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Resumo
O aumento do consumo de carboidratos na dieta pode causar uma série de desequilibrios
bioquimicos. A Bauhinia forficata (BF), popularmente conhecida como “pata-de-vaca”, é

amplamente utilizada na medicina popular devido a sua a¢do antihiperglicémica. O objetivo
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deste estudo foi avaliar os efeitos metabdlicos da infusdo das folhas de BF em moscas D.
melanogaster alimentadas com uma dieta rica em sacarose. Para isso, diferentes
concentracdes de sacarose foram adicionadas ao meio de cultura padrdo e o cha de BF foi
administrado através de papel filtro. A variacao de peso foi determinada comparando o peso
das moscas nas diferentes concentragdes de sacarose com a situagdo controle. Apds trés dias
de tratamento, as moscas foram eutanasiadas para as analises bioquimicas. Os resultados
mostraram que moscas fémeas alimentadas com 40% de sacarose e moscas machos
alimentadas com 30%, apresentaram niveis de glicose significativamente mais elevados em
comparagdo com o grupo da mesma concentracdo tratado com o cha de BF. Os niveis de
triglicerideos foram significativamente aumentados nas fémeas tratadas com 30% de sacarose
guando comparadas ao controle. Houve um aumento néo significativo no peso das fémeas a
medida que aumentou a concentragdo de sacarose. A atividade da enzima superdxido
dismutase mostrou-se maior nas fémeas, embora nao significativa. O chd de BF ndo teve
efeitos significativos sobre o peso corporal dos insetos. Em conclusédo, os dados sugerem que
uma dieta rica em carboidratos pode alterar os niveis de triglicerideos e glicose em D.
melanogaster e que o cha de BF pode ser util na reducéo dos niveis de glicose.
Palavras-chave: Bauhinia forficata; Desordem metabdlica; Estresse oxidativo; Mosca da
fruta.

Abstract

Increased dietary carbohydrate consumption can cause several biochemical imbalances.
Bauhinia forficata (BF), known in folk medicine as “cow paw”, is widely used because of its
antihyperglycemic action. The aim of this study was to evaluate the metabolic effects of BF
leaves infusion in D. melanogaster fed with a high sucrose diet. For this, different sucrose
concentrations were added to the standard culture medium and the BF tea was administered
through filter paper. Weight variation was determined by comparing the weight of the flies at
different sucrose concentrations with the control flies. After three days of treatment, flies were
euthanized for biochemical analysis. Results showed that female flies fed 40% sucrose and
male flies fed 30% showed significantly higher glucose levels compared to the same
concentration group treated with BF tea. Triglyceride levels were significantly increased in
females treated with 30% sucrose as compared to control. There was no significant increase in
female weight as sucrose concentration increased. Superoxide dismutase activity was higher

in females, although not significant. BF tea had no significant effects on insect body weight.
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In conclusion, the data suggest that a high carbohydrate diet may alter triglyceride and
glucose levels in D. melanogaster and that BF tea may be helpful in lowering glucose.

Keywords: Bauhinia forficata; Metabolic disease; Oxidative stress; Fruit fly.

Resumen

El aumento del consumo de carbohidratos en la dieta puede causar una serie de desequilibrios
bioquimicos. La Bauhinia forficata (BF), conocida popularmente como “pata de vaca” o
“pezufia de vaca”, se usa ampliamente en la medicina popular debido a su accion
antihiperglucémica. El objetivo de este estudio fue evaluar los efectos metabdlicos de la
infusion de hojas de BF en moscas D. melanogaster alimentadas con una dieta rica en
sacarosa. Para esto, se agregaron diferentes concentraciones de sacarosa al medio de cultivo y
se administr6 té de BF a través de papel de filtro. La variacion de peso se determino
comparando el peso de las moscas a diferentes concentraciones de sacarosa con la situacion
de control. Después de tres dias de tratamiento, las moscas fueron sacrificadas para analisis
bioquimicas. Los resultados mostraron que las moscas hembras alimentadas con 40% de
sacarosa Yy las moscas machos alimentadas con 30% tenian niveles de glucosa
significativamente mas altos en comparacién con el mismo grupo de concentracion tratado
con BF. Los niveles de triglicéridos aumentaron significativamente en las hembras tratadas
con 30% de sacarosa en comparacion con el control. No hubo un aumento significativo en el
peso de hembras a medida que aumento la concentracion de sacarosa. La actividad de la
enzima superoxido dismutasa fue mayor en las hembras, aunque no significativa. El té de BF
no tuvo efectos significativos sobre el peso corporal de los insectos. En conclusion, los datos
sugieren que una dieta alta en carbohidratos puede alterar los niveles de triglicéridos y
glucosa en D. melanogaster y que el té de BF puede ser util para reducir la glucosa.

