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RESUMO

O consumo regular de bebidas adocadas com frutose, em especial de
refrigerantes, esta fortemente associado ao desenvolvimento de distirbios
cardiometabolicos, tais como obesidade, hipertensdo, dislipidemia,
resisténcia a insulina e hiperglicemia. Em contrapartida, a suplementagao
com o6leo de peixe tem se mostrado benéfica em atenuar alguns destes
parametros. A pesquisa teve como objetivo comparar possiveis alteragdes
metabolicas com diferentes concentracdes de frutose na agua de beber e
avaliar os efeitos da suplementacdo com oleo de peixe. Também,
avaliamos a capacidade de manutengdo ou recupera¢do das eventuais
alteragdes metabodlicas causadas pela ingestdo de frutose apds a
interrupcdo do tratamento. Para tal, utilizamos ratos Wistar com
aproximadamente 30 dias de vida, distribuidos em 2 lotes experimentais
contendo 5 grupos em cada um deles a saber: grupo controle (C) teve livre
acesso a agua, grupo frutose (F) teve livre acesso a agua contendo frutose
como sera descrito a seguir, grupo frutose + 6leo de peixe (FOP) teve livre
acesso a agua contendo frutose e recebeu suplementagdo com 6leo de
peixe como descrito a seguir, grupo 6leo de peixe (OP) teve livre acesso
a agua e foi suplementado com oleo de peixe e grupo
frutose/reversibilidade (FR) que teve a retirada da agua contendo frutose
ao término do tratamento e mantido por mais 60 dias com livre acesso a
agua. No primeiro lote experimental os ratos F, FOP e FR receberam agua
acrescida de frutose a 10%, por 60 dias consecutivos, e foram
suplementados com 6leo de peixe, via gavagem, pelos ultimos 30 dias (1
g/kg peso corporeo). O segundo lote foi nos moldes do primeiro, exceto
pela concentragdo de frutose na agua que foi de 30%. Foram avaliadas as
variaveis como peso corporeo, ingestdo alimentar, hidrica e energética,
glicemia, triacilgliceridemia, insulinemia, gordura hepatica, acido turico
plasmatico, peso total de tecido adiposo e lipolise em fragmentos de
tecido adiposo (resultados expressos como média + erro padrao da média,
ANOVA uma via, nivel de significancia de 95% (p<0,05)). Ao final do
tratamento os grupos F e FOP apresentaram aletragdes de ingestdo
alimentar e hidrica se comparados aos seus respectivos controles, sem
alteragdes em ingestdo calorica e peso corporeo. Também demonstraram
incremento nas concentragdes de triacilglicerol a partir do 30° dia de
tratamento quando comparados aos grupos C e OP. Os grupos F30% e
FOP30% apresentaram incrementos no peso total de tecido adiposo
visceral quando comparados aos controles, bem como aumento nos niveis
de insulinemia. Os grupos FR10% e FR30% apresentaram diminui¢ao de



ingestdo hidrica e niveis de triacilglicerol, e aumento no consumo
alimentar imediatamente apos a interrupgao da dgua com frutose. Nossos
dados demonstram que ambas as concentragdes promoveram
hipertriacilgliceridemia transitéria, alertando para o consumo da frutose
em excesso. Neste projeto a suplementagdo com oOleo de peixe
demonstrou ineficiéncia em normalizar as varidveis alteradas.

Palavras-Chave: Sindrome Metabdlica, Frutose, Oleo de peixe,
Reversibilidade.



