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RESUMO

O elevado consumo de produtos alimenticios ultraprocessados esta associado ao aumento do
consumo de &cidos graxos trans. O tipo de gordura ingerida através da alimentacdo pode
influenciar no desempenho cerebral, visto que a membrana gue envolve as células neuronais e
acelera a conducao dos impulsos nervosos, € rica em colesterol e fosfolipideos. Logo, os &cidos
graxos trans advindos da dieta podem ser incorporados a essa estrutura e promover alteracdes,
afetando a capacidade de aprendizado e memoria. A creatina € um composto nitrogenado
produzido pelo organismo e também obtido através da alimentacdo e/ou suplementacao. Este
composto funciona como uma reserva de energia para 0 cérebro, ja que a enzima creatina
quinase, responsavel por catalisar a conversdo da creatina em fosfocreatina e difosfato de
adenosina, esta presente em varias areas desse tecido e, portanto, atua reduzindo a fadiga mental
podendo melhorar o desempenho de aprendizagem e de memaria. Assim, este estudo teve como
objetivo investigar o efeito protetor da creatina sobre alteracdes na memoria de Drosophila
melanogaster expostas a uma dieta rica em gordura vegetal hidrogenada. As moscas Drosophila
melanogaster (linhagem Harwich), 1-3 dias de idade foram divididas em quatro grupos
contendo cerca de 50 moscas cada: (1) Dieta regular, (2) Creatina 10 mM, (3) Gordura vegetal
hidrogenada 10%, (4) Gordura vegetal hidrogenada 10% + Creatina 10 mM. Tanto a creatina
quanto a gordura foram incorporadas a dieta dos animais. A exposi¢do aos tratamentos teve
duracdo de 7 dias e apds esse periodo, foi realizado o teste comportamental de campo aberto,
com o objetivo de avaliar a atividade locomotora das moscas; analise da mortalidade; peso
corporal; consumo alimentar; e o teste de supressao fototaxica aversiva, com o intuito de avaliar
o aprendizado e memdria de curto prazo dos animais. De acordo com os resultados, foi possivel
observar que nao houve diferenca significativa em relacdo ao teste de campo aberto entre todos
0s grupos analisados. Mesmo resultado foi observado na anélise do peso corporal e do consumo
alimentar. Em relacdo a analise da mortalidade, observou-se que a dieta rica em gordura vegetal
hidrogenada aumentou a mortalidade das moscas e a creatina ndo apresentou efeito protetor.
Em relacdo ao teste de supressdo fototaxica aversiva, foi possivel observar que as moscas
expostas a uma dieta rica em gordura vegetal hidrogenada apresentaram menor percentual de
aprovacdo para aprendizado e memoria. O tratamento com creatina mostrou-se eficaz na
prevencdo dos danos cognitivos apresentados, sugerindo seu envolvimento em processos de
sinapses e na homeostase energética cerebral, além de sua atuacdo na regulacéo da velocidade
dos potenciais de a¢do e na comunicagdo intracelular utilizada para processos de aprendizagem

e memoria. Conclui-se que a creatina € capaz de proteger contra danos no aprendizado e



memoria causados por uma dieta rica em gordura vegetal hidrogenada em Drosophila
melanogaster, contudo, ainda sdo necessarios mais estudos para elucidar os principais

mecanismos de acdo envolvidos.

Palavras-chave: Creatina. Gordura vegetal hidrogenada. Memoria.



ABSTRACT

The high consumption of ultra-processed food products is associated with an increase in the
consumption of trans fatty acids. The type of fat ingested through food can influence brain
performance, as the membrane that surrounds neuronal cells and accelerates the conduction of
nerve impulses is rich in cholesterol and phospholipids. Therefore, trans fatty acids from the
diet can be incorporated into this structure and promote changes, affecting learning and memory
ability. Creatine is a nitrogenous compound produced by the body and also gained by food
and/or supplementation. The compound acts as an energy reserve for the brain, as the enzyme
creatine kinase, responsible for catalyzing the conversion of creatine to phosphocreatine and
adenosine diphosphate, is present in several areas of this tissue and, therefore, acts on the
reduction of mental fatigue to improve learning and memory performance. Thus, this study
aimed to investigate the protective effect of creatine on changes in the memory of Drosophila
melanogaster exposed to a diet rich in hydrogenated vegetable fat. Drosophila melanogaster
flies (Harwich strain), 1-3 days old were divided into four groups containing about 50 flies
each: (1) Regular diet, (2) 10 mM Creatine, (3) 10% Hydrogenated vegetable fat, (4) 10%
Hydrogenated vegetable fat + 10 mM Creatine. Both creatine and fat were incorporated into the
animals' diet. Exposure to the requirements lasts 7 days and after that period, an open field
behavioral test was carried out, with the objective of evaluating the locomotor activity of the
flies; mortality analysis; body weight; food consumption; and the aversive phototoxic
suppression test, in order to assess the animal's learning and short-term memory. Based on the
results, it was possible to observe that there was no significant difference in the open field test
between all imposed groups. The same result was observed on the analysis of body weight and
food consumption. Regarding the mortality analysis, it was observed that the diet rich in
hydrogenated vegetable fat increased the mortality of flies and creatine did not have a protective
effect. Regarding the aversive phototoxic suppression test, it was possible to observe that the
flies exposed to a diet rich in hydrogenated vegetable fat had a lower percentage of approval
for learning and memory. Treatment with creatine proved to be effective in preventing cognitive
damage, suggesting its involvement in synapsis processes and cerebral energy homeostasis, in
addition to its role in regulating the speed of action potentials and in intracellular
communication using for learning and memory processes. It was concluded that creatine is able
to protect against damage in learning and memory caused by a diet rich in hydrogenated
vegetable fat in Drosophila melanogaster, however, further studies are still needed to elucidate

the main action mechanisms involved.



