male flies and thirty female flies with 3 days of life were kept on a 12-
hour light/dark cycle at controlled temperature. The flies were fed for five days with 3
daily portions of 100pl of the diet in different concentrations (totalizing 300ul/day) and

monitored once a day to monitor survival.

2.3 Weight Assessment

The flies were weighed before and after 5 days of exposure to the diet.
Thereunto, the flies were cryo-anesthetized and weighed in groups of 10 flies on a
precision scale. The average individual weight was obtained by dividing the total

weight by the number of weighted flies.

2.4 Biochemical Tests

2.4.1 Dosage of Glucose and Triglyceride Levels

Both glucose (GLI) and triglyceride (TG) levels were measured in two
situations: i) in the whole body, except the head; and ii) hemolymph and carcass,
except for the head. For the whole body dosage, twenty flies were cryo-anesthetized,
weighed, washed, decapitated and homogenized in buffer TFK 0.05mM. The
samples were centrifuged at 2,000 r.p.m. for 15 minutes, at 4°C, and the supernatant
was used for the analyzes. For hemolymph and carcass dosing, thirty flies were cryo-
anesthetized, weighed, washed and decapitated. The hemolymph was collected as
described by Haselton and Fridell (2011), with modifications. In short, the body of the
flies were placed inside a 500uL microtube with a filter at the base. The microtube
was centrifuged at 10,000 r.p.m. for 10 min, at 4°C to obtain hemolymph. After that,
the hemolymph was diluted in 80pL of 0.05mM TFK 1:10 (v/v). The body without
hemolymph, now called carcass, was homogenized in 500uL TFK 0.05mM in a 1:10
(w/v) ratio, centrifuged at 10,000 r.p.m., at 4°C, for 10 minutes, and the supernatant

used for the analyzes. Commercial glucose kits (Labtest/Brazil) were used to
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measure glucose and triglycerides. The results were corrected by the standard
calibration curves of the glucose and triglyceride kits.

2.4.2 Levels of species reactive to thiobarbituric acid (TBA-RS)

Lipid peroxidation was analyzed according to the method described by
Ohkawa, Ohishi & Yagi (1979). For this, the flies were cryo-anesthetized, weighed,
washed and homogenized in 0.05mM TFK buffer (1:20 w/v). In short, 100 uL of the
homogenate was mixed with 100 pL of acetic acid and 100 uL of 0.8% TBA. The
mixture was incubated in a water bath for 120 minutes, at 95°C. Next, 8% sodium
dodecyl sulfate (SDS) was added. The mixture was then centrifuged at 10,000 r.p.m.,
for 10 min, at 18°C. The color obtained was measured on the spectrophotometer at
545 nm. The reading results were corrected using a standard malondialdehyde

(MDA) curve and expressed in nmols of MDA per milligram of tissue.

2.4.3 Analysis of Dopamine Levels through HPLC-DAD

To assess dopamine levels, the flies were cryo-anesthetized and beheaded.
Thirty heads were then homogenized in 0.9% NaCl (385 pL) and 0.5 M HCI (15 pL).
Posteriorly, they were centrifuged at 3000 X g for 10 minutes, at 4°C. The
supernatant was filtered through 0.22 um syringe filters and used in the analysis.

The HPLC system consists of a vacuum degasser and a quaternary pump
connected to a phase column (synergi 4u Fusion-RP 80 at 250 at 4,60 mm;
Phenomenex), coupled to a diode array detector. The volume of the injected sample
was 20 pL. The mobile phase was composed of methanol and water and the pH was
adjusted to 3, with phosphoric acid. The flow rate was maintained at 0.8 ml per
minute, with detection at 198nm. The results were expressed in % and corrected by

the total protein, as described by Mello-Carpes et al. (2016).

2.5 Behavioral Tests

2.5.1 Negative geotaxis
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The vertical locomotion test is a behavioral test that evaluates the climbing
movements of the D. melanogaster. To perform the test, ten male and ten female
flies were placed separately inside a 15mL plastic tube, with a horizontal line marked
at a distance of 6cm from the base. The flies were brought to the bottom of the flask
from a light vertical tap. Then were observed for 6 seconds the number of flies that
crossed the marked line (GANERZKY; FLANAGAN, 1978).

