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RESUMO

Introducgdo: A urbanizagéo vem ditando inadequagdes alimentares, com 0 consumo
excessivo de bebidas adocadas e grande disponibilidade de frutose. Das diferentes
vias metabdlicas envolvidas no seu consumo excessivo, o envolvimento de regides
cerebrais vem ganhando pertinéncia cientifica. Além disso, se observa um potencial
da frutose em alteracdes bioquimicas e danos oxidativos. Nesse sentido, a avaliacao
de alteragcbes bioquimicas na regido do hipotalamo e na gordura epididimal, frente
ao consumo de frutose, pode trazer um melhor compreendimento da evolugcéao de
algumas doencas com envolvimento alimentar.

Objetivo: Avaliar os efeitos do consumo de diferentes concentracbes de frutose
sobre parametros bioquimicos de camundongos.

Métodos: O experimento se baseou na ingestdo hidrica (ad libitum) com diferentes
concentragbes de frutose. Camundongos Swiss machos foram randomizados em
guatro grupos, com ingestdo exclusiva de: agua (controle H20), agua + 5% de
frutose, agua + 10% de frutose e agua + 20% de frutose. A racéo foi comum a todos
0S grupos. Foram avaliados o consumo alimentar e o peso corporal, durante o
experimento. Apés 11 semanas 0s animais foram eutanasiados, para remocao e
analise do tecido adiposo visceral e do hipotalamo.

Resultados: Nao foram observadas diferencas no ganho de peso corporal, mas
aumento da gordura epididimal e visceral, nos grupos frutose 10 e 20%. Houve uma
tendéncia ao aumento do dano oxidativo a lipideos na gordura epididimal, nos
grupos frutose 10 e 20%, com alteracdo dos complexos da cadeia respiratéria
mitocondrial. No hipotdlamo os grupos frutose 10 e 20%, apresentaram dano
oxidativo, mas sem alteracédo da cadeia respiratoria mitocondrial. Os mesmos grupos
também apresentaram uma diminuicdo do consumo soélido e maior ingestao hidrica.
O que contribuiu para o aumento gradativo do total de frutose consumida.
Conclusdo: Conclui-se que, o consumo das maiores quantidades de frutose,
alteraram a deposicdo da gordura visceral, foram suficientes para alteracbes

mitocondriais na gordura epididimal e aumentaram o dano oxidativo no hipotalamo.

Descritores: Frutose. Hipotalamo. Gordura. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Urbanization has been dictating inadequate eating habits, with
excessive consumption of sweetened drinks and high availability of fructose. From
the different metabolic pathways involved in its excessive consumption, the
involvement of brain regions has gained scientific relevance. In addition, a potential
for fructose in biochemical changes and oxidative damage is observed. In this sense,
the evaluation of biochemical alterations in the hypothalamus region and epididymal
fat, in view of fructose consumption, may bring a better understanding of the
evolution of some diseases with food involvement.

Objective: To evaluate the effects of consumption of different fructose concentrations
on biochemical parameters of mice.

Methods: The experiment was based on water intake (ad libitum) with different
fructose concentrations. Male Swiss mice were randomized into four groups, with
exclusive intake of: water (H20 control), water + 5% fructose, water + 10% fructose
and water + 20% fructose. The ration was common to all groups. Dietary intake and
body weight were evaluated during the experiment. After 11 weeks the animals were
euthanized for removal and analysis of visceral adipose tissue and hypothalamus.
Results: There were no differences in body weight gain, but increased epididymal
and visceral fat in fructose groups 10 and 20%. There was a tendency for increased
oxidative damage to lipids in epididymal fat in fructose groups 10 and 20%, with
alteration of mitochondrial respiratory chain complexes. In the hypothalamus fructose
groups 10 and 20% presented oxidative damage, but without alteration of the
mitochondrial respiratory chain. The same groups also showed a decrease in solid
consumption and higher water intake. This contributed to the gradual increase in total
fructose consumed.

Conclusion: It was concluded that the consumption of higher amounts of fructose
altered visceral fat deposition, were sufficient for mitochondrial changes in epididymal

fat and increased oxidative damage in the hypothalamus.

Keywords: Fructose, hypothalamus, fat, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

No decorrer das ultimas décadas, um fenbmeno denominado de transicao
nutricional vem ditando novos comportamentos dietéticos, em diversas populacdes
do mundo!. Fatores epidemiolégicos e consequentemente, comportamentais,
desencadearam padrdes de inatividade fisica ou sedentarismo, vinculados ao
consumo excessivo de acucares e de alimentos industrializados?. Inserido em um
contexto de urbanizacdo, observa-se também uma diminui¢cdo no consumo de agua
pura e um aumento substancial no consumo de bebidas adogadas, com elevado teor
de processamento industrial®.

Ao ressaltar o aumento do consumo de acucar e de bebidas adocadas
artificialmente, € possivel a associacdo de uma maior ingestdo de frutose, que além
de parte constituinte do acucar, também esta presente nas frutas, no mel e como
sub produtos, comumente utilizados na fabricacdo de bebidas industrializadas®.
Contudo, essa maior ingestdo de frutose, vem sendo descrita como potencial
desencadeadora de diferentes alteragbes bioquimicas, intrinsecas ao
desenvolvimento da obesidade, da resisténcia insulinica, da lipogénese hepatica e
de doencas cardiovasculares®>’.

Diferente de outros carboidratos, o ponto inicial dos efeitos metabdlicos da
elevada ingestdo de frutose esta diretamente relacionado com o seu potencial de
lipogénese no figado e no desenvolvimento de esteatose hepatica®. Essa constitui
um processo de acumulo de gordura nos hepatocitos, com progressdo para um
espectro de doencas que podem se correlacionar diretamente ao 6rgao, ou incluir
alteractes diretas no metabolismo e distribuicdo dos lipideos®. O aumento do
consumo de frutose, além do fornecimento energético, pode se refletir em uma maior
disponibilidade de acidos graxos, responsaveis pelo acimulo e aumento do tecido
adiposo visceral’®. O que pode ser atribuido ao acometimento de alteracGes
mitocondriais e inflamatorias do proéprio tecido, ou sistémicas, com envolvimento de
adipocinas't.

Além de alteracdes no metabolismo das gorduras, se evidencia a frutose
como um gatilho para o desencadeamento de disfuncao celular, descrita a partir da
diminuicdo ou alteracdo da fisiologia mitocondrial, e pelo surgimento de danos

oxidativos'?13, Reforcando o indicio do potencial oxidativo do préprio nutriente,
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Jaiswal e colaboradores!4, utilizando cultura de células, demonstraram que a
elevada exposicdo de frutose, aumentou o estimulo mitocondrial para a producéo de
espécies reativas de oxigénio (EROs), além de significativas alteracdes nucleares,
gue acabaram por induzir o quadro de apoptose.

O envolvimento de alteracbes do sistema nervoso central (SNC),
consequentes ao consumo de frutose, se concretiza a partir da identificacdo de seu
metabolismo na regido cerebral'>®. Ja estdo declarados na literatura, achados de
neuroinflamagdo no hipotdlamol’ e de diferentes alteragbes bioquimicas,
responsaveis pelo comprometimento dos mecanismos de saciedade'®2?°. Contudo, a
resultante de parametros de estresse oxidativo no hipotalamo, frente ao consumo de
diferentes quantidades de frutose, ainda permanece desconhecida.

Considerando a necessidade de novos esclarecimentos, o presente trabalho
teve como objetivo a avaliagdo de parametros bioquimicos na gordura epididimal e
no hipotalamo, assim como dados do comportamento alimentar e do ganho de peso
de camundongos, expostos ao consumo de diferentes concentracdes de frutose. A
descricdo dos resultados podera servir para uma melhor compreensdao das
consequéncias do consumo de frutose e o desenvolvimento de alteracoes
bioquimicas, interligadas ao funcionamento do hipotdlamo. Além disso, contribuir
para a renovacdo e inclusdo de novas diretrizes, para o consumo de frutose.
Amplificando os possiveis prejuizos de seu consumo aumentado, principalmente em

doencas como a sindrome metabdlica e obesidade.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Histérico e epidemiologia do consumo de frutose

Os variados formatos dietéticos, que compde habitos alimentares,
disponibilizam diferentes tipos de carboidratos. Estes por sua vez, com diferentes
classificacoes, repostas fisioldgicas e possiveis participacdes no desenvolvimento de
doencas?!. De acordo com a quantidade de residuos monoméricos, os carboidratos
sdo conceituados em monossacarideos (glicose, galactose e frutose), dissacarideos
(sacarose e lactose) e oligossacarideos (fruto-oligossacarideos de vegetais e malto-
oligossacéaridos do amido), estes previamente caracterizados como simples ou de

baixo peso molecular. Ja os polissacarideos sdo definidos como tendo 10 ou mais
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residuos monoméricos (amido e amilopectina) e caracterizados como complexos ou
de elevado peso molecular 2.

Atualmente, em consequéncia da urbanizacdo e principalmente dos fatores
envolvidos na transigdo nutricional??, se amplifica o consumo de alimentos fontes de
carboidratos simples e extensa participacdo do acUcar?®. Além de elevada
participacdo do total de calorias ingestas atualmente, que acaba por favorecer o
desenvolvimento de doengas como a obesidade, o consumo de agucar também
corresponde em paralelo, a um adicional dietético de frutose. Com uma
representatividade média de 50% de sua composicdo?*. Além disso, o consumo de
frutose se torna ainda mais expressivo, quando acrescidos das variadas fontes
dietéticas, podendo citar: as frutas, os vegetais, os produtos industrializados
adicionados de xarope de milho rico em frutose (XMRF), o acucar invertido e as
bebidas com elevado teor de adi¢cdo?®.

Fatos historicos de cunho econbémico, desencadearam modificacdes
marcantes em relacdo ao consumo de frutose. A sacarose, comumente utilizada
como edulcorante em produtos industrializados até meados de 1960, passou a ser
substituida pelo XMRF, devido principalmente, a sua semelhanca energética, o seu
melhor poder edulcorante, a facilidade de manuseio e a economia de custos?®. Na
época, a criacdo de 2 variacdes do XMRF, contendo 42 ou 55% de frutose em sua
composicao, subsidiou novas possibilidades para a producédo e, consequentemente,
a expansao do mercado de bebidas industrializadas. Fato que contribuiu para o
crescimento exponencial no consumo de frutose em diferentes regides do mundo e
gue vem perdurando até os dias de hoje?’.