Palabras clave: Bauhinia forficata; Alteraciones metabdlicas; Estrés oxidativo; Mosca de la

fruta.

1. Introducéo

O Diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabolica caracterizada pela falta de
producdo de insulina ou ainda pela incapacidade de utilizacdo da insulina produzida. Essa
sindrome tem sido cada vez mais prevalente, atingindo atualmente cerca de 643 milhGes de
pessoas, podendo esse numero chegar a 700 milhGes em 2045 (IDF, 2019). Ainda, dados
recentes demonstram que no Brasil hd mais de 13 milhdes de pessoas vivendo com DM, o que
representa 6,9% da populagéo (SDB, 2018).
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Dos tipos de DM existentes, 0 mais comum € o tipo 2, que ocorre geralmente em
pessoas obesas, sedentarias, com mais de 40 anos. Entretanto, a frequéncia de DM tipo 2 vem
aumentando em jovens, em virtude dos maus habitos alimentares. Neste tipo de DM ha
producdo de insulina, porém, sua acdo é dificultada, o que é conhecido como resisténcia a
insulina (SDB, 2018). Diante disso, observa-se que individuos com habitos alimentares
saudaveis apresentam menores riscos de agravos associados ao DM, quando comparados a
individuos com praticas alimentares nao saudaveis (Brito et. al., 2020). Em longo prazo, a
manutencdo de niveis glicémicos elevados desencadeia diversos desequilibrios bioquimicos,
resultando em danos a diferentes 6rgdos e tecidos (Folmer et al., 2002; Salgueiro et al., 2016).

Os desequilibrios bioguimicos decorrentes da hiperglicemia podem ser consequéncia
do estresse oxidativo, relacionado aos processos de auto-oxidacdo da glicose, glicacdo ndo
enzimatica de proteinas e ativacdo da via dos poliois (Salgueiro et al., 2016). No estresse
oxidativo, a producdo de espécies reativas excede a capacidade antioxidante do organismo,
causando avarias aos componentes biolégicos. Com o intuito de evitar esse quadro, o
organismo possui mecanismos de defesa antioxidante. Dentre eles, os antioxidantes
enzimaticos, que neutralizam a acdo dos radicais livres. A enzima superdxido dismutase
(SOD) é um desses mecanismos enzimaticos, o qual age transformando dois &nions radicais
superoxidos em um peroxido de hidrogénio (De Morais et. al., 2009).

Semelhante ao que acontece em humanos, modelos experimentais quando alimentados
com dietas hipercaldricas/hiperglicidicas desenvolvem quadros analogos a resisténcia a
insulina (Folmer et. al., 2002). Entretanto, a utilizacdo de animais cordados na pesquisa tem
sido alvo de muitas discussdes, e o0 interesse por modelos alternativos vem crescendo a cada
ano. Nesse sentido, para a inducdo de um estado semelhante ao DM tipo 2, pode-se utilizar
como modelo experimental a mosca Drosophila melanogaster, conhecida popularmente como
mosca da fruta. Esse uso se justifica pela semelhanca existente entre o sistema
neuroenddcrino da D. melanogaster e o sistema neuroenddcrino pertencente aos mamiferos
(Morris et al., 2012).