2.5.2 Open Field Test

The horizontal locomotion test assesses the exploration capacity of D.
melanogaster. For this test, three flies were used at a time. The flies were placed
inside a Petri dish and left for 10 minutes for the setting to take place. Next, the dish
containing the flies was placed on top of an “arena” marked with 1 cm squares. It was
observed for 30 seconds the number of squares crossed. To facilitate interpretation,
the test was filmed (HIRTH, 2010).

2.5.3 Heat Dodge Test

This experiment evaluates the aversive behavior of flies to heat. For this test,
ten flies were placed inside a Petri dish which was then sealed with masking tape.
The flies were placed in the dark for ambiance for 10 minutes, and were
subsequently exposed to heat. Exposure to heat occurred by placing the plate
containing the flies on a metal grid, maintained at water level in a water bath,
temperature controlled at 46°C for 4 minutes. During this period, it was observed how
many flies climbed to the top of the Petri dish, as described by Neely et al. (2011),
with modifications. The flies that showed the heat escape capacity preserved are the
ones that at the end of the test were on top of the Petri dish. Flies unable to escape

are at the bottom of the plate.

2.6 Statistical Analysis

The collected data were expressed as mean + SD. And were evaluated by
Analysis of Variance (ANOVA), with appropriate post-hoc when needed. HPLC data
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were analyzed by one-way ANOVA, followed by the Tukey test. All statistical
analyzes used the software GraphPad Prism version 6.00 for Windows (GraphPad
Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com). Differences with p < 0.05

were considered significant.

3 RESULTS

3.1 Effect of Diet on Survival Parameters and Body Weight

Figure 1 shows the results of the survival curve of flies exposed to different
concentrations of sucrose. We can see that the flies exposed to a 10%, 20% and
40% diet had a higher mortality rate, compared to the control group. This difference
gradually increased with different concentrations. All groups had decreased survival
compared to control during the five-day follow-up. The option of using flies with five
days of treatment for the tests was in order to achieve a greater number of viable
insects, since we had a decrease in the life span of these animals. Regarding the

body weight of the flies, no difference was observed between the groups (Figure 2).
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Figure 1 - Evaluation of the hyperglycidic diet on the survival parameter of D. melanogaster.
* Indicates a significant difference in relation to the control group 5%, p < 0.05.
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Figure 2 - Weight assessment of D. melanogaster before and after exposure to the
hyperglycidic diet.

3.2 Metabolic parameters

® Glucose Levels

The hyperglycidic diet significantly increased glucose levels in the body of flies
(Figure 3). This increase was found in the concentration of 40% in the groups of
males and females, when compared to the control group (5%). This same trend was
observed in the analysis of hemolymph (Figure 4), glucose levels were significantly
increased in the 40% groups compared to the control both to male and female. In the
carcass, the data show there was a significant difference in the concentration of 40%
sucrose in the group of females when compared to the control group 5%. In the male
group there was a significant increase in concentrations of 10%, 20% and 40% in

relation to its control (Figure 5).
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Figure 3 - Effect of hyperglycidic diet on glucose levels in the body of D. melanogaster

exposed to different concentrations of sucrose. * Indicates a significant difference in relation
to the control group 5% sucrose, * p < 0.05
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Figure 4 - Effect of hyperglycidic diet on glucose levels in D. melanogaster hemolymph
exposed to different sucrose concentrations. * Indicates a significant difference in relation to
the 5% control group, sucrose, * p < 0.05, ** p < 0.01.
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Figure 5 - Effect of hyperglycidic diet on glucose levels in the carcass of D. melanogaster
exposed to different concentrations of sucrose. * Indicates a significant difference in relation
to the control group 5% sucrose, * p < 0.05, ** p < 0.01.