De acordo com uma nova orientacdo da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) do ano de 2015, destacam-se as recomendacdes de reducdo da ingestao
dos monossacarideos, incluindo a frutose, para valores abaixo de 10 ou 5% do
consumo energeético total diario, tanto para adultos como para criancas. Em termos
de quantificacdo, uma ingestdo aproximada de até 25g/dia, poderia diminuir os
potenciais riscos a salde?®. Historicamente, a média do consumo de frutose vem
aumentando acentuadamente em diferentes regides do mundo, com destaque para
a Europa, América do Norte, América do Sul, Asia e Africa?®. Dados especificos do
continente americano apontaram para um aumento de 30% no consumo de frutose
em relagdo a década de 70, podendo chegar a uma quantidade estimada de 75g/dia

em pelo menos 10% dessa populagdo. Além disso, ao associar a faixa etaria, €
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possivel mensurar um consumo 20% maior em adolescentes e adultos jovens, se
comparados aos idosos. Contudo, cabe destacar que o aumento exponencial n&o foi
decorrente do maior consumo de frutas e sim, de aclUcar e de edulcorantes
industrializados adicionados aos alimentos?°3,

No Brasil, inexistem dados especificos para o consumo de frutose. No
entanto, os resultados descritos pelas pesquisas de orcamentos familiares (POF)3,
demonstraram um correspondente da participacdo dos acucares de adicdo
(subprodutos utilizados em preparacdes culinarias e alimentos industrializados), de
16,7% do total de calorias consumidas. Valor este que estaria acima do estipulado
pela OMS, que preconiza entre 5 e 10% do mesmo total de calorias®. Ainda de
acordo com a pesquisa brasileira, deste percentual encontrado, 75% foi
representado pelo consumo de acgucares refinados e outros adocantes caloricos,
sendo o restante (25%), composto por alimentos processados, como refrigerantes,
doces, balas e biscoitos3%%2. Em 2013, a partir de uma amostra de 60.202 adultos,
de diferentes distritos do Brasil, Claro e colaboradores®® constataram uma
prevaléncia de 21,7% com consumo regular de alimentos doces e de 23,4% com
consumo regular de refrigerante ou suco artificial, ambos com expressiva adicédo de

acucar.

1.1.2 Metabolismo da frutose

A frutose apresenta uma composicdo quimica idéntica a glicose, expressa
pela férmula quimica CsH120s. A diferenciacéo na frutose, ocorre pela presenca de
um grupo ceto na posicdo 2 de sua cadeia de carbono, enquanto na glicose, esta
presente um grupo aldeido na posicdo 1 da mesma cadeia?’. No comparativo, a
frutose possui uma menor capacidade hiperglicemiante, caracteristica que destacava
sua recomendacéao dietética, para um melhor controle glicémico, principalmente em
pacientes diabéticos ou com desequilibrios no controle glicémico®*. Em recente
méta-andlise publicada por Evans e colaboradores®, foi possivel constatar que a
substituicdo da glicose pela frutose, tanto em alimentos sélidos como em bebidas,
resultou em um menor pico glicémico pés-prandial e consequentemente, uma menor

expressao de insulina plasmatica.
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A disponibilidade de frutose nas regifes absortivas, é resultante da ingestao
e consequentemente, do processo digestivo e enzimatico dos carboidratos, tanto
para sua forma pura, como para as diferentes fontes alimentares34. Especificamente
no polo apical dos enterdécitos no intestino delgado, ocorre o primeiro transporte pelo
transportador de glicose 5 (GLUT5), que ao contrario da glicose é independente de
sédio e ndo envolve desprendimento enérgico por meio da hidrélise da adenosina
trifosfato (ATP). Ja no meio interno dos enterdcitos, especificamente no polo
basolateral, a frutose é difusa para a corrente sanguinea por intermédio de outro
transportador de glicose 2 (GLUT2)!30, Além do intestino, jA estd declarada a
expressdo do GLUTS nos rins, no tecido musculoesquelético, nos testiculos, na
gordura e no cérebro®.

Dentro do processo de assimilacdo, o controle da absorcdo de frutose e
suas variacfes sanguineas, sdo dependentes da expressao organica do GLUTS5,
que pode ser modulado frente a uma maior exposicdo do nutriente3°. Em 2009,
Barone e colaboradores®’, utilizando modelo animal, demonstraram que o aumento
da ingestao de frutose se correlaciona positivamente a maior expressao de GLUT5 e
a supressao deste, diminui significativamente a absorcdo e a concentracéo
plasmatica de frutose.

Apés entrada na célula, moléculas de frutose séo fosforiladas pela
cetohexokinase (KHK) ou frutokinase (FK), a um metabdlito ndo identificado (M) e
formacéo do gliceraldeido (GL), pela adolase-B. Na ocorréncia desse metabolismo
inicial, se aumenta a transcricdo celular via GLUT5-mRNA no reticulo
endoplasmatico (ER), gerando novas moléculas de GLUT5 e aumentando a
absorcdo do nutriente®®. A ordem e 0s mecanismos acima citados estdo

demonstrados na figura 1.
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Figura 1 — Mecanismo de absorcéo de frutose e possiveis respostas frente ao seu

CONSUMO excessivo. GLUTS: transportador de glicose 5; FK: frutokinase; GL: gliceraldeido; ER:
reticulo endoplasmético; GLUT2: transportador de glicose 2; SGLT1: transportador de glicose
dependente de sddio 1; F: frutose; G: glicose; M: metabolito ndo identificado.

Fonte: Adaptado de Patel et al®.

Mecanismos envolvidos na ineficiéncia absortiva da frutose sdo menos
frequentes e ndo se correlacionam diretamente ao processo enzimatico e sim, na
expressdo e/ou ineficiéncia dos transportadores especificos (GLUT5 e GLUT2)%*.
Fisiologicamente, a producdo destes transportadores vai aumentando
gradativamente apds o nascimento e principalmente, apés o desmame, o que pode
contribuir para um aumento nos casos de méa absor¢do nos primeiros anos de vida®.

Apés processo de absorcdo e disponibilidade sanguinea, o figado é o
principal 6rgdo destinado a metabolizacdo da frutose, onde também esta presente
outro transportador de glicose (GLUT8), responsavel pelo seu potencial de captacéo
e transporte?®. Apés entrada no figado, diferentes enzimas serédo envolvidas no seu
catabolismo, podendo citar a frutoquinase, a aldolase B e a trioquinase. A
frutoquinase € responsavel pela fosforilagdo da frutose a frutose-1-fosfato, que
consequentemente, ativa mecanismos adicionais via aldolase B e trioquinase,
formando um intermediario da gliclise e da gliconeogenese (gliceraldeido 3

fosfato)**2, Como pode ser observado na figura 2.
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Figura 2 — Metabolismo hepatico da frutose. GADH: gliceraldeido-3-fosfato; NAD+:

nicotinamida adenina dinucleotideo oxidado; NADH: nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido.

O final do metabolismo hepéatico resulta na formacgao de glicose e glicogénio.
Além de acidos graxos livres, a partir do gliceraldeido, que acabam por inibir
momentaneamente a oxidacdo lipidica***°. Fato ja relatado como potencial
desencadeador do acUmulo de gorduras corporais®®. Além disso, a maior
disponibilidade de frutose e, consequentemente, 0 aumento na atividade da FK com
desprendimento energético via adenosina trifosfato (ATP), resulta em uma maior
disponibilidade de adenosina monofosfato (AMP), podendo gerar uma producao
acentuada de &cido Urico*. Estando a hiperuricemia associada ao desenvolvimento
de doencas, como a resisténcia insulinica, a gota, a hipertensdo, a aterosclerose e
as doencas renais crénicas®.

As evidéncias que justificam a maior metabolizacdo de frutose pelo tecido
hepatico, estdo embasadas diante de sua elevada concentracdo de FK4™—%9, No
entanto, outros tecidos ou érgdos também podem apresentar atividade da enzima e
ativar seu metabolismo, podendo citar os rins®, o pancreas®, o intestino®, o
musculo esquelético® e o cérebro®>>3, Ainda que a atividade da enzima FK, ja possa
justificar um metabolismo de frutose extra hepético, a descricdo dos mecanismos
envolvidos ndo estdo totalmente claros®. Oppelt e colaboradores!® descrevendo
uma hipétese, ressalta que, qualquer tecido com expressédo de GLUT (2, 5, 7, 9 ou
11) e genes das enzimas FK ou aldolase, poderiam metabolizar a frutose a partir da
via frutose-1-fosfato. Além da liberacdo hepatica, o cérebro também pode expressar

guantidade significativas dos genes para FK e aldolase, principalmente frente a
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maior disponibilidade de frutose. O que vem a confirmar o potencial de

metabolizagdo do nutriente na regido cerebral®>-°¢,
1.1.3 Doencas associadas ao consumo de frutose

A associagao da frutose no desenvolvimento de doengas vem sendo
amplamente estudada e com estreitos apontamentos metabdlicos, tanto no
envolvimento de seus transportadores (GLUT2 e GLUTS), como de seus efeitos
isolados do préprio nutriente3%57:58  Alguns fatores, implicados diretamente na
esteatose hepatica nao alcoodlica (EHNA), na hipertensao e na doenca renal, podem
ser resultados do aumento na absor¢éo de sodio (Na) e na maior producéo do acido
arico, assim como, na redugcdo das concentracdes sanguineas da 1,25-(OH)2D3
(forma ativa da vitamina D). Como pode ser observado na Figura 03.
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Figura 03 — Modelo de efeitos do consumo excessivo de frutose e o desenvolvimento

de algumas doencas: EHNA: esteatose hepatica néo alcodlica.

Fonte: Adaptado de Douard e Ferraris®.

Além das participacdes citadas, o aumento no consumo de frutose e suas

diferentes apresentacdes vém ganhando pertinéncia cientifica, principalmente
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quando contextualizado com o aumento da obesidade em diversas faixas etarias®®-
61 Inicialmente é possivel sintetizar implicacdes hepaticas, com destaque para
conversdao da frutose absorvida em glicogénio e acidos graxos. Consequentemente,
o0 aumento da conversao e disponibilidade do substrato lipidico, acabam por
favorecer tanto a lipogénese tecidual como hepatica. Em meio a essas vias
metabdlicas, evoluir para o agravo ou acometimento da EHNA, assim como, inibir a
oxidacao de acidos graxos provenientes da circulacdo sistémica, potencializando os
efeitos lipogénicos?’%2, Lozano e colaboradores®, utilizando ratos, demonstraram que
0 acréscimo de frutose em uma dieta rica em gordura, acelerou o desenvolvimento
da sindrome metabdlica, além de potencializar a EHNA e contribuir para alteracdes
na integridade vascular. Utilizando humanos obesos e com excesso de peso,
submetidos ao consumo diario de bebidas adocadas com glicose ou frutose,
Stanhope e colaboradores®3, demonstraram outros importantes parametros. O grupo
gue consumiu a frutose, aumentou o volume adiposo visceral e as concentracoes
séricas de triglicerideos, se comparado ao grupo que recebeu glicose. Além disso,
também se associou com o adicional de frutose, a menor expressao de leptina,
responsavel pela modulacdo do consumo dietético e com importantes implicacdes
obesogénicas®. Estudos conduzidos com a utilizacdo de modelo animal®>%% e seres
humanos®’:¢8, também encontraram uma menor expressdo de leptina frente ao
consumo de frutose.