ABSTRACT

Regular consumption of fructose-sweetened beverages, particularly soft drinks,
is strongly associated with the development of cardiometabolic disorders such
as obesity, hypertension, dyslipidemia, insulin resistance, and hyperglycemia.
However, supplementation with fish oil has been shown to be beneficial in
attenuating these parameters. This research aimed to compare metabolic
changes with different fructose ingestion regimes (10% and 30% fructose in
drinking water) and to evaluate the effects of supplementation with fish oil.
Also, we evaluate the maintainability or recovery of any metabolic changes
caused by fructose intake after the interruption of the treatment. Therefore, we
used Wistar rats approximately 30 days old, which were separated in ten
groups: 10% control group and 30% control (C), 10% Fructose group and
30% fructose (F), 10% fructose + oil fish group and 30% fructose + fish oil
(FFO), 10% fish oil group and 30% fish oil (FO) and 10% fructose/reversibility
and 30% fructose/reversibility (FR). The rats in the first experimental batch
received 10% fructose, for 60 consecutive days, and were supplemented with
fish oil by intragastric gavage for the last 30 days (1g/kg body weight). The
animals of the second experimental batch followed the treatment with fructose
30%, for 60 consecutive days and were supplemented with fish oil by
intragastric gavage for the last 30 days (1g/kg body weight). Variables such as
body weight, food, water and energy intake, blood glucose,
tryacylglyceridemia, insulin, liver fat, plasma uric acid, total weight of adipose
tissue and lipolysis in adipose tissue fragments were evaluated (results
expressed as mean + standard error, one-way ANOVA, a significance level of
95%, p <0.05). At the end of treatment, the groups F and FOP had food and
water intake alterations compared to their respective controls without changes
in caloric intake and body weight. Also showed an increase in triacylglycerol
concentrations from the 30th day of treatment compared to C and OP groups.
The F30% and FOP30% groups showed increases in total weight of visceral
adipose tissue compared to controls, as well as increased levels of insulin. The
FR10% groups and FR30% showed a decrease in water intake and triglyceride
levels and increased food intake immediately after the interruption the water
with fructose. Our data demonstrate that both concentrations promoted
transient hypertriacylglyceridemia, warning for the consumption of excess
fructose. In this project, supplementation with fish oil was not efficient in
normalizing the fructose ingestion metabolic effects.

Keywords: Metabolic Syndrome, Fructose, Fish oil, Reversibility.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSUMO EXCESSIVO DE FRUTOSE E ALTERACOES
METABOLICAS

O consumo excessivo de frutose nas dietas ocidentais tem
contribuido para o aumento na incidéncia de sobrepeso e obesidade nos
paises desenvolvidos (MELANSON, et al. 2007) e em desenvolvimento
(GAINO, SILVA; 2011). Nos ultimos anos houve aumento progressivo
da ingestdo calorica didria em dietas ocidentais, em contrapartida, a
ingestdo de acidos graxos insaturados diminuiu consideravelmente nos
ultimos 30 anos (LICHTENSTEIN, et al.1998). O Centro Nacional de
Estatistica em Saude, nos Estados Unidos, relatou aumento de 67,7g na
ingestdo diaria de carboidratos em homens e aumento de 62,4g em
mulheres, entre o periodo de 1971 e 2004 (CHARREZ; QUIO;
HEBBARD, 2015). Assim, o consumo de dieta rica em carboidratos esta
entre as principais causas no aumento da ingestio calorica.

O aumento do consumo de frutose deve-se a sua maior agdo
edulcorante, maior palatilidade e reduzido custo relacionado a sacarose
(TAPPY; LE, 2010). Os seres humanos consomem, em média, 500 ml/dia
de bebidas adogadas com frutose (BRAY, 2013), e a mesma pode ser
ingerida como sacarose (constituida por 50% de frutose e 50% de glicose)
ou xarope de milho concentrado em frutose (55% ou 65% de frutose). O
aumento paralelo do consumo de xarope de milho concentrado em frutose
e da prevaléncia de obesidade nos ltimos anos sugere uma correlagao
entre a ingestao de aglicares e a progressao de sindrome metabolica (SM).
Em humanos, a sindrome metabolica é caracterizada por um conjunto de
alteragdes cardiometabolicas, cuja base reside na resisténcia a insulina
(RI) e adiposidade visceral. A predisposicdo genética associada a
alimentacdo inadequada e sedentarismo formam os pilares para a
instalacdo da SM que deve conter pelo menos duas alteragdes conjuntas
além do aumento da circunferéncia abdominal, a saber: dislipidemia
(hipertriacilgliceridemia e/ou hipercolesterolemia), hipertensdo arterial e
hiperglicemia de jejum alterada (NCEP—-ATP 111, 2001) (Tabela 1).
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Tabela 1- Componentes da Sindrome Metabdlica.
Componentes Valores de referéncia