Keywords: Creatine. Hydrogenated vegetable fat. Memory.
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MLP — Memodria de longo prazo
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1 INTRODUCAO

O crescente consumo de alimentos ultraprocessados e a consequente reducdo do
consumo de alimentos in natura reflete a presenca de grandes quantidades de acucar, sodio e
principalmente de gordura na alimentacdo da populagdo. O consumo de uma dieta rica em
gordura (DRG) e aglcar aumenta o risco de desenvolvimento de varias doencas cronicas ndo
transmissiveis como obesidade, diabetes, doencas cardiovasculares e sindrome metabolica
(ABESO, 2016). Além disso, com o aumento do consumo de alimentos ultraprocessados,
observa-se também a grande presenca de &cidos graxos do tipo trans (AGT) na alimentacéo,
visto que séo utilizados pela industria alimenticia com o intuito de aumentar a estabilidade e
validade dos produtos comercializados (PASE et al., 2017).

A ingestdo de gorduras através da alimentacao esta relacionada com o desenvolvimento
e desempenho cerebral, visto que a membrana que envolve as células neuronais e acelera a
conducdo dos impulsos nervosos, é rica em colesterol e fosfolipideos e, dessa forma, a
qualidade da dieta tem influéncia no tipo de gordura que ird compor essa estrutura
(SHEPPARD; CHEATHAM, 2013). Dessa maneira, mudancas advindas da dieta que levam a
substituicdo do consumo de acidos graxos 6mega-3 por acidos graxos dmega-6 refletem na
composicédo dos fosfolipideos da membrana, podendo levar a perda de memoria e dificuldades
na aprendizagem (JUMP, 2002).

Além disso, acidos graxos poli-insaturados, quando incorporados a membrana neuronal,
além de afetar sua fluidez e permeabilidade, também tém influéncia na atividade de
neurotransmissores como a dopamina (JUMP, 2002; WAINWRIGHT, 2002) e de enzimas
presentes na mesma (TEIXEIRA et al., 2013). Assim, os AGT podem ser incorporados a essa
estrutura e promover alteracdes afetando a capacidade de aprendizado e memdria, além de
aumentar o risco de desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (CORDNER;
TAMASHIRO, 2015; PASE et al., 2017).

Diante dessas alteragdes, ha uma grande busca por alternativas que visem reduzir 0s
impactos provocados pelo alto consumo de gordura trans na dieta e, dessa forma, uma
substancia que vem demostrando varios beneficios a saude, principalmente na homeostasia
cerebral é a creatina (Cr) (BEAL, 2011). A Cr pode ser obtida a partir de duas fontes: sintese
pelo organismo a partir de trés aminoacidos (arginina, glicina e metionina) em reacdes que
ocorrem no figado, pancreas e rins; ou através do consumo de alimentos de origem animal,

principalmente de carnes (REDONDO et al., 1996). Cerca de 95 % da Cr presente no corpo
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humano é encontrada nas células do tecido muscular esquelético e o restante esta distribuido
em outros 6rgaos como o cérebro (KREIDER et al., 2017).

A Cr pode atenuar a formacao de espécies reativas de oxigénio (SESTILI et al., 2011) e
seus efeitos antioxidantes ja demonstraram ter eficacia terapéutica em doencas
neurodegenerativas (BEAL, 2011). Por facilitar a homeostase de ATP no cérebro durante
periodos de necessidade de renovacéo rapida de energia, também é capaz de atuar na melhora
de parametros cognitivos como, por exemplo, em situacGes de privacdo de sono, hipdxia e
atividades cognitivas mais complexas (RAE; BROER, 2015; ROSCHEL, 2021).

Diante disso, é de grande relevancia a busca por modelos alternativos e eficazes que
possibilitem a compreensdo de desordens cognitivas e que permitam discutir a fisiologia
humana. Dessa forma, um modelo alternativo que vem se destacando quanto a compreensao de
doencas humanas ¢ o modelo de Drosophila melanogaster, ja que supera outros modelos
animais de mamiferos como camundongos e ratos em relacdo aos custos de manutencéo, alta
taxa de proliferacéo e rapido ciclo de vida. Este modelo possui cerca de 75% de similaridade
de seus genes com humanos, conservando vias metabolicas importantes, aléem de conservacéo
a nivel comportamental e de seus mecanismos moleculares (PANDEY; NICHOLS, 2011).
Além disso, em comparacdo aos mamiferos, a Drosophila compartilha anatomia de 6rgdos
envolvidos no metabolismo lipidico, onde os lipidios sdo armazenados e acumulados no corpo
gordo da mosca, tendo essa similaridade aos adip6citos encontrados em humanos
(KUHNLEIN, 2011; LIU; HUANG, 2013).