Em uma outra linha de investigacdo com envolvimento do SNC, o consumo
excessivo de frutose pode ser responsavel pela geracdo de danos e/ou alteracdes
neurobioldgicas especificas, associados ao desenvolvimento de doencas, como a
obesidade e a sindrome metabdlica®. Essas alteracdes na regido cerebral, seriam
responsaveis por inadequacdes dos mecanismos de saciedade e na expressao de
hormbénios reguladores, proporcionando um ambiente de consumo alimentar
excessivo e acentuando a evolucdo de doencas como a obesidade?®0. A
metabolizacdo da frutose no SNC, tende a gerar uma menor concentracao de ATP e
maior de AMP, que consequentemente, aumenta a atividade da adenosina
monofosfato quinase (AMPK). Em contrapartida a AMPK reduz a atividade da acetil-
CoA carboxilase (ACC) e diminuiu a concentragao da coenzima malonil coenzima-A
(Malonil-CoA)™. Essa com participacdo direta nos efeitos anorexigénicos e no
controle da ingestdo alimentar*®"1. A contextualizacédo entre o cérebro, a frutose e

algumas doencas, pode ser observada na figura 04.
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Figura 04 — Modelo de alteragbes em orgaos especificos desencadeadas pelo

consumo de frutose: malonil coenzima-A; GLP-1: peptideo semelhante a glucagon-1 (do inglés
Glucagon like peptide).
Fonte: Adaptado de Dekker et al*®,

O cérebro € o 6rgado responsavel pela transposicdo de mecanismos
envolvendo as relacbes ambientais, para respostas comportamentais e fisiologicas.
Nesse sentido, regides especificas como o hipotalamo, o tronco encefalico e areas
cognitivas superiores, S80 responsaveis por importantes interpretacbes e reacdes
neuroenddécrinas’?. O hipotdlamo é uma estrutura complexa com grande
concentracdo de neurdnios, descritos como responsaveis pelo controle da
reproducdo, das respostas defensivas e, principalmente, pelo controle da ingestédo
alimentar. Em uma regido denominada nucleo arqueado, encontram-se neurbnios
responsaveis pela expressdo de receptores para horménios reguladores, como a
insulina, a leptina, a grelina, os glicocorticoides, o estrogénio, os horménios da

tireoide e o GLP-1, ambos com estreitas implicacdes no consumo alimentar 375,
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A leptina € um hormoénio anorexigénico, secretado pelo tecido adiposo e
descrito em sintese’®, como contraste evolutivo para o controle das reservas
energéticas. Com uma forte sinalizacdo hipotalamica, é capaz de estimular a
producdo de neurotransmissores que modulam a ingestdo alimentar’®’’. A insulina
além de atuar estritamente em boa parte da fisiologia celular, incluindo os adipécitos
(lipogénese), desempenha um mecanismo de sinalizagao das reservas de energia e
consumo alimentar, para consequente neurorregulacdo no hipotalamo em
sinergismo a leptina®4%¢. No entanto, mesmo com expressdes aumentadas de leptina
e insulina, fatores inerentes da obesidade, acabam por diminuir o potencial de
sinalizagdo de ambas®%’. A grelina é um hormdnio orexigénico produzido
principalmente no estdmago, possuindo um envolvimento sistematico no controle da
fome e saciedade, estimulando via neuropeptidios, a ingestédo alimentar. Além disso,
pode induzir ao aumento da adiposidade via sistema nervoso simpatico, com
aumento do tecido adiposo e maior deposicao lipidica no figado®. Pertencendo a
categoria das incretinas, o GLP-1 é secretado por células intestinais, principalmente
na regido do ileo, na presenca de alimentos em processo de digestdo’®. Seus efeitos
ja estdo evidenciados em diferentes tecidos periféricos (pancreas, figado, 0ssos,
tecido adiposo) e no SNC, com sinalizacéo de receptores para GLP-1 em diferentes
regides do hipotadlamo (nlcleo arqueado, ventromedial e nicleo paraventricular)’®. A
atividade hipotalamica mediada pela expressdo de GLP-1, estad atribuida aos
mecanismos de regulacdo do apetite e controle da saciedade®, podendo inclusive,
estar associada a reducéo e controle de peso corporal®..

O hipotalamo possui um envolvimento crucial no comportamento alimentar e,
consequentemente, no desenvolvimento de doencas como a obesidade®?. Na
etiologia da doenca, é possivel destacar o estreito envolvimento do desequilibrio
energético, onde o consumo calorico (alimentos) supera o desprendimento
energético, por intermédio de atividades fisicas e/ou metabdlicas®. Além disso,
fatores genéticos podem também contribuir de maneira significativa, principalmente,
na juncdo dos fatores ambientais, expressos por dietas hipercaloricas e pelo
sedentarismo®. Como consequéncia isolada ou multifatorial, ocorre uma maior
disponibilidade de triglicerideos, que por sua vez, tendem a potencializar 0s
mecanismos fisioldgicos de armazenamento energético, culminando na hiperplasia e
hipertrofia do tecido adiposo®®. Essa expansédo tecidual, é relatada como

desencadeadora de efeitos metabdlicos locais, incluindo a hipoxia, a morte de
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células adipocitarias e a desregulacéo dos fluxos de &cidos graxos!!. Condicédo que
se pressupde ao maior recrutamento de macréfagos, necessarios na remodelacao
tecidual, que acabam por aumentar a producdo de citocinas inflamatérias e
denomina variagdes sistémicas do tecido adiposo!'®’. Portanto, o tecido adiposo
acaba por atuar como um importante 6érgdo endocrino e, consequentemente,
produtor de diversas citocinas denominadas adipocinas®. Tanto o acometimento,
guanto o desenvolvimento de doengas vinculadas a obesidade, possuem fortes
evidéncias do envolvimento das adipocinas. Seu potencial tem sido descrito a partir
de caracteristicas distintas em relacdo ao aumento das atividades inflamatorias e
diminuicdo das atividades anti-inflamatérias, podendo estar vinculadas ao aumento
dos danos oxidativos®-9°,

Ao considerar a hipertrofia do tecido adiposo, como responsavel de uma
inflamagéo sistémica, & possivel tracar o envolvimento ndo padronizado de
diferentes oOrgdos ou tecidos, como o figado, o pancreas, o coragcdo, o musculo
esquelético e o cérebro®l. Especificamente na regido do hipotdlamo, algumas
alteracdes bioquimicas tem sido descritas como consequéncia de danos ocorridos
no tecido adiposo®?. As consequéncias dessas alteracdes no hipotadlamo, podem ser
traduzidas em modificacbes no controle da homeostase energética e perda da
sensibilidade de mensageiros anorexigenos, como a leptina e a insulina®.

As trocas moleculares entre o meio externo e o SNC, incluindo o hipotalamo,
sdo controladas por uma barreira hematoencefalica, composta por sistemas de
microvasos estreitamente alinhados e com um consideravel aparato seletivo. No
entanto, pode apresentar alteracbes de permeabilidade decorrente da maior
disponibilidade de acidos graxos e/ou da expressdo de mediadores inflamatérios
periféricos9%:93,

Os mecanismos fisiolégicos da inflamacéo hipotalamica frente ao consumo
excessivo de frutose, ainda ndo estdo totalmente compreendidos, mas alguns
resultados podem ser evidenciados. Em um estudo conduzido por Li e
colaboradores®, com a utilizacdo de cultura de células e modelo animal com ratos, a
exposicdo ou o consumo excessivo de frutose, foi capaz de induzir a inflamacéo
hipotalamica, tanto na cultura de células, quanto no modelo animal. Os resultados
demonstraram uma maior expressado das citocinas pré-inflamatérias, assim como,
dos marcadores de inflamacgé&o conhecidos como receptores de Toll-like 4 (TRL4) e

fator nuclear - kB (NF-kB), no hipotdlamo dos animais e nos astrécitos cultivados.
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Diferentes gatilhos externos, como traumas, infecgdes e citocinas
inflamatdrias, podem desencadear o inicio da resposta imune inata do SNC, e ativar
um complexo de células imunolégicas residentes, conhecida como micrdglia®.
Dentro dessa, hd um conjunto de células que limitam o tecido neural do tecido nao-
neural, denominadas de astrécitos. Atualmente a ativacdo dos astrécitos e da
microglia, estdo descritos no potencial de mediacdo entre 0s mecanismos
inflamatérios e anti-inflamatérios, dentro do SNC®. Uma ativacdo constante e
persistente desses grupos celulares, aumentam seu fenétipo fagocitico e a liberacao
de citocinas inflamatérias, responsaveis pela depuracdo de agentes invasores e
reparacdo de tecidos danificados®’. Além disso, ja esta relatada como consequéncia
na ativacdo da microglia e dos astrocitos, a maior producéo local de citocinas anti-
inflamatorias, responsaveis pelo controle do potencial neuroinflamatorio e da
atenuacgdo de mediadores pré-inflamatoérios®e.

Os receptores Toll-like (TLRs) s&o proteinas transmembranas tambéem
expressas pelas células da glia no SNC, e que atuam no reconhecimento de
moléculas associadas a patdgenos®’. Considerados como importantes mediadores
funcionais da inflamacdo, para os TLRs designa-se a ativacdo do NF-kB,
responsavel pelo potencial da inflamacédo e pelo controle da expressdo de genes
codificadores, para proteinas ou citocinas pré-inflamatérias®. Em um estudo
conduzido por Yu e colaboradores®, ratos que tiveram a inibicdo quimica do NF-KB
no nucleo paraventricular hipotalamico, apresentaram menor expressao de citocinas
pré-inflamatérias, maior expressao citocinas anti-inflamatérias e menor expressao de
espécies reativas do oxigénio (EROs), se comparados aos animais que nao
sofreram a inibicdo. Portanto, a ativacao continua do conjunto celular compreendido
pela micréglia e pelos astrécitos, com mecanismos modulados pelo NF-KB, além de
provocar a neuroinflamacéo, pode aumentar a liberacdo de EROs e instaurar um

estresse oxidativo, amplificando o dano tecidual®t192,

1.1.4 Frutose e estresse oxidativo

Conceituado como um disturbio resultante do desequilibrio organico, entre
as atividades oxidantes e as respostas antioxidantes, o estresse oxidativo esta
fortemente associado a parametros de disfuncdo celulari®31%4, Os mecanismos

oxidantes e com potencial de lesdo, estdo atribuidos as EROs, que séo substancias
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com elevado poder de reacao, produzidas sistematicamente a partir do metabolismo
do oxigénio. Estando incluidos o radical superéxido (O2¢), o radical hidroxila (OH¢), o
peréxido de hidrogénio (H202) e o radical peroxinitrito (ONOQ)105:106,

Uma diversidade de mecanismos inflamatérios, decorrentes do aumento do
tecido adiposo e/ou da maior expressao de adipocinas pré-inflamatérias, parecem
contribuir de maneira efetiva para o aumento do estresse oxidativo'®. Além disso,
diferentes doencas crdnicas inflamatdrias, tem o estresse oxidativo como um fator de
pior progressdo, podendo citar o diabetes, as doengas neurodegenerativas, a
aterosclerose, a artrite, a sindrome do intestino irritavel, as doencas
cardiovasculares e o cancer'?’,

Na expanséao do tecido adiposo, a expressao de adipocinas pro-inflamatérias
podem induzir a uma maior producéo de EROs, que por sua vez tendem a exacerbar
ou tornar irregular, os mecanismos de outras adipocinas'®®. Diferentes adipocinas
inflamatorias podem aumentar a producdo de EROs, com envolvimento paralelo da
liberacdo de nitrogénio, desencadeada pela elevacdo do recrutamento de
macrofagost®® 10, Além disso, outros mecanismos também podem ser atribuidos ao
aumento do estresse oxidativo no contexto da obesidade, podendo citar: a
hiperglicemia, o aumento da atividade muscular decorrente do excesso de peso, a
inadequacdo antioxidante e o acometimento de doencas cronicas decorrentes da
inflamacg&ol®.