Circunferéncia abdominal

Homens >102 cm

Mulheres > 88 cm
Triglicerideos (ambos os géneros) > 150 mg/dL ou Rx

HDL — colesterol

Homens <40 mg/dL ou Rx
Mulheres <50 mg/dL ou Rx
Pressdo arterial (ambos os géneros) > 130 mmHg ou > 85 mmHg ou Rx
Glicemia de jejum (ambos os géneros) > 100 mg/dL ou Rx

Valores estimados para caracterizagdo da SM conforme NCEP-ATP III (2001). Rx:
tratamento farmacologico.

Estudos realizados em ratos indicam o consumo cronico de
acucares refinados como fator contribuinte para a desregulagdo
cardiometabolica. Portanto, o aumento do consumo de bebidas adogadas
com frutose e sua influéncia sobre o aumento da incidéncia e prevaléncia
da obesidade, SM e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) demonstra a
importancia de se investigar em modelos experimentais as consequéncias
do consumo de agticares, em especial da frutose (STANHOPE; HAVEL,
2008). Estudos epidemioldgicos constataram que ha uma relagio estreita
entre o consumo de adogantes caléricos e o ganho de adiposidade visceral
e, consequentemente, o desenvolvimento de doengas cronicas como o
diabetes mellitus tipo 2 e doengas cardiovasculares comuns na SM (HU;
MALIK, 2010).

Hé evidéncias consideraveis de que a frutose seja mais deletéria do
que a glicose em termos de riscos cardiovasculares como a hipertensao
arterial (DULLOO; MONTANI, 2008). Segundo Basciano et al. (2005),
o metabolismo de carboidratos no figado é projetado para metabolizar
glicose ativamente com uma capacidade limitada de pequenas doses
diarias de frutose. Quando ocorre ingestdo excessiva de frutose ha
sobrecarga hepatica, alterando o metabolismo de carboidratos, causando
disfun¢des na homeostase glicémica e, consequentemente elevacdo da
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lipogénese de novo (DNL) hepatica e a instalacdo de resisténcia a
insulina.

A SM pode ser reproduzida experimentalmente a partir da oferta
de sacarose na ra¢do de ratos, por efeito da frutose. Sheludiakova e
Boakes (2012) demonstraram que ratos machos submetidos a uma dieta
contendo 5% de frutose associado a 5% de glicose na dgua de beber por
56 dias consecutivos, apresentavam maiores riscos para o0
desenvolvimento de DM2 e alteragdes cardiovasculares, pois houve
aumento nos niveis de triglicerideos plasmatico e gordura hepatica,
aumento de adiposidade retroperitoneal e intolerancia a glicose. Modelos
animais com roedores submetidos a dieta rica em frutose ou sacarose
apresentaram elevacdo nas concentragdes de triacilglicerol plasmatico,
RI, hipertensdo e ganho de peso (BASCIANO, et al. 2005; TAPPY; LE,
2010). Ratos Wistar submetidos a uma dieta com frutose a 10% na agua
de beber pelo periodo de 3 semanas apresentaram alteragdes metabolicas
como o aumento nas concentracdes de glicose sanguinea ¢ de
triacilglicerol plasmatico (ALZAMENDI et al. 2009). Sumiyoshi et al.
(2006) propds um modelo experimental com camundongos, introduzindo
dieta rica em gordura e sacarose por 55 semanas, a fim de avaliar fatores
de risco e o desenvolvimento de obesidade, diabetes, aterosclerose e
hipertensdo. Os autores observaram que apés este longo periodo de
tratamento os camundongos desenvolveram aumento significativo do
peso corpdreo, hiperglicemia, hiperlipidemia e intolerancia a glicose. A
tabela abaixo apresenta alguns estudos com modelos animais os quais
foram tratados com frutose e demonstraram alteracdes metabolicas
nocivas, reafirmando a validade deste modelo no estudo de desordens
metabodlicas.
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Tabela 2- Principais estudos relacionando a ingestdo de frutose e suas