Também € possivel uma compreensdo acerca da neurociéncia através da Drosophila,
sendo possivel estudar os mecanismos sobre 0 comportamento, uma vez que seu cérebro utiliza
neurotransmissores, canais € modulos semelhantes como aqueles encontrados no cérebro de
mamiferos (KAZAMA, 2015). Além de ja existirem trabalhos mostrando que as moscas séo
capazes de formar uma espécie de memoria de trabalho e tomada de decisdes simples, tornando
possivel a compreensdo de mecanismos comportamentais (KAZAMA, 2015).

No entanto, tendo em vista que desordens relacionadas a memoria podem ser avaliadas
nesse modelo animal, que o consumo inadequado de gordura esta relacionado a tais desordens
e, ainda, considerando os beneficios da Cr, hd uma deficiéncia de estudos que relacionem tais
parametros concomitantemente nesse modelo. Dessa forma, o presente estudo tem como
objetivo investigar o possivel papel protetor da Cr sobre alteracbes na capacidade de
aprendizagem e de memdria de Drosophila melanogaster expostas a uma dieta rica em gordura
vegetal hidrogenada (GVH).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Gordura vegetal hidrogenada

A GVH é obtida de forma artificial pela industria de alimentos a partir da hidrogenacao
de Oleos vegetais, a fim de formar uma gordura de consisténcia mais firme a temperatura
ambiente. Esse tipo de gordura é muito utilizado em produtos alimenticios como biscoitos,
sorvetes, bolos, etc., pois tem a capacidade de aumentar o tempo de prateleira, além de oferecer
melhor palatabilidade (REMIG, 2010).

Esse processo de hidrogenacdo dos 6leos é responsavel pela geragdo de AGT, 0s quais
sdo definidos como isdmeros geométricos de acidos graxos (AG) mono e poli-insaturados, com
pelo menos uma ligacdo dupla na configuracdo trans (SEMMA, 2002). Os AGT séo
encontrados naturalmente em alimentos de origem animal, porém seu consumo tornou-se
exacerbado devido as mudancas no padrdo alimentar que levaram a reducédo do consumo de
alimentos in natura e o0 aumento do consumo de alimentos ultraprocessados (REMIG, 2010).

Tanto em estudos com seres humanos quanto com animais, fica claro que os AGT
advindos da dieta sdo digeridos, absorvidos e incorporados em triglicerideos séricos, ésteres de
colesterol, fosfolipideos, lipoproteinas e tecido adiposo ou plaquetas, da mesma forma que 0s
seus isdmeros cis naturais (BOUE et al., 2000). Do ponto de vista nutricional, 0 consumo
elevado de AGT representa uma perda de ingestdo de acidos graxos essenciais (AGE), o que
pode ter um impacto negativo na saude humana, estando associado, por exemplo, ao aumento
do risco de doenca cardiovascular (REMING et al., 2010).

Além disso, os AGE sédo convertidos em acidos graxos poliinsaturados de cadeia longa
como acido docosahexaenoico (DHA), eicosapentaendico (EPA) e &cido araquiddnico (AA),
gue sdo responsaveis por integrar e estruturar as membranas neuronais. Deficiéncias nesses
AGE tém sido associadas a disfun¢des cognitivas e comportamentais (WAINWRIGHT, 2002;
YEHUDA et al., 2005), alem de modificacbes na permeabilidade celular e a fluidez da
membrana sindptica (JUMP, 2002).

Dietas com elevado teor de AGT, ao estarem relacionadas com alteragdes na estrutura
da membrana celular, também podem levar a mudangas na liberagdo de neurotransmissores
responsaveis pelo humor, como o neurotransmissor serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5HT)
(ZEMDEGS et al., 2016). Isso esta associado com o possivel desenvolvimento de ansiedade,
depressédo, anedonia e desordens comportamentais (DUTHEIL et al., 2016; KRISHNA et al.,
2015; EDWARDS et al., 2006). Esse padrdo dietético também pode alterar a atividade da
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enzima Na/K*- ATPase na membrana neuronal, a qual é responsavel por mediar 0s processos
de aprendizado e de memoéria (TEIXEIRA et al., 2011; SCURI etal., 2007; ZHAN et al., 2004).

2.2 Creatina

Acido a-metil-guanidino acético ou Creatina (da palavra grega kreas, que significa
carne) € um composto nitrogenado solivel em &gua, comumente utilizado por atletas ou
praticantes de exercicio fisico como um suplemento alimentar ergogénico (PASCHOAL,;
NAVES, 2014), sendo capaz de constituir uma reserva de energia e promover rapida
regeneracdo de adenosina trifosfato (ATP) na célula muscular, principalmente em exercicios de
alta intensidade e curta duragédo (PERALTA; AMANCIO, 2002).

A Cr pode ser encontrada em alimentos de origem animal e também pode ser sintetizada
de forma enddgena, ou seja, a partir do proprio organismo. Sua sintese inicia com a enzima L-
arginina: glicina amidinotransferase (AGAT), que catalisa a reagdo de transaminacgdo entre a
arginina e a glicina, formando guanidinoacetato e ornitina. Apos, a enzima N-guanidinoacetato
metiltransferase (GAMT) transfere um grupo metil da S-adenosil metionina para o
guanidinoacetato, formando a Cr (KREIDER et al., 2017).