® Triglyceride Levels

Flies treated with a sucrose-rich diet also had significantly elevated
triglyceride levels compared to control groups. In the body of flies, TG levels
increased in the group by 20% sucrose in females, and in the groups by 40% in both,
males and females (Figure 6). In the hemolymph, the male group showed a
significant increase in TG levels from the concentration of 20% sucrose. In females’
hemolymph, levels increased only at a concentration of 40% sucrose compared to
control (Figure 7). In the carcass it was observed that the TG had a significant
increase only in the concentration of 40% sucrose in the group of males, when
compared to the control group 5%. There were no significant differences among

females (Figure 8).
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Figure 6 - Effect of hyperglycidic diet on TG levels in the body of D. melanogaster exposed
to different concentrations of sucrose. * Indicates a significant difference in relation to the

control group 5% sucrose, p < 0.05.
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Figure 7 - Effect of hyperglycidic diet on TG levels in D. melanogaster hemolymph exposed
to different sucrose concentrations. * Indicates a significant difference in relation to the

control group 5% sucrose, p < 0.05.
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Figure 8 - Effect of the hyperglycidic diet on TG levels in the carcass of D. melanogaster
exposed to different concentrations of sucrose. * Indicates a significant difference in relation

to the control group 5% sucrose, p < 0.05.

e Dopamine Levels
The data showed that the hyperglycidic diet is capable of leading to significant

depletion in dopamine levels. This observation was verified in the concentration of

40% sucrose in both groups, males and females, when compared to the control

group 5% sucrose (Figure 5).
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Figure 9 - Dopamine levels in D. melanogaster exposed to hyperglycidic diet. * Indicates a
significant difference in relation to the control group 5% sucrose, p < 0.05.

o Levels of TBA-RS
In our analysis of TBARS levels, it was possible to observe (Figure 10) that
the 40% sucrose diet triggered a significant increase in lipoperoxidation in flies. This

trend was observed both in the male and female group when compared to the control

group.
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Figure 10 - Analysis of TBA-RS levels in D. melanogaster exposed to hyperglycidic diet. *
Indicates a significant difference in relation to the control group 5% sucrose, p < 0.05

3.3 Behavioral Performance

® Open Field

In the Open Field trial there was also a significant decrease in the exploratory
behavior of animals in the groups of 20% and 40% sucrose, compared to the control
group. These results were observed in the group of both females and males (Figure
11).
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Figure 11 - Effect of the hyperglycidic diet on the horizontal (exploratory) locomotor behavior
of D. melanogaster. * Indicates a significant difference in relation to the control group 5%
sucrose, * p < 0.05, ** p < 0.01 and *** p < 0.001.

e Negative Geotaxis

In the negative geotaxis test, it was observed that the diet promoted a
negative damage in the vertical locomotor performance of the flies in the 40%
sucrose concentration in both males and females (Figure 12). This negative damage

is related to the low performance of the flies to climb.
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Figure 12 - Effect of the hyperglycidic diet on the climbing behavior of D. melanogaster. *
Indicates a significant difference in relation to the control group 5% sucrose, p < 0.05.

® Dodge heat

In the heat avoidance test (thermal tolerance) a lower avoidance response
was observed in increasing sucrose concentrations. As shown in Figure 13, exposure
to the hyperglycidic diet significantly reduced the escape capacity of the flies in the
20% and 40% sucrose groups, compared to the control. Such results were observed

both in males and females.
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Figure 13 - Effect of the hyperglycidic diet on the heat avoidance behavior of D.
melanogaster. * Indicates a significant difference in relation to the control group 5%

sucrose, ** p < 0.01 and *** p < 0.001.

4 DISCUSSION

The aim of this study was to investigate the effects of a diet rich in sucrose on
biochemical and behavioral parameters in D. melanogaster. This experimental model
has been widely used to study the metabolism of carbohydrates, proteins and lipids,
as well as the effects of hypercaloric and hyperglycidic diets under physiological and
pathophysiological aspects (PASCO & LEOPOLD, 2012; MORRIS, 2012).

Our results showed the hyperglycidic diet decreased the survival of the flies,
which indicates ingestion of the diet with high concentrations of sucrose can cause a
negative disturbance in the metabolism of the flies, causing changes in the health
status of these animals. These factors may be related to the homeostasis imbalance
of the flies, since the excess of sugar diets causes developmental disorder in D.
melanogaster (ECKER et al., 2013). Indeed, Lushchack et al. (2014) observed that
consumption of sucrose decreases the life span of flies. Corroborating with our
findings, the high sucrose intake causes glucose intolerance, consequently
promoting toxicity negatively affecting metabolic regulation, decreasing the life span
of these animals (ROVENKO et al., 2015)
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Regarding the weights of the flies, our results showed that there were no
significant differences. These findings are in agreement with the study by Prado et al.
(2020), which observed an increase in the weight of the female flies, however it was
not significant. In another recent study, researchers analyzed that a diet with a high
sucrose content in larval and adult flies was not able to increase weight. The authors
pointed out that “insulin resistance in Drosophila is accompanied by a decrease in
weight” (MUSSELMAN & BARANSKI, 2019). The fly insulin receptor (INR) pathway,
in particular the CHICO protein (protein homologous to insulin receptor substrates in
vertebrates) controls the cellular metabolism of flies. In adverse feeding conditions,
the activity of the INR pathway is reduced, thus altering the metabolism, resulting in
weight reduction (BOHNI et al.,1999).