alteragOes metabolicas.

Autor Modelo Resultados
Chronic Intake
of High-Fat and G
. C57BL machos, Ganho de peso,
High-Sucrose . .
Dicts S com 30 dias de hiperlipidemia,
Differentially et al. 2006 L | npelgyaiisi,
Affects Glucose alimentados com intolerancia a glicose e
. sacarose por 55 RI
Intolerance in .
. dias
Mice
Fructose-rich Ratos machos
diet-induced
, com 180 - 200g o
abdominal de DEso Corndreo Aumento significativo
adipose tissue Alzamendi, I; eceberla;pm nos niveis de leptina,
endocrine et al. 2009 frutose 10% na adiponectina e do PAI-
dysfunction in . . 1, RL
agua de beber
normal male
por 3 semanas
rats.
Anti-
inflammatory Ratos Wistar
Effect of machos com 80- Hiperinsulinemia sem
Atorvastatin on 120g de peso alteragdo nos niveis de
Vascular Mahmoud, et corporeo, glicose basal, resisténcia
Reactivity and al. 2012 alimentados com & insulina, aumento nos
Insulin frutose 10% na niveis de TNF-a,
Resistance in agua de beber hipercolesterolemia.
Fructose Fed por 8 semanas
Rats
Ratos
machos de
_ Effect of 120-200g de
Pioglitazone on . . .
the Fructose- peso Hiperglicemia,
Induced Alzamendi, et corpdreo hiperinsulinemia,
Abdominal receberam hipertriacilgliceridemia,
Adipose Tissue frutose 10% hiperleptinemia.
Dpsfunction na dgua de
y beber por 3
semanas
Ratos Wistar ~ ~
Metabolic and machos com Nao houve al~teragao de
behavioural aprox. 125 ECD GBI ED (i)
effects of sucrose ~ Sheludiakova;  dias de vida, Ca(zlliltrc())slie(iaAdlenzfliesllteora:lle
and Bokes, 2012 receberam hi I; ciricliceri demia’
fructose/glucose sacarose 111)1 eriﬁsulinemia >
drinks in the rat 10% por 56 P! .
hiperglicemia.

dias
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Autor Modelo Resultados
Ratos Wistar
High- machos com Aumento no peso
carbohydrate 8-9 corporal, aumento no
high-fat diet— semanas de consumo de energia,
induced metabolic ~ Panchal, et al. vida, adiposidade visceral,
syndrome and 2011 receberam intolerancia a glicose,
cardiovascular Frutose 25% dislipidemia,
remodeling in na agua de hiperinsulinemia e
rats. beber por 16 hiperleptinemia.
semanas

The establishment
of metabolic
syndrome model
by induction of
fructose drinking
water in male
Wistar rats.

Ursodeoxycholic
acid ameliorates
fructose-induced
metabolic
syndrome in rats.

Mamikutty, et
al. 2014

Mahmoud;
Elshazly, 2014

Ratos Wistar
machos com
250-300 g
de peso
corporeo,
receberam
Frutose com
20% e 25%
na agua de
beber por 8
semanas

Ratos Wistar
machos,
com 140 —
160 g de
peso
corporeo,
receberam
Frutose com
10% na agua
de beber por
12 semanas

Os ratos alimentados com
Frutose 20%
desenvolveram
parametros significativos
maiores de obesidade em
comparagdo com aqueles
alimentados com Frutose
25%. Hipertrofia de
adipdcitos em 20% e
25%e hipertensdo arterial
sistolica,
hipertrigliceridemia e
hiperglicemia em ambos
0S grupos.