De fato, este modelo tem se mostrado apropriado para a investigacdo de muitos
aspectos relacionados a alimentacdo, pois as moscas possuem mecanismos de sinalizacdo de
insulina equivalentes aos de mamiferos, aléem de semelhancas importantes no metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipidios (Morris et al., 2012; Lushchak et al., 2011). As células alfa e
beta, presentes nesse inseto, assemelham-se as existentes no péancreas de mamiferos e
apresentam-se como dois conjuntos de células na por¢do anterior da cabega da mosca (Morris

et al., 2012). As D. melanogaster possuem ainda sete peptideos analogos a insulina,
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conhecidos como DILPS, sendo o DILP2 o mais préximo da insulina em humanos (Rulifson
et al., 2002). Além disso, varios genes envolvidos na via de sinalizagdo da insulina séo
bastante parecidos com os pertencentes aos mamiferos (Rulifson et al., 2002).

As moscas manifestam também muitas das caracteristicas observadas na sindrome
metabdlica, como dislipidemia e resisténcia a insulina (Casas-Tinto et al., 2007). Em larvas,
por exemplo, a diminuicdo de células produtoras de insulina resulta em um estado muito
proximo ao da hiperglicemia observada em mamiferos. Esse estado permanece durante a vida
adulta e é caracterizado por niveis elevados de glicose na hemolinfa das moscas (Broughton et
al., 2008). Nesse sentido, Ecker et al. (2017) apontam a utilidade da D. melanogaster como
uma ferramenta para o estudo de distarbios metabdlicos e potenciais agentes terapéuticos.

Entre os agentes terapéuticos possiveis, plantas consideradas medicinais sdo
extensivamente utilizadas para o tratamento do DM. Dentre as espécies vegetais possiveis,
encontram-se as plantas do género Bauhinia, especialmente a Bauhinia forficata (BF),
apontada por possuir acdo hipoglicemiante (Silva e tal., 2002; Trojan-Rodrigues et al., 2012).
Entretanto, poucos levam em consideracdo o uso dessa planta na forma de infusdo, como é
utilizada popularmente (Salgueiro et al., 2016; Volpato et al., 2008). Além disso, até o
presente momento, conhecemos apenas um relato na literatura sobre os efeitos da BF no
modelo experimental de dieta hiperglicidica com D. melanogaster (Ecker et al., 2017).

De uma forma geral, estudos que comprovam a eficacia das plantas medicinais ainda
sd0 escassos, tornando necessarios investimentos a fim de comprovar a acao hipoglicemiante
e antioxidante dessa espécie vegetal (Cecilio et al., 2009). Nessa vertente, 0 objetivo da
presente pesquisa foi avaliar os efeitos da infusdo das folhas de BF em parametros
metabolicos e bioquimicos em D. melanogaster expostas a uma dieta enriquecida com altas

concentra(;()es de sacarose.

2. Metodologia

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Bioguimica e Toxicologia de Produtos
Naturais e Sintéticos pertencente a Universidade Federal do Pampa. Amostras de folhas de
BF foram coletas numa area de entorno da Universidade Federal do Pampa (29°49'46.9"S
57°06'02.4"W), durante o més de setembro. Um exemplar foi enviado para identificacdo
junto ao departamento de boténica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O
restante foi seco em temperatura ambiente durante cinco dias. Uma quantidade de 1g de
folhas secas moidas de BF foi colocada em infusdo com 10mL de agua (80°C) por 15 min.

Apbs, a infusdo foi filtrada e armazenada sob refrigeracao para posterior utilizagao.
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As D. melanogaster - Harwich de linhagem selvagem, obtidas a partir do National
Species Stock Center, Bowling Green, OH, cedidas pelo Laboratério de Biologia Molecular
de Drosophilas da Universidade Federal de Santa Maria foram acondicionadas em frascos de
vidro e mantidas em estufas com temperatura controlada (25°C) e ciclo claro/escuro de 12h.
O meio de cultura foi constituido de uma mistura padronizada de 10% de &gar, 10% de leite
em po, 8% de Nipagin e diferentes concentrac@es de sacarose (10%, 30% e 40%), conforme o
método descrito por Morris et al. (2012), onde 10% representa o controle normoglicémico e
30 e 40% dietas hiperglicémicas. O meio foi preparado em autoclave e os frascos foram
sincronizados um dia antes de colocar as moscas no tratamento, para que todas tivessem a
mesma idade. As moscas fémeas e machos foram separadas em frascos diferentes e tratadas
de forma simultanea. Com excecao dos controles, a estes meios foi adicionada diariamente a
infusdo de BF, pelo método do papel filtro. O tratamento durou 3 dias, e no quarto dia as
moscas foram eutanasiadas para as analises bioquimicas.