Seu transporte para a as células é realizado através do transportador especifico
dependente de canais de ions sodio e cloreto solute carrier class 6, member 8 (SLC6AS8),
também conhecido como CreaT (KREIDER et al., 2017). Cerca de 2/3 da Cr no organismo sao
transformados em creatina fosfato (CP) pelas isoformas da enzima creatina quinase (CK). Cr e
CP podem sofrer reacdo ndo enzimatica de desidratacdo e ciclizacdo, formando creatinina que
é um metabolito excretado através dos rins em forma de urina (KREIDER et al., 2017).

No cérebro, sua importancia da-se devido a presenca de da enzima CK em varias areas
do tecido (WYSS; KADDURAH-DAOUK, 2000). Além disso, como o cérebro demanda muita
energia, a Cr em niveis baixos pode levar a disfun¢bes mitocondriais e outras consequéncias
graves, além do desenvolvimento de doencas neurodegenerativas (BOLANOS et al., 2009;
MARTIN, 2012).

Pacientes com deficiéncia congénita de GAMT possuem uma reducdo anormal da
sintese de Cr e apresentam atrasos no desenvolvimento, dificuldades no controle do ténus
muscular e da postura, além de convulsdes (BALESTRINO, 2018). Sindromes de deficiéncia
de Cr cerebral levam a transtornos mentais e de desenvolvimento, podendo ser tratadas e
revertidas através da suplementacdo com esse composto aminoécido (SALOMONS et al., 2003;
STOCKLER; HANEFELD; FRAHM, 1996). Além disso, seus beneficios também estdo
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associados a melhoras em lesdo cerebral traumética leve (DOLAN; GUALANO; RAWSON,
2019).

2.3 Memodria

A definicdo de memoria pode ser descrita como a capacidade de adquirir, armazenar e
lembrar de informagdes ao longo da vida. Os diferentes tipos de memaria adquiridos podem ser
classificadas de acordo com sua funcao (de trabalho ou memdria propriamente dita); conteddo
(explicita ou implicita); e tempo de duracdo (remota, curta ou longa duracao) (LIMA, 2021). A
forca do traco mnemonico € um dos principais fatores que ira determinar a duracdo de uma
memoria (KATCHE; CAMMAROTA; MEDINA, 2013).

A memodria de curto prazo (MCP) ndo causa alteracdes permanentes no tecido cerebral,
pois ndo requer expressdo génica ou sintese proteica (LEE; EVERITT; THOMAS, 2004). Ela
é responsavel por manter a nova informacéo aprendida disponivel no periodo de 1 a 6 horas,
enquanto a memoria de longo prazo (MLP) esta sendo formada (MCGAUGH, 2000). A MLP
por sua vez, demora mais tempo para ser armazenada, pois sua formacao depende da sintese de
novas proteinas. Ela € capaz de promover modificacbes em sinapses cerebrais e pode ter
duracdo de dias ou meses (VARGAS et al., 2017). J& a memdria remota corresponde a uma
MLP que permaneceu por anos (IZQUIERDO, 2018).

A formacdo da memoria pode ser influenciada pelos diferentes tipos de &cidos graxos
(AG) consumidos através da dieta, 0s quais podem ser incorporados as membranas neuronais,
modificando sua fluidez e influenciando na conformacdo e funcdo de proteinas que ali se
encontram. Uma dessas proteinas é a Na"/K*- ATPase, responsavel pela geracdo de energia e
manutencdo do potencial de membrana, possuindo um papel importante em processos de
aprendizado e consolidacdo de memoria (TEIXEIRA et al., 2011).

Teixeira et al. (2011), observaram que o consumo de uma dieta rica em GVH foi
suficientemente forte para modificar parametros de ansiedade, aquisicdo de memoria e a
atividade da Na*/K*- ATPase no tecido cerebral de ratos. Rivera et al. (2019) concluiram que
um modelo de obesidade induzido por uma DRG em Drosophila levou ao desenvolvimento de
varios fendtipos previamente associados & doencas neurodegenerativas e declinio neural em
roedores, como o déficit de memoria. Ja em recente estudo de Cordner et al. (2019), foi
sugerido que a exposi¢cdo materna & uma DRG em ratos pode alterar a expressao hipocampal
de genes que estdo envolvidos no metabolismo e cognicdo, predispondo a prole & danos

cognitivos na idade adulta.
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Estudos com a suplementacéo de creatina sugerem que esse composto pode elevar o
conteldo de CP no cérebro de 5 a 15%, aumentando, assim, a bioenergética cerebral. Sua
utilizacdo pode atenuar a fadiga mental, melhorar a cognicdo, funcdo executiva e memoria
(KREIDER; STOUT, 2021). Também foi observado que, em roedores, a Cr parece afetar os
receptores GABAa via antagonismo competitivo a0 mesmo tempo que estimula a transmisséo
glutamatérgica via receptores NMDA no hipocampo, 0 que estaria relacionado a melhora na
memoria espacial (MARQUES; WYSE, 2019).

De acordo com Marques e Wyse (2019), a Cr pode atuar como um modulador de
sinapses, 0 que ajudaria a prevenir o comprometimento da memaria no teste de reconhecimento
de objetos realizado em ratos. Conforme Watanabe, Kato e Kato (2002), a suplementagéo de
Cr aumentou a utilizacdo de oxigénio no cérebro e reduziu da fadiga mental em participantes
do estudo que realizaram calculos matematicos repetitivos. Em recente estudo de Van Cutsem
et al. (2020), foi relatado que a suplementacéo de Cr antes de realizar uma partida de futebol,
além de melhorar a resisténcia muscular, aumentou o desempenho cognitivo dos participantes.