Aumento do peso
corporal, hiperglicemia,
hiperinsulinemia,
hipercolesterolemia,
hipertrigliceridemia,
hiperuricemia hipertenso
arterial e resisténcia a
insulina.

Os estudos apresentados na Tabela 2 demonstram, em sua maioria,
alteragdes que configuram uma sindrome metabodlica recorrente do
consumo de alto teor de agucar, as mesmas consideracdes fazem despertar
para a importancia de pesquisas que busquem mecanismos pelos quais
estas alteragdes possam ser atenuadas ou revertidas.
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1.2 METABOLISMO DA FRUTOSE

A frutose obtida na forma livre ou apés a digestdo da sacarose é
transportada pelo GLTU-5 presente na membrana luminal dos enterdcitos
e deixa a célula em dire¢do a circulagdo sanguinea por meio do
transportador de glicose GLUT-2, presente na membrana basolateral
(TAPPY; LE, 2010). A maior parte do metabolismo da frutose ocorre no
figado (50-75%), sendo o restante metabolizado principalmente nos rins
e adipocitos (VAN, 1986). No figado, a frutose ¢ rapidamente
metabolizada em frutose-1-fosfato (P) pela enzima frutocinase (TAPPY;
LE, 2010). A frutose-1-P pode ser convertida em varias trioses-P,
sabidamente: gliceraldeido, dihidroxiacetona-P e gliceraldeido-3-P
(Figura 1) (RUTLEDGE; ADELI, 2007). A maior parte das trioses
produzidas pelo metabolismo da frutose ¢ convertida em glicose e
glicogénio através da gliconeogénese (KOO, et al. 2008). As trioses-P
ainda podem ser convertidas em piruvato e oxidadas em CO, e H,O
(dioxido de carbono e dgua, respectivamente) no ciclo de Krebs (TAPPY;
LE, 2010). No entanto, parte ¢ convertida em lactato, o qual ¢ liberado na
corrente sanguinea (STANHOPE; RAVEL, 2008). Finalmente, parte dos
atomos de carbono da frutose pode ser usado para a sintese de acidos
graxos e glicerol nos hepatdcitos, através do processo de DNL (TRAN, et
al. 2009).

Além disso, o metabolismo da frutose inibe a oxidacdo lipidica
hepatica, favorecendo assim a reesterificacdo dos acidos graxos com o
glicerol-3-P para a formacdo de triacilglicerol, e a sintese de VLDL ricas
em triacilglicerol que s3o depois secretadas na corrente sanguinea
(TOPPING; MAYES, 1972).

O metabolismo hepatico da frutose difere consideravelmente do da
glicose por varias razdes. A entrada de glicose na via glicolitica ¢
controlada pela glicocinase, enzima que possui um elevado K, (afinidade
do substrato pela enzima) para a glicose e, portanto, a taxa de fosforilagao
da glicose varia com as alteracdes da sua concentracdo portal
(HANSMANNEL; MORDIER; IYNEDIJIAN, 2006). A glicose-6-P ¢
convertida em frutose-6-P e depois em frutose-1,6-bifosfato através de
uma reagdo catabolizada pela fosfofrutocinase. A atividade desta enzima
¢ inibida pelo ATP (trifosfato de adenosina) e citrato, o que permite a
regulacdo da reacdo de acordo com o estado energético da célula
(ANDRES, et al. 1988). A frutose-1-6-bifosfato ¢é posteriormente
convertida em piruvato antes de entrar no ciclo de Krebs (Figura 1).