O peso das moscas foi avaliado antes e apds os trés dias de tratamento,
imediatamente antes da eutanasia. Brevemente, as moscas retiradas do tratamento foram
crioanestesiadas e pesadas em balanca de precisdao em grupos de 10 moscas. O peso total foi

dividido por 10 para a realizacdo da média de peso individual.

Os niveis de glicose, colesterol total e triglicerideos foram avaliados no sobrenadante
de homogenatos de moscas através de Kits comerciais. Em resumo, vinte moscas de cada
grupo foram crioanestesiadas, pesadas e homogeneizadas em tampdo TFK 50mM. O
homogenato foi centrifugado por 10 minutos, a 2000 r.p.m e o sobrenadante utilizado para

as analises.

A atividade da SOD foi determinada conforme o protocolo proposto por Kostyuk &
Potapovich (1989) com adaptagfes. Para isso, grupos de vinte moscas foram
crioanestesiadas e homogeneizadas em tampdo TFK 50mM. O homogenato foi centrifugado
a 2000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante utilizado para as analises. A analise cinética da
atividade da SOD foi realizada em leitora de microplacas e iniciada a partir da adi¢do de
quercetina. A reagdo foi monitorada a 406 nm nos tempos 0 e 20min. Os resultados foram
calculados em unidades de SOD por litro (U/L), corrigidos pela quantidade de proteinas, e

expressos em porcentagem do controle.
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A dosagem de proteinas foi realizada de acordo com o método de Bradford (1976).
As amostras foram homogeneizadas e centrifugadas, conforme descrito anteriormente, e as

leituras espectrofotométricas foram realizadas a 595 nm.

Para analise de sobrevivéncia, trinta fémeas e trinta machos foram mantidos em
frascos contendo os meios de cultura descritos acima. A cada 72h horas, 0os meios foram
trocados. Os individuos foram contados diariamente. Esse procedimento foi repetido até

morte total das moscas em cada tratamento.

Os ensaios foram realizados em trés réplicas bioldgicas, com exce¢do da andlise da
sobrevivéncia. Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo. A analise
estatistica utilizada foi ANOVA de duas vias seguida de post hoc de Duncan, quando
necessario. O valor de p foi significativo quando <0,05.

3. Resultados e Discusséo

O Brasil apresenta uma grande riqueza em sua flora, o que leva a ampla utilizagdo de
plantas consideradas medicinais pela populacdo. No entanto, existe uma deficiéncia de
estudos cientificos voltados para a investigacdo das propriedades terapéuticas dessas ervas
medicinais. Nesse cenario, Ecker et al. (2017) ressalta que as plantas medicinais s&o
excelentes fontes de compostos bioativos com potenciais efeitos benéficos para a salde.

Ainda, deve-se considerar o impacto das altas taxas de morbidade e mortalidade
associadas as doengas metabdlicas. Com isso, tem se potencializado o interesse sobre a
influéncia dos habitos alimentares e dos efeitos de componentes naturais na progressao e
tratamento dessas doencas. Os mecanismos pelos quais as plantas medicinais atuam na
reducdo da glicose estdo relacionados, entre outros fatores, ao aumento da liberacdo de
insulina através da estimulagdo das células P-pancreaticas, aumento do numero e da
sensibilidade dos receptores de insulina, redugdo da captacdo de glicose no intestino e
aumento do consumo de glicose nos tecidos e 6rgdos (Dornas et al., 2009).