No SNC incluindo a regido do hipotalamo, a producdo das EROs esta
associada a nutrientes, peptideos, infeccdes e adipocinas pro-inflamatorias. Em
baixas concentracbes, as EROs podem atuar no combate a microrganismos, no
entanto, a sua maior expressao ou 0 acometimento do estresse oxidativo, estédo
associados ao agravo da neuroinflamacdo e no desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas®, Sabendo que em muitos casos, pode ocorrer a cronicidade
de gatilhos desencadeadores de danos oxidativos no hipotalamo, juntamente com o
agravo da idade, algumas linhas de investigacdo sugerem a inclusdo de novas
metodologias de tratamento, voltadas a reducéo dos parametros oxidativos**.

Os processos de defesa contra as EROs objetivam principalmente, a
reducéo e/ou erradicacao dos danos celulares, com envolvimento dos antioxidantes
e de uma série de mecanismos baseados na prevencdo, na interceptacdo e na
reparacdo celularl®®1%, De uma maneira sistémica, esses antioxidantes podem ser

classificados como enzimaticos, incluindo a superdxido dismutase (SOD), a catalase
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(CAT) e a glutationa peroxidase (GPx). E ndo enzimaticos, com inclusdo de fontes
endogenas e dietéticas, tais como: a vitamina C (ac. Arcérbico), a vitamina E (a-
tocoferol), os carotendides, o &cido Urico e alguns fitoquimicos!6:112,

O aumento expressivo das EROs, tanto pelo acréscimo das atividades
oxidativas como pela diminuicdo da resposta neutralizadora ou antioxidante, pode
resultar em alteracdes funcionais de proteinas. Com potencial de inducdo a
protedlise e em alteracdes nos processos de diferenciacdo ou crescimento celular®3.
Consequentemente, a oxidacdo de cadeias proteicas pode gerar grupos de
proteinas carboniladas (aldeidos e cetonas). Ja evidenciados como marcadores de
danos oxidativos em proteinas e seu acumulo, descrito em doengcas como 0O
Alzheimer, a diabetes, as doencas do aparelho digestivo, a artrite e o cancer*'4.

Ja estd estabelecido que o acumulo das EROs pode também danificar
estruturas lipidicas (peroxidacdo lipidica), potencializando o dano celular e
aumentando a suscetibilidade para doencas como, as cardiovasculares, o cancer e
as neurodegenerativas®*!5. Quando instaurada, a peroxidacgao lipidica pode alterar
a expressao e sinalizacdo génica, assim como danificar diferentes membranas
celulares, acentuando o potencial lesivo''>. Os principais subprodutos da
peroxidacéo lipidica séo os hidroperoxidos lipidicos e dentre estes, o malondialdeido
(MAD) é descrito como de elevado poder mutagénico'é,

A partir de efeitos especificos ou consequentes dos danos a proteinas e da
peroxidacédo lipidica, as EROs possuem mecanismos distintos que podem levar a
alteracdoes no acido desoxirribonucleico (DNA — do inglés deoxyribonucleic acid)
celulart'?, Dependendo da magnitude do estresse oxidativo, pode ocorrer a quebra
ou degradacéo de suas bases, assim como, modificacdes, mutacdes e alteracdo de
ligacbes com proteinas. A resultante entre os danos oxidativos ao DNA e o0s
mecanismos antioxidantes, pode dimensionar a amplitude da lesdo, as alteracdes
funcionais e sua posterior reparacéo'®>12, Portanto as EROs e o estresse oxidativo,
podem causar lesdo celular por intermédio de alteracfes a proteinas, lipideos e DNA
(figura 05).
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Figura 05 — Efeitos das EROS no desenvolvimentos de lesédo celular, com

envolvimento das alteracdes ao DNA, as proteinas e aos lipideos.
Fonte: Adaptado de Bhat et al®2.

Ao destacar um potencial da frutose como indutivo ao estresse oxidativo,
Jaiswal e colaboradores! utilizando cultura de células do misculo esquelético de
ratos e expostas a frutose, demonstraram importantes parametros. A exposicao a
frutose por um periodo de 06 horas, aumentou de maneira significativa e crescente
(ao longo do periodo), a producdo do radical Oz* e do H202 se comparado ao
controle. Além disso, apds 3 horas de exposicdo, houve uma diminuicao significativa,
na atividade da CAT, também comparado ao controle. Em um outro estudo de
Maithilikarpagaselvi e colaboradores!!’, com a utilizacdo de ratos submetidos ao
consumo excessivo de frutose alimentar, ocorreu um aumento na concentracao de
malondialdeido (MDA) e diminuicdo na atividade da GPx, ho musculo esquelético, se
comparado ao grupo controle. Ao avaliar o EO no cortex cerebral de ratos, a partir
de injecdo subcutanea com frutose ou salina, Lopes e colaboradores'® encontraram
1 hora apds a infusdo, aumento significativo nos niveis de substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARs, do inglés thiobarbituric acid reactive substances),
parametro que reflete o conteddo de MDA, e no contetdo de carbonil, se comparado
ao grupo salina. Além disso foram encontradas diferencas significativas na atividade
das enzimas CAT e SOD, que no contexto contribuiram para constatar a presenca

do estresse oxidativo.
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1.1.5 Frutose: metabolismo energético e disfun¢cdo mitocondrial

Dos mecanismos fisiolégicos que envolvem o estresse oxidativo e suas
consequéncias patologicas, as mitocdndrias e, consequentemente, a cadeia
respiratéria mitocondrial, sédo consideradas as principais geradoras das EROs. Além
das responsabilidades primarias na respiracdo celular (fosforilacdo oxidativa),
ressintese e geracao de energia, as mitocbndrias acabam por participar diretamente
da manutencéo e viabilidade celulart'®. Ao tratar da bioenergética celular, a principal
molécula de troca energética se apresenta sob a forma de adenosina trifosfato
(ATP), proveniente dos combustiveis alimentares (carboidratos, proteinas e
gorduras). Na hidrolise do ATP a adenosina difosfato (ADP) e um fosfato inorganico
(Pi), ocorre o desprendimento de energia livre, vital para o suprimento de demandas
energéticas do organismo*?°.

Como ja mencionado, a primeira etapa da producdo de energia para as
células, envolve a oxidacdo dos macronutrientes (carboidratos, proteinas e lipideos),
para producao de fragmentos de dois carbonos sob o formato da acetil-coenzima A
(acetil-CoA). Numa segunda etapa, esse mesmo grupo acetil se incorpora ao ciclo
do &cido citrico ou ciclo de Krebs, com converséo enzimatica a dioxido de carbono
(CO2) e a energia liberada, armazenada nos transportadores de elétrons,
nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida (NADH) e flavina adenina dinucleotideo
reduzida (FADH2). Ja na terceira etapa, estes transportadores sado oxidados, com
doacdo de seus elétrons, que sao ligados ao oxigénio (O32) por intermédio de uma
cascata de moléculas transportadoras, denominada cadeia respiratoria. O
movimento de todo esse percurso de elétrons, resulta numa grande quantidade de

energia liberada sob a forma de ATP*?! (figura 06).
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Figura 06 — Bioenergética celular. ATP — adenosina trifosfato; ADP — adenosina disfosfato;
NADH - nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida; FADH: - flavina adenina dinucleotideo reduzida
2; Pi —fosfato inorganico.

Fonte: Adaptado de Berg et al*?°.

As reacOes especificas ao ciclo do acido citrico, com envolvimento dos
processos de reducdo da acetil-CoA em diferentes reacbes, acabam por gerar
subprodutos metabdlicos da cadeia respiratéria mitocondrial, podendo citar: 0 CO2, 0
NADH, o FADH2 e o ATP*?2, Na cadeia respiratéria mitocondrial, para realizacédo de
todos os processos e contemplar a geracao destes subprodutos, se faz necessério a
atividade de quatro componentes ou complexos enzimaticos. O complexo | (NADH-
ubiquinona oxidoreductase), o complexo Il (succinato-ubiquinona oxidoreductase), o
complexo 1l (ubiquinolcitocromo ¢ oxidoreductase) e o complexo IV (citocromo c
oxidase)'?%, O transporte de elétrons é acoplado ao sistema de bombeamento dos
complexos (I, Il e IV), que gera forca motora para a membrana mitocondrial, que a
partir ATP sintase (complexo V), sintetiza moléculas de ATP?4,

Em condicbes fisiolégicas em torno de 2 a 5% do O, metabolizado nas
mitocdndrias sédo desviados para a producao de EROs, no entanto, uma inadequada
transferéncia de elétrons entre os complexos da cadeia respiratéria mitocondrial,
pode aumentar o volume de Oz reduzido univalente, com a geracéo do radical Oz e
H20.. Além disso, na presenca de Fe?+ ou Cu+, o mesmo H202, a partir da reagdo
de Fenton e de Haber-Weiss, pode levar a formacgéo do radical OHe. Caracterizado
como um radical livre (RL) com elevado poder reativo e com grande potencial de

dano celular® (figura 07).
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Figura 7 — Complexos da cadeia respiratoria mitocondrial e geracdo de EROs. SOD -

superéxido dismutase; MnSOD - superéxido dismutase manganés; CuzZnSOD - Superéxido
dismutase cobre zinco; GPx — glutationa peroxidase. GSH — glutationa reduzida; GSSG — glutationa
oxidada; GR — glutationa redutase; NAD — Nicotinamida-adenina-dinucleotideo; FAD — Flavina-
adenina-dinucleotideo; Q — coenzima Q; C — citocromo C; ADP — adenosina difosfato; ATP —
adenosina trifosfato.