A conversdo de glicose em piruvato ¢ inteiramente regulada pela
insulina (estimula a expressdo génica da glicocinase e ativa as enzimas
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glicoliticas) e pelo estado energético da célula (TAPPY; LE, 2010). A
conversdo de frutose em trioses-P ocorre de forma independente da
insulina e ¢ um processo extremamente agudo devido ao baixo K, da
frutocinase pela frutose e decorrente da auséncia de feedback negativo
pelo ATP ou citrato. Esta alta absor¢do e fosforilagdo de frutose pelo
figado podem levar a deplecdo de ATP, o qual € metabolizado em AMP
(monofosfato de adenosina) e acido urico (Figura 1) (TAPPY; LE, 2010).
Por outro lado, permitem um fluxo desregulado de carbonos para a DNL,
aumentando assim a sintese de lipideos (RUTLEDGE; ADELI, 2007). As
caracteristicas lipogénicas da frutose, em associagdo com a sua
capacidade para provocar deplecdo de ATP e a producéo de acido urico,
sd0 as principais causas responsaveis pela sua capacidade de induzir a
SM.

FRUTOSE

ELUT2

Acipo
URICO FRUTOSE

T ATP FRUTOCHIASE
AMP €= ADP

Di-hidroxicetonoP ~&—— FRUTOSE-LP —>  Gliceraldeido

|

Glicerol-3-P Gliceraldeido-3-P —— PIRUVATO <—= LACTATO

H,0

Acetil-CoA—> %
2

Citraio

Acetil-CoA
REESTERIFICAGAD Monaacilglicerol

EMACDOS l Lipog&nese denovo
GRAXOS J: \
Diacilglicero! Acil-CoA

(Acidos Graxos)

TAG

VLDL-TAG

Figura 1- Metabolismo hepadtico da frutose. A Frutose absorvida pelo
figado pode ser oxidada em CO2 e, em seguida, convertida em lactato. A
absor¢do macica e posterior fosforilagdo da frutose no figado pode levar
auma grande degradacao do ATP em AMP, e apds em acido urico. TAG:
triacilglicerol; VLDL: lipoproteinas de muito baixa intensidade;
Adaptado de TAPPY; LE, 2010.
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Em individuos com diabetes mellitus a ingestao de frutose pode
reduzir as concentragdes de glicose plasmatica devido a estimulagdo da
glicocinase e, consequentemente, aumentar a absorc¢ao de glicose hepatica
(NAKAGAWA, et al. 2006). Tal fato levou ao conceito de que pequenas
ingestdes de frutose poderiam ser benéficas nos diabéticos, notavelmente
mediante uso deste acicar como adogante. No entanto, os outros efeitos
da frutose, particularmente a indug@o de RI e aumento das concentracdes
de triacilglicerol, levaram algumas entidades como a ADA (American
Diabetes Association) a ndo recomendar a sua suplementa¢do nestes
pacientes (BANTLE, 2009). Todavia, ndo existe um consenso em relagado
a utilizagdo deste aglicar por pessoas portadoras do diabetes mellitus,
porque embora a frutose ocasione alteragdes metabolicas nocivas
decorrentes de um consumo excessivo, pacientes diabéticos sdo
orientados a consumir uma quantidade restrita de frutas e legumes
contendo a frutose (FRANZ, et al. 2002).

1.2.1 Consumo de frutose e sensibilidade a insulina

A redugdo da sensibilidade periférica a insulina é denominada de
RI. A RI ¢ caracterizada pela diminui¢do da acdo da insulina em tecidos
insulino-responsivos (ex., muscular esquelético, adiposo, hepatico)
podendo resultar em redugdo da captagdo celular de glicose para uma
dada concentracdo de insulina (ex., tecidos muscular esquelético e
adiposo) bem como reducdo da supressdo da gliconeogénese hepatica
promovida pela insulina (SINAIKO, 2005). A RI ¢ um distirbio que esta
normalmente associado a defeitos pos-receptores da via de sinalizagéo
insulinica, interferindo nos processos intracelulares regulados por esta via
como, por exemplo, na translocagdo e/ou competéncia dos
transportadores de glicose (GLUT-4) muscular que tém importante
funcdo na captacdo da glicose (SERAPHIM, et al. 2001).