Nesse mesmo cenario, muito se tem discutido sobre as questdes éticas que envolvem o
uso de animais em pesquisas de laboratorio (Negri, 2005). O interesse por diminuir 0 uso
desses animais parte, muitas vezes, dos proprios pesquisadores, que desejam reduzir custos,
visto que esses animais devem ser acondicionados, alimentados e mantidos em O6timas
condicBes de saude e higiene para que os resultados obtidos tenham confiabilidade (Negri,

2005). No modelo experimental aqui proposto, com o intuito desenvolver uma situacdo
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semelhante a resisténcia a insulina, moscas da espécie D. melanogaster foram colocadas em
uma dieta contendo diferentes concentracdes de sacarose, desde uma dieta controle (10%) até
as dietas com excesso de carboidrato (30% e 40%), de acordo com o descrito na literatura,
onde foi observado que a composicao da dieta afeta 0 metabolismo destes insetos (De Morais
et al., 2009). Isso também foi constatado no estudo realizado por Lushchak et al. (2011), onde
foi descrito que a quantidade de carboidrato presente na dieta leva a alteracdes nos parametros
bioquimicos das moscas.

Morris et al. (2012) observaram que uma dieta rica em carboidratos leva ao aumento
significativo de peso nas D. melanogaster. Nossos achados mostraram uma tendéncia em
aumento de peso apenas nas moscas fémeas, embora ndo significativa, a medida que

aumentou a concentracdo de sacarose. Nos machos, isso ndo foi observado (FIGURA 1).
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Figura 1- Efeitos do ch& de BF sobre o peso em D. melanogaster fémeas e machos expostos a

altas concentracdes de sacarose.

Nossos achados também mostram que as moscas fémeas tratadas com dieta
enriquecida na concentracdo de 40% de sacarose apresentaram niveis de glicose

significativamente mais elevados em comparacdo com o grupo da mesma concentra¢do que
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foi tratado com o cha de BF (FIGURA 2). Nos machos isso também foi observado, porém na
concentracdo de 30% de sacarose (FIGURA 2). Acreditamos que apesar do curto tempo de
exposicdo ao tratamento experimental aqui proposto, a elevacdo dos niveis de glicose na
hemolinfa das moscas deve-se de fato a um quadro semelhante a resisténcia insulinica em
mamiferos. Por possuirem um breve ciclo de vida (em torno de 27 dias), D. melanogaster
respondem mais rapidamente as alteracfes na dieta quando comparadas com animais mais
complexos. Dessa forma, a maioria dos trabalhos que investigam alteracdes metabdlicas e
bioquimicas induzidas por dietas hipercaloricas utilizam larvas ou exposi¢fes de 2 a 10 dias
na vida adulta (Morris et al., 2012; Lushchak et al., 2011).
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Figura 2 - Efeitos do cha de BF sobre os niveis de glicose de D. melanogaster fémeas e

machos expostos a altas concentra¢Ges de sacarose.

No estudo realizado por Silva et al. (2002), onde foi analisado o efeito de BF em ratos
com DM induzida por aloxano, também foi observada a acdo hipoglicemiante da planta. Da
mesma forma, foi relatada atividade hipoglicemiante em estudos que avaliaram o efeito do

extrato seco das folhas de BF em ratos com DM induzido por estreptozotocina (Morales,
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2008; Pepato et al., 2002). Em estudo semelhante, Ecker et al. (2017) apontaram que
tratamentos realizados com extratos de duas plantas, Syzygium cumini e BF, amenizaram as
alteracdes de desenvolvimento provocadas por dietas ricas em sacarose, atuaram na reducao
da hiperglicemia, corrigiram distdrbios redox e alteracfes na expressao de mRNA do receptor
de insulina. Porém, o extrato de Syzygium cumini foi mais eficiente que o de BF.

Em relacdo aos triglicerideos (TG), quando comparados com o grupo controle (10%
de sacarose), os niveis de TG foram significativamente aumentados nas fémeas que
consumiram 30% de sacarose na dieta. No entanto, nas demais concentragdes e nos machos,
ndo foi observada diferenca significativa (FIGURA 3). Corroborando com nossos achados,
Ecker et al. (2017), em sua pesquisa também observaram que a BF reduziu os niveis de TG

elevados nas moscas que tiveram 30% de sacarose na dieta.
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Figura 3- Efeitos do ché de BF sobre os niveis de TG em D. melanogaster fémeas e machos

expostos a altas concentragdes de sacarose.
Estes resultados estdo de acordo com o demonstrado por Pepato et al. (2002), onde

analisaram o efeito da decoccdo das folhas de BF em ratos com DM induzida por

estreptozotocina, mostrando efeito hipoglicemiante, porém houve manutengdo dos niveis

10
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séricos de TG. Os niveis de colesterol ndo foram alterados de maneira significativa tanto nas
fémeas, quanto nos machos (FIGURA 4). Entretanto, observou-se uma discreta reducdo nao
relevante dos niveis de colesterol nos grupos tratados quando comparados com 0s grupos que

nao receberam a infusdo de BF.