Fonte: adaptado de Yu e colaboradores!?>,

Em contribui¢do, Jaiswal e colaboradores® utilizando cultura de células do
musculo esquelético de ratos, encontraram uma diminuicdo na atividade da citrato
sintase e dos complexos enzimaticos mitocondriais (I e 1V), a partir da exposicao a
frutose. Na regido cerebral, qualquer defeito no funcionamento mitocondrial, como a
diminuicdo na atividade dos complexos da cadeia respiratéria, pode levar a um
déficit energético e uma maior producdo de EROs. Ambos considerados importantes
gatilhos para o desencadeamento de distlrbios neurodegenerativos, com impacto
em deficiéncias comportamentais, motoras e cognitivas'?®®. Em um trabalho de
revisdo, Drougard e colaboradores!?’ ressaltam que, a liberacdo de ROS no
hipotalamo, pode acontecer por intermédio de diferentes mecanismos, incluindo

fatores dietéticos, como a ingestdo de gorduras e agucares. Contudo, a partir de
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uma producdo exacerbada de EROs, € possivel o0 acometimento de um processo de
neurodegeneracdo, contribuindo negativamente para o controle do balanco
energético e de doencas como a obesidade e o diabetes tipo II.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do consumo de diferentes concentracdes de frutose sobre

parametros bioquimicos de camundongos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Acompanhar o ganho de peso corporal de camundongos, submetidos a
ingestao hidrica, com diferentes concentrag¢des de frutose (0%, 5%, 10%
e 20%);

e Mensurar 0 peso da gordura visceral e de suas fracdes (retroperitoneal,
mesentérica e epididimal) de camundongos submetidos a ingestao
hidrica com diferentes concentracdes de frutose (0%, 5%, 10% e 20%);

e Analisar os efeitos da ingestdo hidrica com diferentes concentracdes
de frutose (0%, 5%, 10% e 20%), sobre os danos oxidativos a lipideos e
a proteinas, na gordura epididimal e no hipotdlamo de camundongos;

e Avaliar os efeitos da ingestédo hidrica com diferentes concentracdes de
frutose (0%, 5%, 10% e 20%), sobre a atividade das enzimas
antioxidantes SOD e CAT, na gordura epididimal e no hipotalamo de
camundongos;

e Elucidar os efeitos da ingestdo hidrica com diferentes concentracdes
de frutose (0%, 5%, 10% e 20%), sobre a atividade dos complexos (I, Il
e IV) da cadeia respiratdria mitocondrial, na gordura epididimal e no
hipotalamo de camundongos;

e Avaliar o consumo alimentar (sélido e liquido) e a ingestédo de frutose,
de camundongos submetidos a ingestdo hidrica com diferentes

concentracdes de frutose (0%, 5%, 10% e 20%).
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

O presente trabalho trata-se de um estudo experimental com a utilizacao de

animais, submetidos ao consumo de diferentes concentracdes de frutose.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Para as analises bioquimicas foram utilizados os seguintes reagentes: acido
tiobarbiturico, dinitrofenilhidrazina, epinefrina, ferricianeto, rotenona, fosfato de
potassio, succinato de sodio, azida soédica, lauril maltosideo, catalase de figado
bovino, hidroperoxidos de tert-butila, albumina bovina, glutationa, glutationa
redutase, NADPH, sulfanilamina, azida sodica, naftil etilenodiaminadicloridrato e
reagente de Griess (Sigma, St. Louis, MO), acido tricloroacético, acido fosférico,
peroxido de hidrogénio, glicina, EDTA, (Labsynth, Sdo Paulo, Brazil). Em relacdo aos
equipamentos, para todas as analises do experimento, foi utlizado um
Espectrofotometro (U2010, Hitachi), pertencente ao Laboratério de Neurobiologia de

Processos Inflamatorios e Metabdlicos — UNISUL.

3.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 80 camundongos Swiss machos (Mus musculus) com 40
dias de idade, pesando entre 31 e 49g. Todos procedentes do Biotério da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os camundongos tiveram livre
acesso a agua e racao, e foram mantidos em ciclos de claro/escuro de 12 horas
cada e temperatura de 23+1°C.

Os camundongos foram alojados em gaiolas coletivas com lotacdo maxima

de 5 animais, obrigatoriamente pertencentes a mesma ninhada.



31

3.4 LOCAL DE REALIZACAO

O procedimento experimental foi realizado no Biotério da Universidade do
Sul de Santa Catarina (UNISUL) e as analises bioquimicas no Laboratério de
Neurobiologia de Processos Inflamatoérios e Metabdlicos, da mesma universidade,

com sede na cidade de Tubardo — SC.

3.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O desenho experimental se baseou na ingestdo hidrica continua de
diferentes concentracbes de frutose, por um periodo de 11 semanas. Para que
posteriormente, se iniciasse as avaliacdes dos parametros bioquimicos. Embora nao
haja consenso ideal para o tempo de exposi¢céo, estudos que avaliaram 0 consumo
de frutose em relacéo a diferentes parametros bioquimicos e/ou fisiolégicos sugerem
gue, modificacbes consideraveis podem ser encontradas num periodo entre 60 a
168 dias®#3128, Além disso, outros estudos ainda em andamento e também
conduzidos no mesmo laboratorio, utilizam 10 semanas para inducdo de obesidade,
com dieta rica em gordura saturada, o que pode servir como parametro para
comparativos futuros e novos estudos.

O protocolo utilizado para o consumo de frutose, se baseou na adicdo de um
gradiente de concentracdo pré-estabelecido, diretamente na agua dos animais (ad
libitum). Em um estudo conduzido por Lozano e colaboradores®, a utilizacdo de 25%
de frutose na agua de ratos, por um periodo de 60 dias, aumentou a peroxidacdo
lipidica (TBARS), no plasma e no figado dos animais, se comparado ao controle. Ja
Agrawal e colaboradores'?, utilizando 15% de frutose na agua de ratos, encontraram
um declinio na bioenergética de mitocondrias cerebrais e aumento da peroxidagao
lipidica em membranas plasmaéticas, apds 8 semanas de protocolo.

Portanto, para um melhor esclarecimento dos mecanismos avaliados, se
optou pela utilizacdo de uma escala gradativa, variando entre uma diluicdo de 5% a
20% de frutose em agua. A partir da separacdo do total de animais em quatro
grupos, o primeiro seguiu a ingestao exclusiva de agua potavel pura (grupo controle
H20), o segundo a ingestdo exclusiva de agua potavel com diluicdo de 5% de frutose

(grupo frutose 5%), o terceiro com a ingestédo exclusiva de dgua potavel com diluicdo
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de 10% de frutose (grupo frutose 10%) e o quarto, com a ingestao exclusiva de agua
com diluicdo de 20% de frutose (grupo frutose 20%).

A separacgao dos grupos se baseou na exposicéo a diferentes percentuais de
frutose na agua. Conforme esquema apresentado na Figura 08.

Exposigio — 11 semanas

\

= Dieta padrdo + dgua pura (controle; n=20)

Camundongos Swiss JOVEens = Dieta padrao + dgua 5% frutose (n=20)

Machos (n = 80) (40 dias) = Dieta padrio + dgua 10% frutose (n=20)

= Dieta padrdo + dgua 20% frutose (n=20)

Figura 08 — Desenho experimental.

Ao primeiro dia do experimento os animais foram pareados por grupos, de
acordo com o protocolo experimental proposto, e acondicionados em caixas
coletivas contendo aproximadamente cinco animais (n=5), da mesma ninhada. Além
disso, foram pesados individualmente, o que também ocorreu semanalmente, com a
utilizacdo de balanca digital.

Para o desenvolvimento do modelo dietético foi utilizada uma racédo padréo
para camundongos (comum a todos os grupos), agua filtrada e frutose pura, esta
adquirida de empresa especializada no fornecimento de material laboratorial
(Dindmica Quimica Contemporanea LTDA). O grupo que somente recebeu a dieta

padrdo e agua pura, foi considerado o controle do experimento.

3.5.1 Avaliacdo do consumo sélido e hidrico

O consumo solido (racéo), foi mensurado a cada 48 horas, como resultado
da diferenca de peso de cada gaiola, entre a Ultima quantia ofertada e as respectivas
sobras. O consumo hidrico de cada gaiola também foi mensurado a cada 48 horas,

pesando as garrafas de hidratacdo antes e apos este periodo, com subtragdo do
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peso de cada uma, resultando na quantidade de liquido consumido (onde 1g =
1ml)129130 " Tajs quantificacdes foram critérios importantes para acompanhamento
evolutivo dos animais e interferéncia do protocolo aplicado. Ao final do periodo
estabelecido de 11 semanas e apos Ultima pesagem, os animais foram mortos por
decapitacdo, método que implica em menores interferéncias aos parametros

analisados.

3.5.2 Avaliagéo da gordura visceral

Apo6s morte, os animais forem submetidos a dissecacao da gordura visceral
e isoladas as regides: mesentérica, epididimal e retroperitoneal. Na sequéncia as
amostras foram pesadas em balanca analitica de elevada precisao e acondicionadas

para congelamento a -80°C.

3.6 PARAMETROS BIOQUIMICOS

3.6.1 Dano oxidativo a lipideos e a proteinas

O dano oxidativo a lipideos, na gordura epididimal e no hipotalamo, foi
mensurado pelo método descrito por Draper e Hadley'*!, a partir da mensuracéo do
conteudo de TBARs. Durante uma reacdo de aquecimento em meio acido a
formacdo de TBARS € bem adotada como método de peroxidacdo lipidica. Nesta
técnica, as amostras foram misturadas com 1 ml de acido tricloroacético (10%) e 1
ml de acido tiobarbittrico (0,67%). Posteriormente, foram aquecidas em banho de
agua fervente (100°C) durante 30 min. Os equivalentes de MDA foram determinados
pela absorbancia em 532 nm, utilizando-se 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrao
externo. A producdo de MDA é comumente utilizado para quantificar a peroxidacéo
lipidical®®.

Como indice de peroxidacado de lipidios foi verificada a formacdo de MDA,
mensurado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Prominence Shimadzu em
coluna Ascentis® C18, 250 x 2.1 mm, 5 ym, Supelco Sigma-Aldrich), conforme
descrito por Grotto e colaboradores®®.

O dano oxidativo em proteinas, na gordura epididimal e no hipotalamo, foi

estimado a partir da mensuracao de proteinas carboniladas por intermédio da reacéo
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de grupamentos carbonilas em proteinas oxidadas, com base na reacdo com
dinitrofenilhidrazina, a partir do método descrito por Levine et al'®*. Nesse as
proteinas foram precipitadas por adicdo de acido tricloroacético (20%) e dissolvidas
em dinitrofenilhidrazina. A absorbancia foi avaliada em 340 nm.

As analises foram normalizadas pelo conteudo de proteinas, determinados
pelo método de Lowry e colaboradores'®. Os resultados foram expressos em

nmol/mg proteina.

3.6.2 Atividades das enzimas antioxidantes

A atividade da enzima antioxidante SOD foi determinada pela inibicdo da
auto-oxidacédo da adrenalina medida espectrofotometricamente, conforme descrito
por Bannister e Calabrese'%®. A técnica se baseia na inibicdo da reacéo do radical
02+ com a adrenalina, composto que se auto-oxida na variacdo de pH. A oxidacao
da adrenalina leva a formacdo de adrenocromo e a atividade da SOD foi ent&o
determinada a partir da mensuracao de velocidade de formacédo do adrenocromo,
determinada espectrofotometricamente a 480 nm, em um meio de reacdo contendo
glicina-NaOH (50 mM em pH 10,2) e adrenalina 60 mM.