Os mecanismos moleculares subjacentes ao aprendizado e a memdria sdo conservados
em muitas espécies. Em Drosophila, € possivel realizar treinos para memorizar odores e
padrBes visuais por meio da aprendizagem cléssica ou operante (KAHSAI; ZARS, 2011). Os
primeiros estudos envolvendo memdria nesse organismo foram conduzidos principalmente
através do ensaio de condicionamento olfativo classico, o qual utiliza punicdo aversiva por
choque elétrico e que mais tarde, passou a receber variacdes como a substituicdo do choque por
uma recompensa gustativa para o animal, como a sacarose (DAVIS, 2005).

No entanto, outros métodos para medir formas de aprendizagem e memdria em
Drosophila surgiram ao longo do tempo. Entre eles, destacam-se: o teste de supresséo
fototaxica aversiva (ALLY et al., 2011), o qual foi utilizado no presente estudo, e o ensaio de
condicionamento de coorte (KOEMANS et al., 2017).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais quimicos e meio de cultura

A gordura hidrogenada utilizada para o tratamento foi a produzida pela COAMO
Agroindustrial Cooperativa. A Cr monoidratada foi adquirida pela SUPLEY Laboratério de
Alimentos e Suplementos Nutricionais Ltda. (Matdo — SP). O corante azul FD & C Blue Dye
n° 1 foi adquirido da Sigma-Aldrich. Os demais reagentes utilizados foram provenientes da
grade analitica do Campus UNIPAMPA.

Drosophila melanogaster (linhagem Harwich) foram mantidas em incubadora BOD,
ciclo claro/escuro 12 horas (25°C + 1°C; 60% de umidade) alimentadas em meio padréo do
laboratdério composto por farinha de milho (76,59%), actcar (7,23%), gérmen de trigo (8,51%),
sal (0,43%), leite em pé (7,23%), agar (5%) e nipagin (antifingico).

3.2 Protocolo experimental
3.2.1 Esquema de tratamento

As moscas (1-3 dias de vida) foram divididas em 4 grupos contendo cerca de 50 moscas
de ambos os sexos cada: (1) Dieta Regular (DR), composto pela dieta padréo do laboratério;
(2) Cr, onde a concentracdo de Cr 10 mM foi adicionada a DR; (3) GVH, onde 10% de GVH,
ricaem AGT, foi adicionada a DR; e (4) GVH+Cr. A concentracéo de Cr escolhida foi baseada
em estudos anteriores realizados com Drosophila melanogaster (HOSAMANI; RAMESH,;
MURALIDHARA, 2010; DEHNOW; KRISHNA, 2019). As moscas foram expostas ao seu
devido tratamento durante um periodo de 7 dias. A composicao das dietas esta de acordo com
a Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao de macronutrientes da dieta regular (DR) e da dieta rica em gordura
trans (GVH).

DR GVH

Total (kcal/g) 3,67 4,16
Carboidratos (%) 79,44 63,81
Fibras (%) 6,44 6,44
Proteinas (%) 11,4 9,21
Gorduras totais (%) 9,1 26,97

C10:0 0,12 0,16



C12:0
C14:0
C16:0
C16:1n7
C17:0
Cl17:1n5
C18:0
C18:1n%t
C18:1n9c
C18:1n7
C18:2n6t
C18:2n6c¢
C18:3n3
C20:1n9
C20:3n6
C20:4n6

0,18
0,63
2,70
0,09
0,04
0,00
0,81
0,16
2,05
0,08
0,00
2,09
0,15
0,02
0,00
0,00

0,22
0,63
5,65
0,09
0,06
0,00
3,66
2,81
9,69
0,71
0,19
2,98
0,15
0,02
0,00
0,00

Fonte: adaptado de Meichtry et al. (2020).

3.3 Protocolo de tratamento

3.3.1 Andlises in vivo
3.3.1.1 Mortalidade

16

A mortalidade das moscas foi monitorada diariamente, sendo contabilizado o niUmero

de moscas mortas a cada 24 horas até o final do periodo experimental, que teve duracdo de 7

dias. Os animais foram transferidos para alimentos frescos a cada 2 dias e, ap6s o final do

tratamento, as moscas foram contabilizadas e o resultado foi expresso como o percentual de

mortalidade das moscas em relacdo ao numero total. Foram utilizadas ao total 550 moscas por

grupo experimental, distribuidas em 11 experimentos independentes.

3.3.1.2 Peso corporal

O peso corporal foi analisado no inicio e fim do tratamento, a diferenca entre 0s pesos

foi calculada e analisada. Foram utilizadas ao total 200 moscas por grupo experimental,

distribuidas em 4 experimentos independentes.
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3.3.1.3 Consumo alimentar

O consumo alimentar foi avaliado através da ingestdo da dieta tingida com corante azul,
de acordo com Sun et al. (2013), com adaptacdes de Meichtry et al. (2020). Cerca de 5 moscas
por grupo foram colocadas em suas respectivas dietas de tratamento contendo 0,5% de corante
azul (FD & C Blue Dye n° 1). As moscas foram alimentadas por 30 minutos e depois foram
anestesiadas e decapitadas. Os corpos foram homogeneizados em 200 pL de &gua destilada, e
apos, foi realizada centrifugacéo a 12.370 rpm por 2 minutos. A absorbancia do sobrenadante
foi medida a 625 nm usando espectrofotdmetro. Foram utilizadas ao total 25 moscas por grupo

experimental, distribuidas em 5 experimentos independentes.