We known that the consumption of high-carbohydrate and high-carbohydrate
diets leads to the development of metabolic syndrome and the appearance of
numerous diseases (ECKER et al., 2017; DE PAULA et al., 2018). Thereby, studies
related to the effects of diets are gaining prominence. According to the literature, high
levels of glucose and triglycerides lead to the development of changes in the
metabolism of flies (COLPO, 2017). Insulin resistance is also accompanied by
increased levels of glucose in the hemolymph (MUSSELMAN & BARANSKI, 2019).

In fact, our results showed that the diet with a high concentration of sucrose
significantly increased the levels of carbohydrates and lipids in D. melanogaster. The
addition of high concentrations (20% and 40%) of sucrose in the diet generated
negative damages in the metabolism of these animals. Among these damages, we
mention the negative effect generated in metabolic homeostasis, which can trigger
continuous and uncontrolled inflammation, being the main damage factor of DM2.
This inflammatory process resulting from hyperglycemia can cause harmful effects
on adipokines, which interfere with all D. melanogaster, promoting an increase in
triglyceride levels (ECKER et al., 2017; DE AQUINO SILVA et al., 2021).

As previously mentioned, our study showed the same trend, that the
consumption of high concentrations of sucrose significantly increases the levels of
lipids in flies. Our results corroborate with studies carried out by de Silva et al.
(2021), that showed that the consumption of a high-carbohydrate diet causes
negative effects on the metabolism of flies, these effects were caused by the
increase in glucose and triglyceride levels (DE AQUINO SILVA et al., 2021). As well
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as Ecker and collaborators (2017) showed that a high calorie diet increased
triglyceride levels in the hemolymph of the experimental model.

The action of insulin involves the uptake of glucose by the liver in mammals.
In the case of D. melanogaster this process occurs in the fat body of the flies. The fat
body is analogous to the human liver (DE AQUINO SILVA et al., 2021). In addition,
the action of insulin is responsible for glycogen synthesis and decreased lipolysis. In
a state of insulin resistance, peripheral tissues do not respond adequately to insulin,
leading to increased glycemia, dysregulation of glycogen synthesis and also an
increase in free fatty acids due to inadequate lipolysis (SAMUEL & SHULMAN,
2012). In this way, our data corroborate the idea that a diet rich in carbohydrates
generates an increase in circulating glucose, providing an increase in free fatty acids
due to inadequate lipolysis and insulin resistance.

In DM2 there is an imbalance in the redox state, due to a compromise of
physiological antioxidant defenses. Hyperglycemia generates exacerbated NADH
(nicotinamide adenine dinucleotide) production, in addition to promoting the oxidation
of low-density lipoproteins via an O2-dependent pathway, resulting in a cascade of
free radical generation (GIACCO & BROWNLEE, 2010). To estimate the lipid
damage of cells and tissues, the TBARS assay is used, and its increased levels are
indirect evidence of high production of reactive oxygen species (ROS) (SALGUEIRO
et al., 2016).

In this context, we observed that the diet with the highest concentration of
sucrose (40%) triggered lipid peroxidation. In a variety of experimental models of
hyperglycemia, high levels of circulating glucose have been found to produce
permanent chemical changes in proteins and increase lipid peroxidation (FOLMER et
al., 2003), as well as shown in our data. Increased levels of TBARS can be used as
indirect evidence of high ROS production. In turn, the level of ROS produced by
mitochondrial metabolism increases during excessive food intake and as a result of
this fact increases the risk of diseases (COLPO et al., 2018).