A atividade da enzima antioxidante CAT foi determinada pela medida da taxa
de decaimento da absorbancia do H-02> em 240nm, conforme técnica descrita por
Aebi'3®. Nesta técnica, os tecidos foram homogeneizados em tampéo fosfato (pH
7,4) e posteriormente, centrifugados por 10 min. Na sequéncia, a um meio de reacao
foi adicionado uma aliquota de amostra e 1mL de substrato contendo H202 e
tampéo fosfato. As absorbancias iniciais e finais foram registradas apés 1 e 6 min,
respectivamente.

Os resultados das atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT foram

expressos em U/mg de proteina.

3.6.3 Metabolismo energético

3.6.3.1 Atividade dos complexos enzimaticos da cadeia respiratéria mitocondrial

A atividade do complexo | foi avaliada pelo método descrito por Cassina e

Radi'¥’, pela taxa de NADH-dependente da reducdo do ferricianeto. Um meio de
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reacdo foi adicionado tampao fosfato de potdssio 100 mM, ferricianeto 10 mM,
NADH 14 mM, rotenona 2 mM e amostra. Apos a adi¢cao de todos os reagentes com
a amostra, a leitura foi realizada em espectrofotometro de 1 em 1 min, durante 3 min,
em 420 nM.

A atividade do complexo Il foi elucidada pelo método descrito por Fischer e
colaboradores®3®, pela diminuicdo da absorbancia do 2,6-DCIP. A amostra foi
adicionada a um meio de incubacgéo contendo tampao fosfato de potassio 62,5 mM,
succinato de sédio 250 mM e 2,6-DCIP 0,5 mM. Posteriormente, realizada incubacéao
por 20 minutos a 30°C em banho-maria. Ap6s a incubacado foi adicionada azida
sodica 100 mM, rotenona 2 mM e novamente 2,6-DCIP 0,5 mM, para entdo ser
realizada leitura em espectrofotdbmetro de 1 em 1 min, por 5 min, em 600 nM.

A atividade do complexo IV foi determinada de acordo com a técnica descrita
por Rustin e colaboradores®*® e calculada pela diminuicdo da absorbancia gerada
pela oxidagcdo do citocromo-c reduzido. Em um meio de incubagéo foi adicionado
tampéao fosfato de potassio 62,5 mM, lauril maltosideo 125 mM, amostra diluida com
tampéo SETH (Sacarose, EDTA, Trizma base e Heparina) e citocromo-c 1%, para
entdo ser realizada leitura em espectrofotémetro de 1 em 1 min, por 10 min, em 550
nM.

Os resultados da atividade dos complexos da cadeia respiratéria

mitocondrial foram expressos em nmol/min x mg proteina.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas com a utilizacdo do programa
estatistico GraphPad Prism. O comparativo dos grupos foi determinado a partir da
analise de variancia (ANOVA) seguido pelo post hoc de Tukey. Os resultados foram
apresentados em média * erro padrdo e a significancia estatistica sera considerada

para valores de p<0,05.
3.8 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA
O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina (registro 17.005.4.01.1V). Além

disso, todas as intervencgdes realizadas seguiram as normas expressas na Diretriz
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Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais em Atividades de Ensino ou de
Pesquisa Cientifica, publicada em 2016, pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA).



37

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo grupos randomizados e heterogéneos de camundongos
machos de 40 dias, foram submetidos ao consumo exclusivo de diferentes
concentracbes de frutose. Apos periodo de 11 semanas foram avaliadas as
resultantes do ganho de peso corporal, do acumulo da gordura visceral e suas
fracOes, do estresse oxidativo, da atividade dos complexos da cadeia respiratGria
mitocondrial, do consumo alimentar (sélido e liquido) e da quantidade de frutose
ingerida.

A figura 09 apresenta a evolucdo do ganho de peso corporal dos animais ao
longo do periodo e a partir do consumo das diferentes concentragbes de frutose.
Ressalta-se que o0 aumento de peso ocorreu de maneira proporcional ao longo do
protocolo, em ambos os grupos, mas sem diferencas significativas entres as médias

dos mesmos, mesmo ao final das 11 semanas de protocolo (figura 10).

Peso Corporal
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Controle H20  emm==Frutose 5%  emm=fFryutose 10% e Frutose 20%
Figura 09 - Acompanhamento semanal do ganho de peso corporal de

camundongos, submetidos ao consumo de diferentes concentracdes de frutose (0%,

5%, 10% e 20%). Valores expressos em média * erro padrao.
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Figura 10 — Efeitos do consumo de diferentes concentracfes de frutose no peso
corporal de camundongos, no inicio e apés 11 semanas de protocolo. Valores

expressos em média * erro padréo.

O ganho de peso corporal com animais submetidos ao consumo de frutose,
difere entre a grande variedade de protocolos existentes. No entanto, Lozano e
colaboradores®, utilizando bebida com diluicdo de frutose a 25%, também né&o
encontrou diferencas significativas no peso corporal de ratos, mesmo apds um
periodo de 8 meses. Em outro estudo, de Baena e colaboradores!®, novamente com
ratos e utilizacdo de diluicdo de frutose a 15%, ndo foram encontradas diferencas
significativas comparadas ao controle, ap6s um periodo de 12 semanas. Estudos
semelhantes ao presente, em que houvesse o comparativo da ingestao hidrica com
com diferentes concentragbes de frutose, inexistem ou ndo foram encontrados.
Mesmo que o consumo de frutose possa desencadear alteracbes metabolicas
sistémicas, com envolvimento da EHNA e da maior disponibilidade de acidos graxos,
nao se evidencia uma ingestao calorica excessiva, que contribua para o aumento de
peso corporal.

Ainda em relacdo a mensuracdo dos componentes corporais, ap0s morte e
dissecacdo, foram pesadas as gorduras epididimal, retroperitoneal e mesentérica.
Além da realizacdo do somatdrio das trés gorduras supracitadas, que resultou na
gordura visceral total. A partir dos resultados foi possivel constatar que, no
comparativo com o0 grupo controle, a gordura visceral total aumentou de maneira
significativa e com semelhancga, tanto no grupo frutose 10% como no grupo frutose
20%. Ja com o grupo frutose 5% ndo houve modificacdo adicional em relacdo ao

grupo controle. Na quantificacdo da gordura epididimal, pode-se observar um reflexo
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dos resultados obtidos na gordura visceral total, com aumento significativo nos
grupos frutose 10% e frutose 20%, e sem diferencgas significativas no grupo frutose
5%. O que nao refletiu na gordura retroperitoneal e mesentérica, que mesmo com
variagdo de peso, o0s grupos frutose 5%, frutose 10% e frutose 20%, néo
apresentaram acumulo significativo, se comparado ao controle (figura 11).
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Figura 11 — Efeitos do consumo de diferentes concentracdes de frutose no peso da
gordura visceral e suas fracdes (epididimal, retroperitoneal e mesentérica). Valores
expressos em média £ erro padrdo; * vs. Controle (H20); # vs. Frutose 5%, p<0.05

(ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

As relacbes entre o consumo de frutose e o aumento da gordura visceral,
vem sendo ressaltadas tanto em roedores!*?, quanto em humanos'*l. Em um estudo
conduzido por Zubiria e colaboradores'*?, com a utilizacdo de ratos, o consumo
hidrico com adicional de 10% de frutose, aumentou de maneira significativa o peso e
o tamanho do tecido adiposo visceral, ap6s um periodo de 3 semanas. Aumento no

peso da gordura visceral que também foi encontrado por Baena e colaboradores??,
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com a utilizagdo de 15% de frutose e periodo de 12 semanas. Esses dados vao ao
encontro da conclusdo de Zubiria e colaboradores'#3, que relatou um maior
percentual de células hipertrofiadas e de novas células com menor diametro, com a
utilizacéo de frutose a 10% de diluicdo, por um periodo de 56 dias. Sugerindo que a
expansdo do tecido visceral com o consumo de frutose, pode ocorrer tanto pela
hipertrofia quanto pela adipogénese celular. No estudo conduzido por Ramos e
colaboradores!*, com a utilizacdo de ratos submetidos ao consumo hidrico de
frutose a 20%, também foi encontrado um aumento significativo da gordura
epididimal, se comparado ao controle, ap6s periodo de 90 dias. Achados
semelhantes, com aumento da gordura epididimal em ratos, submetidos ao consumo
sélido composto por 30% de frutose, foram encontrados por Crescenzo e
colaboradores?®, apos periodo de 8 semanas.

O aumento do conteudo de gordura corporal, a partir de dietas com elevado
teor de frutose, esta relatado em partes!4®, como uma consequéncia do aumento da
lipogénese hepatica. O proprio metabolismo hepatico da frutose, além de aumentar
a lipogénese local, acaba por contribuir para uma maior liberacdo de acidos graxos
para a corrente sanguinea, que consequentemente, poderéo induzir a formacéo dos
adipocitos?*6. Além disso, ja foi identificado uma maior competéncia de precursores
de células adiposas — mRNA, com o consumo aumentado de frutose. Sugerindo, que
essa via poderia ser responsavel pelo surgimento de novas populacbes de
adipécitos em ratos submetidos ao maior consumo de frutose'4’. No entanto, os
estudos ndo descrevem a particularidade da frutose em relagdo ao aumento da
gordura epididimal. Portanto dietas com elevada concentracdo de frutose podem
contribuir para alteracbes no metabolismo dos lipideos e para o desenvolvimento de
doencas como a obesidade, assim como ocorre em dietas hiperlipidicas.

Ao relatar uma expansdo ou aumento do tecido adiposo corporal, se
pressupde o desencadeamento de diferentes alteracdes teciduais, podendo citar a
hipdxia, a morte de células adipocitarias e a desregulacdo dos fluxos de acidos
graxos®’. Estas podem ordenar um maior recrutamento de macréfagos, necessarios
na remodelacédo tecidual, que acabam por aumentar o estado de inflamacéo crénica
de baixo grau'*'48, Tanto a inflamacdo como um aumento da disponibilidade de
acidos graxos para as mitocondrias dos proprios adipdcitos, podem levar a uma
maior producédo de EROs e contribuir para o desencadeamento do estresse

oxidativol4®.
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Na avaliacdo do estresse oxidativo na gordura epididimal, escolha baseada
nos aumentos significativos acima declarados, foram analisados parametros que
contemplassem tanto o dano oxidativo quanto uma fragdo do potencial de defesa
antioxidante, frente ao consumo das diferentes concentracbes de frutose. Em
relacdo ao dano a lipideos, houve uma tendéncia ao aumento de TBARS (refletindo
o conteudo de malondialdeido) nos grupos frutose 10% e frutose 20%, mas sem
alcance de significancia estatistica. Ja o grupo frutose 5% n&o apresentou diferenca
ou tendéncia ao aumento do mesmo parametro. Em relacdo ao dano a proteinas
(expresso pelo conteudo de proteinas carboniladas), o grupo frutose 5% apresentou
uma reducéao significativa em relacdo ao controle, o que pode ser considerado um
efeito protetor ou resposta frente as enzimas antioxidantes. Ja os grupos frutose 10
e 20%, ndo apresentaram valores que os diferenciassem do grupo controle (figura
12).
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Figura 12 — Efeitos do consumo de diferentes concentracdes de frutose no dano
oxidativo na gordura epididimal. Valores expressos em média + erro padrdo; * vs.
Controle (H20); p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