3.3.1.4 Teste de campo aberto

O teste comportamental de campo aberto teve como objetivo avaliar a atividade
locomotora das moscas e foi realizado de acordo com Hirth (2010) com algumas modificagdes.
Cada mosca foi posicionada em uma placa de Petri de 9 centimetros de diametro dividida em
quadrados (1cm x 1cm) e coberta com outra placa. O percurso dos animais foi observado e a
distancia percorrida durante o tempo de 60 segundos calculada através da contagem do numero
de quadrados que cada um ultrapassou. Foram utilizadas ao total 20 moscas por grupo

experimental, distribuidas em 4 experimentos independentes.

3.3.1.5 Teste de supressao fototaxica aversiva

O teste de supressdo fototaxica aversiva teve como objetivo avaliar o aprendizado e a
MCP das moscas e foi realizado conforme descrito por Ali et al. (2011). Ap6s 7 dias de
exposicdo ao tratamento, as mocas de cada grupo experimental foram colocadas
individualmente em um aparato com tubos vazios, sendo um lado escuro e outro com acesso a
luz, para avaliacdo da fototaxia. Os animais foram considerados fototaxicos quando, em um
intervalo de dez segundos, fossem capazes de caminhar do lado escuro em direcdo a luz. Uma
vez consideradas positivas para a fototaxia, 15 moscas por grupo experimental individualmente
foram treinadas para evitar o lado do aparato iluminado, sendo colocado um tubo com papel
toalha embebido com quinina 0,1% dissolvida em &gua destilada. O treinamento das moscas
para evitar o lado iluminado contendo quinina foi realizado 9 vezes, com duragéo de 1 minuto
por vez, para cada mosca individualmente. Apos isso, o tubo contendo quinina foi substituido
por um tubo vazio e o aprendizado da mosca foi testado 5 vezes, por 10 segundos cada. Os

animais foram ent&o colocados de volta em seus respectivos meios experimentais por 6 horas



18

e, apos esse periodo, tiveram a MCP testada no aparato da mesma forma que foi feito o teste de
aprendizado.

3.4 Andlise estatistica

O percentual de mortalidade foi determinado pelo teste de log-rank Mantel-Cox. Para
as demais analises estatisticas, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade
dos dados. Para os dados com distribuicdo normal, realizou-se o teste ANOVA de uma via,
seguido do pelo post-hoc de Tukey. Ja para os dados com distribuicdo anormal, realizou-se o
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post-hoc de Dunn. Os dados foram representados pela
média £ o erro padrdo da média. Os resultados foram considerados significativos quando p <

0,05 utilizando o programa GraphPad Prism 8.0.1.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da dieta rica em gordura vegetal hidrogenada e da co-exposicao a creatina sobre
a taxa de mortalidade de Drosophila melanogaster

De acordo com a Figura 1, é possivel observar um aumento nas taxas de mortalidade do
grupo GVH (31,5%) em comparacdo ao grupo DR (19,3%), resultado que também foi
observado no grupo GVH + Cr (33,3%). A taxa apresentada pelo grupo Cr (22,8%) manteve-
se perto do indice do grupo DR. A Cr ndo mostrou capacidade de prevencdo a mortalidade nesse

modelo de dieta rica em GVH em moscas (p < 0,05).

Figura 1 — Percentual de mortalidade de moscas expostas a uma dieta rica em gordura
vegetal hidrogenada e co-expostas a creatina. A med ida do tempo de vida foi determinada pela
comparacao das curvas de sobrevida através do teste de long-rank Mantel-Cox. (a) indica
diferenga significativa em relagéo ao grupo DR.
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4.2 Teste de campo aberto

No teste comportamental de campo aberto, observa-se que ndo houve diferenca
significativa no nimero de quadrados percorridos entre todos os grupos analisados (One-way
ANOVAF (3, 12) = 1,766; p = 0,2071; Fig. 2).

Figura 2 - Desempenho locomotor no teste comportamental de campo aberto de moscas
expostas a uma dieta rica em gordura vegetal hidrogenada e co-expostas a creatina. Os

resultados foram expressos como a média + o erro padrdo da média.
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4.3 Efeito da dieta rica em gordura vegetal hidrogenada e da co-exposi¢ao a creatina sobre
0 consumo alimentar e o peso corporal de Drosophila melanogaster

N&o houve diferenca significativa na ingestdo de alimentos entre as moscas de todos 0s
grupos (One-way ANOVA, F (3, 16) = 11,82; p = 0,9481; Tabela 2). Da mesma forma, ndo
houve diferenga significativa no peso corporal dos animais (Kruskal-Wallis, p = 0,8672; Tabela
2).

Tabela 2 — Consumo alimentar e peso corporal das moscas Drosophila melanogaster
expostas a uma dieta rica em gordura vegetal hidrogenada e co-expostas a creatina. Os valores
sd0 expressos por porcentagem do grupo DR + o erro padrdo das médias.