The central nervous system (CNS) does not have a powerful antioxidant
system. Furthermore, it has lipid components that can undergo lipid peroxidation and
requires high oxygen consumption. All of these characteristics contribute to damage
to the CNS occurring due to reactive species. Thus, DM2 exacerbates the effects of
free radicals on the brain through hyperglycemia, which is one of the factors in the

pathogenesis of neurodegenerative diseases (SIMS-ROBINSON et al., 2011).
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Mainly, the high production of reactive species impairs insulin signaling because it
induces phosphorylation of IRS proteins (insulin receptor substrate), thus generating
insulin resistance (GIACCO & BROWNLEE, 2010).

It is well established that insulin is a hormone that regulates glucose
homeostasis throughout the body (MACIEJCZYK; ZEBROWSKA; CHABOWSKI,
2019). In SNC insulin has well-characterized functions such as regulating apoptosis
during neuronal development and increasing neuronal survival (FIORY et al., 2019).
In patients with DM2, there is a decrease in insulin signaling due to insulin
resistance. This generates a reduction in glucose uptake in the substantia nigra and
glucose metabolism, affecting the function of neurons. Besides, insulin transport to
the CNS is suppressed by hyperglycemia.

In patients with Parkinson’s disease (PD), changes in insulin signaling
exacerbate clinical and pathological symptoms, increasing dopaminergic
degeneration and worsening disease progression and, in parallel, motor and
cognitive decline (FIORY et al., 2019). Still, as described in the literature, metabolic
changes compromise brain metabolism caused by insulin resistance (LIMA et al.,
2017), as well as affects the central nervous system, resulting in cognitive flaws
(LOPES et al., 2011).

Several studies on animal models have confirmed the occurrence of a harmful
interference between insulin resistance and PD (CHOI et al., 2005; MORRIS ET AL.,
2010, 2011A, B). In this bias, we also assessed dopamine levels in the head of flies.
In our analyzes it was possible to observe that the higher concentration of sucrose
significantly reduced the levels of dopamine, which we infer to be determined by
oxidative damage and to be in the precedence of behavioral changes.

Oxidative stress is the biological condition in which the formation of reactive
species occurs to defend the body’s repair, due to damage to biomolecules, such as
lipids. When these damages are not repaired, they cause cell malfunction and even
death due to apoptosis. Oxidative stress markers, such as the production of lipid
peroxidation, are found in greater concentration in animal models of
neurodegenerative diseases, such as PD (BARBOSA; MEDEIROS & AUGUSTO,
2006).

We believe that the imbalances caused by high glucose levels may be directly
related to the development of oxidative stress, due to the glucose self-oxidation

process. Our results showed that there was in fact an association between metabolic
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changes and the generation of oxidative damage, from the increase in
lipoperoxidation. Corroborating it, a study by Paula et al. (2016) showed that in the
diet with the highest carbohydrate concentration, a higher oxidative stress was
generated, which is caused by the metabolic imbalance.

In addition, in our study we noticed that the diet negatively affected the
locomotor tests of the flies. These findings were accompanied by slowness in the
vertical locomotor performance of the flies, as observed by changes in negative
geotaxis. This behavioral assay is widely used to analyze neurolocomotor functions
in flies (HOSAMANI & MURALIDHARA, 2009). The damage was also observed in
the exploratory behavior of flies. Animals exposed to a diet with a high concentration
of sucrose showed a deficit in exploratory behavior. In this sense, Paula et al. (2016)
observed that the higher the concentration of a high-fat diet, the lower the mobility of
D. melanogaster.

In all the behavioral tests carried out, they demonstrated that the groups of
flies fed with high sucrose content had their performances reduced considerably.
Based on these findings, we investigated the heat avoidance behavior of these
insects. The heat tolerance test assesses the flies’ ability to perceive, react, and
escape the heat, since these animals tolerate a temperature of up to 40°C, when
subjected to a higher temperature, these animals have escape behavior (NELLY,
2011).

In our findings, it was possible to notice that flies from groups with a higher
concentration of sucrose did not show a heat escape response. So, we suppose that
this inability to escape is directly related to deficits in locomotor and exploratory
behavior, and in these tests the flies behaviors were drastically reduced.