N&do foram encontrados estudos com avaliacdo do dano a lipideos e
proteinas, na gordura epididimal, a partir do consumo de diferentes concentracdes
de frutose. Com a utilizacdo de uma racdo rica em frutose (60%), Chou e
colaboradores®™® encontraram um aumento significativo de MDA na gordura
epididimal, retroperitoneal e mesentérica, se comparado ao controle e apds 8
semanas de experimento. Achados que podem contribuir para o esclarecimento, da
tendéncia observada no presente estudo, onde a maior quantidade de frutose

consumida foi responsavel pelo maior dano a lipideos.
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Dos mecanismos de defesa antioxidantes avaliados, no grupo 5% a
atividade da SOD apresentou-se aumentada significativamente, se comparado ao
controle. O que pode ter gerado um menor potencial de dano a proteinas no mesmo
grupo, conforme expresso anteriormente. Nos demais (frutose 10% e frutose 20%),
nao foram encontradas diferencas significativas. Na avaliagdo da CAT, houve uma
reducdo de atividade, semelhante nos grupos frutose 5%, frutose 10% e frutose
20%. Porém, ndo alcancaram patamares numéricos para diferencas significativas

estatisticamente (figura 13).
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Figura 13 — Efeitos do consumo de diferentes concentracfes de frutose sobre a
atividade das enzimas antioxidantes (SOD e CAT) na gordura epididimal. Valores
expressos em média + erro padrdo; * vs. Controle (H20); # vs. Frutose 5%; p<0.05

(ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

No processo de dano celular, dependendo do potencial oxidante ocasionado
pelas EROs, as células podem promover sua sobrevivéncia com um aparato
antioxidante (incluindo as atividades das enzimas SOD e CAT) ou induzir a apoptose
celular, qguando as respostas antioxidantes ndo se equiparam a acdo oxidante!®.
Ndo foram encontrados na literatura, dados de estresse oxidativo na gordura
epididimal, apds ingestdo hidrica com diluicdo de concentracbes de frutose e
possivel explicacdo para o efeito protetor observado no grupo frutose 5%. Chou e
colaboradores®™®, utilizando racdo com elevado percentual de frutose (60%)
encontrou aumento significativo de MDA e diminuicdo da SOD, na gordura
epididimal de ratos apdés 8 semanas, 0 que configurou a presenca do estresse

oxidativo.)
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O estresse oxidativo, dentro das flutuagbes de producdo das EROs, pode
alterar o potencial da membrana mitocondrial e contribuir para a diminuicdo da
respiragdo celular, com inibicdo dos complexos de sua cadeia®®?. Além disso, a
hipertrofia do tecido adiposo, assim como uma maior demanda de nutrientes
energéticos, podem contribuir para a disfuncdo mitocondrial*®3. Portanto, no
presente estudo, também foram analisados a atividade dos complexos da cadeia
respiratéria mitocondrial na gordura epididimal, a partir da ingestdo hidrica com
diferentes diluicdes de frutose.

Na avaliagdo do complexo I, ndo foram encontradas modificacdes
significativas entre o0s grupos. A atividade do complexo Il se elevou
significativamente e de maneira crescente, nos grupos frutose 5%, frutose 10% e
frutose 20%, respectivamente. Nesse sentido, observa-se que o aumento da
concentragéo de frutose nas bebidas, influenciou no aumento da atividade complexo
Il. Por ultimo, a atividade do complexo VI diminuiu de maneira significativa e
semelhante, nos grupos frutose 5%, frutose 10% e frutose 20%, se comparado ao

controle (figura 14).
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Figura 14 — Efeitos do consumo de diferentes concentracbes de frutose sobre a
atividade dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial, na gordura epididimal.
Valores expressos em media + erro padrao; * vs. Controle (H20); # vs. Frutose 5%;

p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

O aumento da atividade do complexo Il e diminuicdo do complexo IV, pode
refletir em uma sobrecarga de elétrons regionalizada, que pode possibilitar ao
aumento na producdo do radical Oz». Dessa forma €& possivel sugerir, que o
consumo de frutose nos grupos 10% e frutose 20%, foi responsavel pela geracéao de
um desequilibrio entre os complexos da cadeia respiratéria mitocondrial, que pode
ter contribuido para o aumento tendencioso do conteudo de MDA, em ambos.
Alteracfes no transporte de elétrons, vdo aumentar a producéo do radical O2¢ e seu
posterior desmembramento, pode originar o H2O>, que ainda pode reagir para formar
o radical OHe1931%4  Causando assim possiveis danos aos componentes
mitocondriais e iniciando processos de degeneracdo, com possibilidade de uma
série de doencas. Nao foram encontrados estudos com andlise da atividade dos
complexos da cadeia respiratéria mitocondrial na gordura epididimal, apds consumo
de frutose. Macongonde e colaboradores'®?, analisaram a atividade dos complexos |,

Il e IV, no figado, rins, muUsculo esquelético e cortex cerebral, apés uma unica
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injecdo subcutanea de frutose (0,9 mg/g). O complexo | teve aumento significativo no
figado, os demais complexos ndo apresentaram diferencas estatisticas ou
substanciais entre os 6rgaos.

Das analises bioquimicas realizadas na gordura epididimal, foi possivel
constatar um indicio de estresse oxidativo nos grupos 10 e 20%, mas sem
demonstracao de clareza nos calculos estatisticos e no balanco, entre o potencial de
lesdo oxidante e as respostas antioxidantes. Enquanto que no grupo frutose 5%, os
resultados apontaram o contrario, com um possivel efeito protetor. Na avaliacdo dos
complexos da cadeia respiratéria mitocondrial, foi possivel a constatacdo na
alteracdo de 2 complexos (Il e 1V), que podem contribuir para uma disfuncao
mitocondrial e aumento do estresse oxidativo, mesmo que os resultados nao tenham
demonstrado total elucidagéo.

Como ja ressaltado anteriormente, alteracbes decorrentes do aumento do
tecido adiposo, podem significar a liberacdo de mediadores inflamatorios, ao nivel
sistémico'®®. Importantes achados!®®1%’, descrevem a existéncia de um maior
recrutamento imunologico para o SNC, a partir do aumento do tecido adiposo, de
seus processos inflamatérios e da maior oferta de acidos graxos. Além disso, 0
metabolismo da frutose no SNC ja& vem sendo descrito®%61%8 e seu consumo
excessivo pode estar associado, a alteracdes no SNC, direcionadas principalmente,
para inadequagbes dos mecanismos de saciedade’®!°. Dentro desse contexto,
destaca-se o hipotalamo como uma regido do SNC, responsavel pelo sinergismo do
controle de ingestéo alimentar e pelo fato de estar posicionado em uma estrutura
circumventricular, possui uma maior susceptibilidade aos conteddos transmitidos
pela via sanguineal®®.

Os mesmos parametros de dano oxidativo avaliados na gordura epididimal,
também foram mensurados no hipotdlamo dos camundongos. Houve um aumento
significativo de TBARS nos grupos frutose 10% e frutose 20%, se comparados ao
controle. Evidenciando, que o consumo nesses formatos potencializou o dano a
lipideos. Fato que ndo ocorreu com o grupo frutose 5%. Na avaliacdo do dano a
proteinas, o grupo frutose 10% apresentou a maior formacdo de proteinas
carboniladas dentre todos os grupos estudados, com aumento significativo em

relagéo ao controle, frutose 5% e frutose 20% (figura 15).
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Figura 15 — Efeitos do consumo de diferentes concentracdes de frutose no dano
oxidativo no hipotalamo. Valores expressos em média + erro padrdo; * vs. Controle
(H20); # vs. Frutose 5%; p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey).

Na avaliacdo da SOD no hipotalamo, mesmo que o grupo frutose 20% tenha
apresentada a maior atividade, néo foi suficiente para gerar diferencas estatisticas, o
gue também ocorreu nos demais grupos. Em relacéo a atividade da CAT tanto o
grupo frutose 10% como o grupo frutose 20%, apresentam aumento significativo se

comparado ao controle e ao grupo frutose 5% (figura 16).
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Figura 16 — Efeitos do consumo de diferentes concentracfes de frutose na atividade
das enzimas antioxidantes (SOD e CAT), no hipotalamo. Valores expressos em
média + erro padrao; * vs. Controle (H20); # vs. Frutose 5%; p<0.05 (ANOVA de uma

via, seguido pelo teste de Tukey).

A partir dos resultados encontrados do dano oxidativo e na atividade das

enzimas antioxidantes, foi possivel constatar o acometimento do estresse oxidativo
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no hipotalamo, frente aos protocolos de ingestédo hidrica, com frutose a 10% e a 20%
de diluicho. Na presenca do estresse oxidativo no hipotalamo, € possivel a
associacdo mutua de uma inflamacgdo hipotalamica'®l. Essa ja destacada por Li e
colaboradores'’, onde a utilizacdo de frutose a 10%, por um periodo de 8 semanas,
aumentou significativamente a expressao dos marcadores inflamatorios TRL4 e NF-
kB, além de citocinas proé-inflamatérias, no hipotdlamo de ratos. N&o foram
encontrados estudos que descrevessem parametros de estresse oxidativo no
hipotalamo a partir do consumo de frutose. Portanto, esse € o primeiro estudo que
relata parametros de estresse oxidativo no hipotalamo, a partir da ingestéo hidrica
com diferentes concentracGes de frutose. Yin e colaboradores'®?, relataram que o
consumo de uma bebida com frutose a 10% de diluicdo por 10 semanas, aumentou
0 estresse oxidativo no hipocampo e no coértex cerebral, ambos os tecidos
apresentaram aumento significativo de MDA e de proteinas carboniladas. Lopes e
colaboradores'!®, utilizando uma Unica injecdo subcutanea de frutose (0,9 mg/g),
relataram o estresse oxidativo no cértex cerebral, a partir do aumento significativo de
MDA e de proteinas carboniladas. Amri e colaboradores?®3, com a utilizagdo de uma
dieta rica em gordura animal (15% do total) e frutose (15% do total), indicaram a
presenca do estresse oxidativo no cérebro de ratos, apds transcorridas 12 semanas.
Também descritos pelo aumento de MDA e de proteinas carboniladas.

Novamente, ressalta-se a importancia da associacdo entre 0 estresse
oxidativo, com possiveis alteragdes mitocondriais®3. Por possuir uma elevada
demanda energética, o tecido cerebral € estritamente dependente da respiracéo
mitocondrial. No entanto, se apresenta com elevado risco de dano, frente ao
aumento do estresse oxidativo e de quadros de insuficiéncia energétical®®. Nesse
contexto, portanto, foi avaliada a atividade dos complexos I, Il e IV, da cadeia
respiratéria mitocondrial, com intuito de encontrar indicios de disfuncéo.