Consumo alimentar Peso corporal
DR 100,00 £ 12,10 0,02 + 0,002
GVH 106,80 + 15,88 0,02 £ 0,004
Cr 108,40 £ 9,24 0,01 + 0,005
GVH + Cr 100,80 + 11,05 0,01 + 0,004

4.4 Teste de supressao fototaxica aversiva

As Figuras 4A e 4B apresentam as taxas de aprovacdo apds o teste de aprendizado e
apos o teste de memdria de curto prazo de Drosophila melanogaster, respectivamente. Foi
possivel observar que as moscas expostas a dieta rica em GVH apresentaram menor percentual

de aprovacao nos dois momentos do teste (49,3% e 68,0%, respectivamente) (Kruskal-Wallis,
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p < 0,0001; Figura 4A; p < 0,0005; Figura 4B). Ja a co-exposi¢do a Cr mostrou-se eficaz tanto
na taxa de aprovacédo do aprendizado (86,7%), quanto na prevencao da perda de memoria das
moscas (94,7%) (p < 0,0004; Figura 4A; p < 0,0028; Figura 4B). A exposicao isolada a Cr

apresentou taxa de aprovacéo do aprendizado de 89,3% e da memoria de 96,0%.

Figura 4 — Teste de supressédo fototaxica aversiva de moscas expostas a uma dieta rica
em gordura vegetal hidrogenada e co-expostas a creatina. (A) Taxa de aprovacdo apos o
condicionamento (PCO). (B) Taxa de aprovagdo 6 horas apos o condicionamento (PC6). Os
resultados foram expressos como a média + o erro padrdo da média. (a) indica diferenca
significativa do grupo DR, (b) diferenca entre Cr e (c) diferenga entre GVH (p < 0,05).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou o possivel papel protetor da Cr sobre alteracbes na
aprendizagem e memoria de Drosophila Melanogaster expostas a uma dieta rica em GVH. Os
resultados obtidos demostraram que a Cr foi capaz de atuar na melhora de alteracdes cognitivas
causadas nesse modelo.

O consumo elevado de AGT estd associado a consequéncias negativas a saude e a
reducdo da expectativa de vida, devido ao risco aumentado de desenvolvimento de doenca
coronariana, prejuizos ao neurodesenvolvimento e ao crescimento fetal e infantil e aumento do
estresse oxidativo (SEMMA, 2002; DHIBI et al., 2011; MONGUCHI, 2017). Nesse sentido,
foi possivel observar um aumento nas taxas de mortalidade do grupo GVH em comparacdo ao
grupo DR. Resultado semelhante foi encontrado em estudo de Meichtry et al. (2020), no qual a
adicdo de diferentes concentracfes de AGT na dieta de Drosophila também refletiu em maiores
percentuais de mortalidade. O mesmo ja havia sido observado por Heinrichsen e Haddad (2012)
em estudo que demonstrou efeitos prejudiciais de uma DRG na expectativa de vida e na
tolerancia ao estresse em Drosophila.

A Cr, além de funcionar como uma reserva de energia para as células, vem sendo
estudada como um composto neuroprotetor, devido a sua agdo antioxidante (AVGERINOS et
al., 2018). No entanto, o presente estudo demonstrou que a Cr néo foi capaz de prevenir a
mortalidade nesse modelo de dieta rica em GVH em moscas. Esse fato pode ter ocorrido devido
a uma maior incorporacdo de isbmeros trans na estrutura cerebral dos animais, ja que a
composigdo das dietas apresentou deficiéncia de AGE como o acido a-linolénico ou 6mega 3,
fundamental para o bom funcionamento do cérebro (LABOUSSE et al., 2013).

Ao avaliar a atividade locomotora dos animais, através do teste de campo aberto, ndo
foram observadas diferencas significativas entre todos os grupos analisados. Esse resultado
demonstra que ndo houve nenhum declinio locomotor nas moscas, 0 que é considerado positivo
pois, dessa forma, o teste realizado para avaliar o aprendizado e memoria passa a ser
considerado valido, visto que ndo houve interferéncias nos resultados que pudessem estar
relacionadas a possiveis danos locomotores. Meichtry et al. (2020) ja havia constatado que a
incorporagdo de diferentes concentragcbes de AGT na dieta de Drosophila ndo alterou o
desempenho locomotor dos animais.

Em relagdo a Cr, o resultado do presente estudo vai de encontro com estudo de Kim et
al. (2020) o qual, ao investigar o efeito desse composto nitrogenado no tratamento do

comportamento tipo depressivo em Drosophila e em camundongos, constatou que ndo houve
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diferenca significativa em relagdo a atividade locomotora dos roedores, através dos dados
obtidos pelo teste de campo aberto. Da mesma forma, Allahyar, Akbar e Igbal (2017),
observaram que a suplementacéo de 1% e 3% de Cr na dieta ndo afetaram o comportamento
exploratério e locomotor de camundongos albinos fémeas.

A Cr é uma substancia osmoticamente ativa e € captada pelas células através de um
transportador dependente de sddio. Dessa maneira, sua utilizacdo de forma aguda pode estar
associada ao aumento do peso corporal devido a retencdo de agua intracelular (ANTONIO et
al., 2021). No entanto, na andlise do peso corporal realizada nas moscas, ndo foram observadas
diferencas significativas entre todos 0s grupos experimentais. Isso demonstra que 0 peso
corporal dos animais ndo influenciou no desempenho dos demais testes, descartando também
uma possivel associacdo da ingestdo de gordura com a inflamacgédo causada por sobrepeso ou
obesidade (BOURASSA; DAVID; 2017).