Based on the above, we believe that metabolic changes led to the onset of
oxidative stress, which was followed by a decrease in dopaminergic levels followed
by changes in locomotor and exploratory behavior of insects, which we infer to be
mimetic to those developed in PD. Indeed, oxidative stress can generate
neurodegenerative diseases due to the neuronal propensity to oxidative damage
(BARBOSA; MEDEIROS & AUGUSTO, 2006). Similar to what happens with humans,
the dopaminergic system present in flies is also associated with locomotor control.
This makes flies prone to the development of traits seen in neurodegenerative
diseases (SOARES et al., 2017).
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5 FINAL CONSIDERATIONS

Summarizing, our results demonstrated that the ingestion of the hyperglycidic
diet reduces the life span of the flies. The diet also resulted in increased levels of
glucose and triglycerides in Drosophila melanogaster. Besides, the addition of
sucrose in the diet caused a disorder in the metabolism of the fly, which we infer to
be in the precedence of the aforementioned events.

Furthermore, diets rich in sucrose cause an increase in oxidative stress, as
well as cause a decrease in the response to thermal stress, and cause deficits in the
behavioral activities of flies. Together, these data indicate a relationship between
hyperglycidic diet, metabolic disorders and behavioral changes.

Lastly, high glycidic diets cause a reduction in dopamine levels in the head of
flies, which may be related to failures in their behavioral performances. We believe
that the reduction in dopamine levels possibly precedes the locomotor and self-
protection damage observed. It is worth mentioning that our research contributes to
studies already published in order to understand the involvement of the metabolic
syndrome and the emergence of neurological diseases. As well as our findings open
perspectives for studies in the area of neurodegenerative diseases, where reduced
levels of dopamine and locomotor activity are observed, such as, for example,

Parkinson’s disease and other neurodegenerative diseases.
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6 CONCLUSOES

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de uma dieta hiperglicidica
sobre 0s comportamentos associados a neurodegeneracdo em Drosophila
melanogaster. A partir de tudo que fora apresentado, e com intuito de responder a
estas questdes centrais, foram realizados testes bioquimicos e comportamentais.

De acordo com os resultados apresentados nessa dissertacao, concluimos:

> A dieta hipergliglicida reduziu o tempo de vida da Drosophila melanogaster;

> Altas concentracdes de sacarose alteram o metabolismo das moscas, esses
efeitos vieram acompanhado pelo alto niveis de glicose e triglicerideo no corpo,
hemolinfa e carcaca das moscas;

» Os mecanismos envolvendo o estresse oxidativo podem estar relacionados
com a elevacéo da glicose e triglicerideo no corpo das moscas, tendo em vista que a
dieta alta concentracéo de sacarose causou um aumento da peroxidacao lipidica;

> A dieta também causou a reducdo dos niveis de dopamina na cabeca das

moscas,;
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> A reducdo dos niveis de dopamina foi acompanhada pelos déficits de

comportamento da D. melanogaster.

Ainda, com base no exposto acima podemos concluir que dietas com alto
teor hiperglicidico é capaz de ocasionar desequilibrio no organismo metabdlico dos
seres vivos, ocasionando sérios danos a saude. Assim como, nossos resultados
mostram evidéncias que a sindrome metabdlica estad relacionada ao
desenvolvimento doencas neurodegenerativas, uma vez que as moscas
apresentaram caracteristicas semelhantes ao DM tipo Il e os déficits de
comportamentos associados a Doenca de Parkinson.

7 PERSPECEPTIVAS

Como esse estudo mostrou relacdo entre as sindromes metabdlicas e o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas; e com o intuito de compreender
melhor os mecanismos envolvidos na alteracdo metabdlica e o surgimento dos
déficits de comportamento em moscas, temos como perspectivas:

e Investigar alguns genes que estejam envolvidos na sinalizacdo da insulina,
como os dilps (2, 3 e 5), CHICO e Inr;

e Averiguar a toxidade da dieta hiperglicidica sobre marcadores inflamatorios
em Drosophila melanogaster.

Ainda, com o objetivo de diminuir os efeitos causados pela sindrome
metabdlica, temos a intencdo de avaliar o reposicionamento de farmacos no
tratamento do DM tipo Il. Dentre esses farmacos, a combinagdo da Metformina
como hipoglicemiante oral e &cido acetilsalicilico (AAS), que atua na prevencéao de

eventos envolvendo a dislipidemia.
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