B Vacho
:| Fémea
200

T

Q

0

o

£

1]

©

o

2 100 -

E

°

L™

3

7]

o

[+]

(&

0
g & 2§ & 5 &
@ ] 2 5 2 5
X b4 =
) (1] =) [} =) 3+
= ] = o = 0
N N N
-— g <t

Figura 4 - Efeitos do cha de BF sobre os niveis de colesterol em D. melanogaster fémeas e
machos expostos a altas concentracdes de sacarose.

Assim como observado por Lushchak et al. (2011), onde se concluiu que moscas
machos e fémeas apresentam diferencas em varios pardmetros bioquimicos, nossos achados
também mostram que o sexo das moscas influencia nas respostas as diferentes concentraces
de carboidrato na dieta. Neste mesmo estudo, foi demonstrado que a atividade da SOD era
maior nas fémeas, o que ndo se observou de forma significativa em nossos achados (FIGURA
5).
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Figura 5 - Efeitos do cha de BF sobre a atividade da SOD em D. melanogaster fémeas e
machos expostos a altas concentra¢des de sacarose.

Por outro lado, Salgueiro et al. (2016) relatam que os beneficios da infusdo das folhas
de BF podem estar relacionados a sua atividade antioxidante, uma vez que a infusdo apresenta
altos niveis de polifenois e flavonoides, tais como quercetina e canferol. A infusdo das folhas
de BF pode, ainda, diminuir a peroxidacéo lipidica em eritrdcitos humanos incubados com
altas concentracGes de glicose, visto que esta pode causar dano oxidativo as membranas.
Porém, estudos mais especificos devem ser realizados para avaliar as vias pelas quais estes
fendmenos ocorrem (Salgueiro et al., 2013).

Em relagdo ao tempo de sobrevivéncia nas diferentes concentragdes de sacarose, foi
realizada uma analise em duplicata, porém nado foi observada diferenca significativa entre os
grupos, sendo que a média de sobrevivéncia foi cerca de 30 dias (dados ndo mostrados).
Acreditamos que os resultados obtidos (exceto sobrevivéncia) se devam ao curto tempo de
tratamento (trés dias) sendo que um tratamento mais longo poderia levar a diferencas mais
significativas. Em suma, os dados sugerem que uma dieta rica em carboidratos pode alterar os
niveis de glicose em D. melanogaster e que o chd de BF pode ser util na reducdo destes

niveis. No entanto, um estudo com maior tempo de exposicdo deve ser realizado para
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obterem-se resultados mais completos.

4. Consideracdes Finais

Os resultados aqui apresentados mostraram que a infusao das folhas de BF, no modelo
experimental proposto, apresentou uma tendéncia a atividade “hipoglicemiante”. A partir dos
resultados obtidos, acreditamos que uma dieta rica em carboidratos pode alterar os niveis de
glicose em D. melanogaster e que o cha de BF pode ser Gtil na reducdo destes niveis.
Considerando a demasiada utilizacdo de plantas na medicina popular e 0 pouco conhecimento
sobre os efeitos destas espécies vegetais, pontuamos como importantes implicacdes clinicas
desse trabalho o entendimento acerca dos efeitos da BF sobre pardmetros bioquimicos e

metabolicos em D. melanogaster.

Assim, os dados apresentados nesta pesquisa abrem perspectivas para estudos mais
amplos com essa espécie. Entende -se que o curto periodo de exposi¢cdo foi uma limitagédo
deste estudo e, como perspectivas, apontamos a necessidade de uma investigacdo que avalie 0

efeito da infuséo das folhas de BF em um maior tempo de exposicao.
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