A anélise do consumo alimentar dos animais demonstrou que ndo houve diferencas
significativas entre todos os grupos em relacdo a quantidade de alimento ingerida durante o
experimento. Esse resultado indica que as moscas ndo apresentaram menor ou maior
preferéncia por nenhuma das dietas experimentais e, portanto, ndo houve interferéncia nos
resultados dos demais testes.

Em relacdo ao aprendizado e memdria das moscas, observou-se que 0s animais do grupo
GVH apresentaram menores percentuais de aprovagdo nos dois momentos do teste, quando
comparados ao grupo DR. De acordo com Cordner et al. (2015), 0 excesso de AG na dieta pode
aumentar a carga de estresse oxidativo e a inflamacéo, afetando negativamente a cognicéo.

Em estudo de Rivera et al. (2019), no qual a DRG consistia na adi¢do de 20% de dleo
de coco, rico em gordura saturada, & DR, observou-se que ndo houve diferenca significativa
entre 0s grupos na avaliacdo do aprendizado, mas um declinio na taxa de aprovacao das moscas
pertencentes ao grupo DRG na avaliagdo da MCP. Embora o presente estudo tenha utilizado
uma concentragéo de gordura menor, observa-se que o perfil de acidos graxos é diferente, o que
sugere que uma dieta rica em AGT, por conter maior teor de gordura artificial, pode causar
maiores danos em parametros cognitivos. Além disso, apds 6 horas de condicionamento, as
mocas pertencentes ao grupo GVH apresentaram uma tendéncia a recuperacdo do dano
cognitivo, possivelmente ocasionado pelo periodo no qual aguardaram a proxima etapa do teste
em uma DR.

O ensaio de supressdo fototaxica aversiva é considerado um teste comportamental
robusto para avaliar alteracdes na capacidade de aprendizagem e memdria decorrentes de

manipulacdo genética ou ambiental em Drosophila (ALl et al., 2011). Apesar do fato de que o
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presente estudo utilize a metodologia de Ali et al. (2011), a qual afirma que apos 6 horas, a
memoria ainda seja considerada de curto prazo, de acordo com recente trabalho de Zhao et al.
(2019), a MLP dependente de contexto em Drosophila poderia ser formada sem a necessidade
de sintese proteica, o que leva a hipotese de que o teste para avaliar o aprendizado realizado
neste trabalho j& possa ser considerado uma MCP. Além disso, em estudo de Babin, Kolly e
Kawecki (2014), que avaliou os efeitos da infec¢do com bactérias patdgenas no desempenho da
aprendizagem olfativa aversiva em Drosophila, a resposta de 5 minutos ap0s o
condicionamento refletiu em MCP, enquanto que a resposta de 1 h correspondeu a memoria de
médio prazo.

De acordo com Rivera et al. (2019), uma DRG é capaz de levar a altera¢cGes na memoria
de moscas e pode acarretar em disfuncdes neurocomportamentais. Além disso, em estudo de
Meichtry et al. (2020), foi observada uma reducao significativa nos niveis de octopamina em
moscas expostas a diferentes concentracbes de gorduras adicionadas na dieta. Esse
neurotransmissor em invertebrados esta relacionado ao desempenho positivo na aprendizagem
e memoria em Drosophila (SCHWAERZEL et al., 2003; CLAREN; HENRIKE, 2018).

Ainda, os dados aqui obtidos véao de encontro com os de Teixeira et al. (2011), os quais
demonstraram que a incorporacdo no tecido cerebral de apenas 0,33% de AGT advindos da
dieta foi suficientemente forte para alterar parametros de memoria e da atividade da enzima
Na*/K*- ATPase no cérebro de roedores. Conforme Teixeira et al. (2011), uma membrana
neuronal que apresenta elevada fluidez, também apresenta maiores atividades enzimaticas,
como por exemplo da Na'/K*- ATPase. Ela é responsavel pela geragdo do potencial de
membrana através do transporte ativo de Na e K, e é fundamental para manter o gradiente ibnico
para excitabilidade neuronal (MOBASHERI et al., 2000). Além disso, desempenha papel
fundamental em processos de sinapse e na plasticidade neuronal, mediando processos de
aprendizagem e memoria (SCURI et al., 2007; ZHAN et al., 2004).

O sistema Cr/CP/CK também esté envolvido em processos de sinapses e na homeostase
energética cerebral (SCHLATTNER; TOKARSKA-SCHLATTNER; WALLIMANN, 2005).
De acordo com Jost et al. (2002), esse sistema pode regular a velocidade dos potenciais de acéo
e a comunicacao intracelular utilizada para processos de aprendizagem e memoria. Esses dados
estdo de acordo com os resultados do presente estudo, 0s quais demonstraram que a adi¢ao de

Cr na dieta foi eficaz na prevencéo dos danos cognitivos apresentados pelo grupo GVH.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que a Cr é capaz de proteger contra danos no aprendizado
e memoria causados por uma dieta rica em GVH em Drosophila Melanogaster, contudo, ainda

s80 necessarios mais estudos para elucidar os principais mecanismos de ac¢éo envolvidos.
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