Dos achados deste estudo em relacéo a atividade dos complexos da cadeia
respiratéria no hipotdlamo, ndo ocorreram diferencas significativas do complexo | e
II. Mesmo com aumento da atividade do complexo | nos grupos frutose 5 e 10%, 0s
valores ndo foram suficientes para diferencas estatisticas. No complexo IV houve
uma maior atividade no grupo frutose 5% e uma menor atividade significativa no
grupo 20%, se comprado ao mesmo grupo. No entanto, em relagdo ao controle, em

nenhum dos parametros foram encontradas diferengas significativas (figura 17).
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Figura 17 — Efeitos do consumo de diferentes concentracbes de frutose sobre a
atividade dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial no hipotalamo. Valores
expressos em média * erro padréo; # vs. Frutose 5%; p<0.05 (ANOVA de uma via,

seguido pelo teste de Tukey).

N&o foram encontrados estudos que relatassem a atividade dos complexos
da cadeia respiratoria mitocondrial no hipotalamo, a partir do consumo de frutose.
Novamente os achados desses parametros no presente estudo, Sdo 0s primeiros a
serem declarados. Macongonde e colaboradores®!, com a utilizacdo de uma Unica
injecdo subcutanea de frutose (0.9 mg/ g peso corporal), ndo encontraram diferencas
significativas em ambos os complexos (I, Il e 1V), no cortex cerebral de ratos. Sil e
colaboradores?®®, avaliaram o figado de ratos com um consumo de racgédo rica em
frutose (60%), por um periodo de 8 semanas. Na atividade do complexo | ndo foram
encontradas diferencas significativas e na atividade do complexo 1V, relataram uma
diminuicdo significativa, se comparada ao controle. S4o escassos na literatura, os
argumentos que possam justificar a auséncia de alteragdo na atividade dos
complexos da cadeia respiratoria mitocondrial no hipotalamo, frente ao consumo de

frutose. E possivel que, mesmo com elevadas concentracdes de frutose circulante, o
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seu menor metabolismo na regido cerebral, possa ndo ser responsivo a alteracdes
dos complexos. Ainda que, uma pequena quantidade possa ja desencadear
alteracdes que configurem um estresse oxidativo.

Mesmo que nao tenham sido evidenciadas alteragbes mitocondriais no
hipotdlamo dos animais, com a avaliagdo dos complexos, a presenca do estresse
oxidativo pode subjugar o acometimento de alteragdes funcionais, com possivel
reflexo no comportamento alimentar. Apés protocolo de 11 semanas com ingestao
hidrica constante das diferentes concentracdes de frutose, foi avaliado o consumo
alimentar médio dos animais de cada grupo. O consumo alimentar sélido
correspondeu a ingestdo de ragdo e o consumo hidrico, inclui a ingestédo total de
liquidos, em cada grupo. Foram observadas diminui¢des significativas no consumo
soélido nos grupos frutose 10% e frutose 20%, se comparados ao controle (H20) e ao
grupo frutose 5%. No consumo liquido, essa diminuicdo alimentar foi compensada,
com aumento significativo de consumo, nos mesmos grupos, frutose 10% e frutose

20% (figura 18), também comparados ao controle (H20) e frutose 5%.
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*# *
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Figura 18 — Avaliacdo do consumo alimentar (solido e liquido) de camundongos,
submetidos a ingestdo hidrica, com diferentes concentracfes de frutose, e apos
periodo de 11 semanas. Valores expressos em média *+ erro padrdo por animal e
grupo; * vs. Controle (H20); # vs. Frutose 5%; p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido
pelo teste de Tukey).

Achados da literatura destacam que a frutose pode interferir na ingestao de
alimentos, por intermédio de danos no hipotalamo, gerados por estresse oxidativo e

inflamacé&o®?"166.167 Marcadores de inflamacéo e de estresse oxidativo, ja podem ser
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vinculados a alteragBes no hipotalamo e gerar inadequac¢des nos mecanismos de
sinalizacdo da insulina e da leptina'®. Além disso, a propria frutose pode modular a
ativacdo neuronal na regido do hipotalamo e influenciar nos mecanismos de
saciedade'®®, Em um menor periodo de tempo (2 semanas), o estudo conduzido por
Lindqvist e colaboradores'’® e com a utilizacdo de uma bebida com solucdo de
frutose a 23%, também encontraram um consumo sélido menor e um liquido maior,
se comparados ao grupo controle. Dados semelhantes encontrados por Ramos e
colaboradores!*, que utilizando frutose a 20% de diluicdo e por um periodo de 60
dias, também encontraram diminuicdo da ingestao solida e aumento da liquida. A
partir destes resultados e de seus comparativos, se faz provavel uma relacao, entre
a maior palatabilidade dos liquidos com maior percentual de frutose e de possiveis
alteracdes hipotalamicas, frente a sua maior expressao sanguinea. O que pode
contribuir paralelamente, para uma possivel inadequacdo dos mecanismos de
saciedade e favorecer para o aumento da ingestao.

A partir dos dados de consumo alimentar, foi possivel mensurar a
guantidade média de frutose (em gramas), consumida por cada que cada animal, ao
final das 11 semanas de protocolo. Ocorreram diferencas significas entre todos os
grupos, com aumento gradativo do total de frutose em relacdo aos grupos 5%, 10%
e 20%, respectivamente. O grupo frutose 20% apresentou 0 maior consumo,

refletindo a sua maior ingestao hidrica e seu maior percentual de diluicdo (figura 19).

Consumo de frutose (g)

Figura 19 — Avaliacdo do consumo total de frutose por camundongos, submetidos a
ingestdo hidrica, com diferentes concentracdes de frutose, e apds periodo de 11
semanas. Valores expressos em média + EPM por animal e grupo; * vs. Frutose
(5%); # vs. demais grupos; p<0.05 (ANOVA de uma via, seguido pelo teste de
Tukey).
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O somatério e analise dos resultados aqui apresentados, puderam
dimensionar alteracdes corporais desencadeadas pelo consumo de frutose. Mesmo
nao havendo diferencas significativas no peso corporal dos animais, a gordura
visceral se apresentou elevada frente as maiores quantidades ingeridas de frutose.
Além disso, a proépria distribuicdo da gordura acumulada ao longo das 11 semanas,
demonstrou uma maior especificidade para a gordura epididimal. Na analise dessa,
nao foi declarada a presenca do estresse oxidativo, mas os resultados de TBARS,
expressam uma tendéncia ao dano a lipideos, frente ao consumo das maiores
guantidades e volume de frutose (10 e 20%). Fato que pode ter sido reflexo dos
achados de alteracdo mitocondrial, a partir do aumento da atividade do complexo Il e
diminuicdo do complexo IV, nos grupos frutose 10 e 20%.

No hipotalamo dos animais se constatou a presenca do estresse oxidativo,
com indicativo de dano a lipideos nos grupos frutose 10% e frutose 20%, e com
dano a proteinas no grupo 10%. Nesse formato foi possivel revelar de maneira
inédita, o comportamento dos parametros de estresse oxidativo no hipotalamo,
frente ao consumo de diferentes quantidades de frutose. Fato que evidencia ainda
mais, a participacdo da frutose no metabolismo cerebral e na homeostase do
hipotalamo. Na avaliacdo dos complexos da cadeia respiratoria, ndo foram
encontradas diferencas pertinentes entre 0os grupos.

Ao avaliar os dados de consumo alimentar (sélido e liquido) dos animais, foi
possivel constatar que 0s grupos que consumiam mais liquidos, diminuiram
proporcionalmente, sua ingestdo solida. Os grupos frutose 10% e frutose 20%,
apresentaram um aumento significativo de consumo liquido, se comparado aos
grupos controle (H20) e frutose 5%. O que pode ja ser um indicio, de alteracdes
hipotalamicas resultantes do estresse oxidativo encontrado, contribuindo
negativamente aos mecanismos de controle alimentar.

Os resultados obtidos nessa dissertacdo, podem sinalizar para novos
paradigmas dentro de um contexto dietético. Ao constatar, importantes indicios de
alteracdes cerebrais, desencadeados pelo consumo de frutose, se faz necessario
uma ampla discusséo, centrada principalmente, na disponibilidade de seu consumo.
Sabe-se que os modelos dietéticos atuais, disponibilizam a frutose de maneira
demasiada e com elevados niveis de processamento industrial, que podem estar
colaborando para a progressdo de doencas metabodlicas, como a obesidade.

Achados aqui descritos, fomentam para a relagcdo da frutose com alteracbes
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bioquimicas no hipotalamo, que podem ser pertinentes ao pior progndéstico da
doenca. Dessa forma, um habito alimentar que popularmente ndo se associa a
doencas do SNC, pode significar uma progressdo negativa de funcionamento,

degeneracao e morte celular.



53

5. CONCLUSAO

Com os dados apresentados no presente trabalho, foi possivel avaliar alguns
efeitos bioquimicos na gordura epididimal e no hipotdlamo de camundongos,
submetidos a ingestéo hidrica continua de frutose e com diferentes concentracges.
Além disso, foram levantadas informac¢des comparativas do ganho de peso corporal,
do acumulo de gordura visceral e do consumo alimentar (sélido e liquido), frente aos
diferentes consumos de frutose.

Conclui-se que, o consumo das maiores concentracoes de frutose (10 e
20%), influenciaram no aumento do dano oxidativo no hipotadlamo, mas sem
apresentar alteragcdes significativas na atividade dos complexos da cadeia
respiratéria mitocondrial. Na gordura epididimal, novamente 0s grupos que
consumiram as maiores concentracdes de frutose (10 e 20%), apresentaram um
aumento tendencioso ao dano a lipidios (TBARs), e um desequilibrio entre os
complexos da cadeia respiratéria mitocondrial. Nao foram encontradas diferencas no
ganho de peso corporal, ao final das 11 semanas, no entanto, os grupos frutose 10%
e 20%, aumentaram de maneira significativa a gordura epididimal e
consequentemente, a gordura visceral. No comparativo do consumo alimentar, os
grupos frutose 10 e 20%, diminuiram de forma linear o consumo solido e
aumentaram a ingestdo hidrica. Fato que acabou por impulsionar diferencas de
guantidade de frutose consumida ao longo do experimento, com maior valor
encontrado no grupo 20%, seguidos dos grupos frutose 10% e frutose 20%,
respectivamente.

Esses resultados evidenciam que o consumo excessivo de frutose, muito
comum em diferentes populacbes, pode gerar danos bioquimicos na gordura
epididimal e principalmente, na regido do hipotalamo. Que acaba por controlar uma
série de mecanismos fisioldgicos, incluindo fatores de saciedade. Além de outros
maleficios ja declarados, como a obesidade, a esteatose hepética ndo alcodlica e a
sindrome metabdlica. Nesse contexto, novas diretrizes para o consumo de frutose,
principalmente originaria de produtos industrializados, podem ser implementadas e
atribuidas a saude preventiva.

Estudos futuros poderiam avaliar o estresse oxidativo em outras regides do

cérebro e elucidar possiveis alteragcbes de memoria e/ou comportamento, frente ao
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consumo das diferentes concentracdes de frutose. Além, da utilizacao do protocolo e
resultados aqui expressos, para a verificagdo do potencial antioxidante de extratos
de plantas e de nutrientes isolados.
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