O deposito de lipideos intramusculares (que pode ser visto em
individuos obesos) também pode interferir na regulacdo do
translocamento de GLUT-4 a membrana plasmatica e contribuir para a RI
periférica (MOREIRA, et al. 2008). Assim, estes estudos sugerem que
uma alternativa de se identificar RI seria a partir de indicadores
associados ao contetudo de gordura corpérea (MOREIRA, et al. 2008).

Tém sido propostos varios mecanismos pelos quais a frutose pode
induzir RI. No figado, o diacilglicerol (DAG), um intermediario lipidico
que acumula durante a DNL, tem a capacidade de ativar a proteina cinase
C (PKC) hepatica (MORINO; PETERSEN; SHULMAN, 2006).
Adicionalmente, a frutose-1-P ativa a cinase 7 ativadora de proteinas da
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familia da MAPK (MKK?7), que por sua vez estimula a cinase 8 de
proteinas ativadas por agentes mitogénicos (MAPKS). Ambas, a PKC e a
MAPKS induzem a fosforilagdo em serina e subsequente inativagdo do
substrato 1 do receptor da insulina (IRS-1), levando assim a alteragdo da
sinalizagdo da insulina e consequente RI hepatica (WEI, et al. 2007). Em
relacdo ao musculo, o excesso de lipideos na circulagdo sanguinea
derivado da elevada taxa de DNL pode levar a sua deposicdo
intramiocelular (MONTELL, et al. 2001), causando RI pelo ja referido
mecanismo via DAG (MORINO; PETERSEN; SHULMAN, 2006).

Outro mecanismo proposto para a indugdo de RI pela ingestdo
excessiva de frutose ¢ mediante inibigdo da enzima 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) pelo acido trico e consequente diminui¢do dos niveis
plasmaticos de oxido nitrico (NO) (MILLER; ADELI, 2008).
Normalmente, a insulina aumenta a biodisponibilidade endotelial de NO,
dilatando os vasos sanguineos e permitindo assim que a glicose chegue
ao musculo com facilidade. Assim, quando hd diminui¢do de NO, a
captagdo de glicose diminui estimulando o aumento na produgdo e
liberagao de insulina em um mecanismo compensatorio, ocorrendo assim
a hiperinsulinemia ¢ RI (NAKAGAWA, et al. 2005). O acido urico
também ¢ responsavel pode induzir RI pelos seus efeitos diretos no
adipocito, notadamente, o aumento do estresse oxidativo, a ativacdo da
resposta pro-inflamatoria e a diminui¢do de secre¢do de adiponectina
(SAUTIN; JOHNSON, 2008).

Varios estudos tém mostrado que o consumo excessivo de frutose
induz caracteristicas metabolicas nocivas, tais como a esteatose hepatica,
que pode levar a RI hepatica, impedindo a transdugo do sinal de insulina
por meio de metabolitos lipidicos, como 0 DAG (VARMAN, 2010).

1.3 ACIDOS GRAXOS POLINSATURADOS N-3

1.3.1 Importéincia dos acidos graxos polinsaturados n-3 (AGPIs n-3)
como tratamento coadjuvante em contextos de alteracdes
metabolicas

Atualmente o oOleo de peixe composto por acidos graxos
polinsaturados 6mega 3 como EPA (4cido -eicosapentaenoico) e
DHA (acido docosahexaenoico), vem sendo recomendado como
suplemento alimentar por apresentar uma variedade de beneficios a saude,
principalmente aos fatores de risco do sistema cardiovascular. A ingestdo
de acidos graxos promove a incorporagao de fosfolipidios na membrana
plasmatica, o que estimula a produgdo de eicosanoides. Além disso, o
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EPA e DHA promovem a sintese de resolvinas as quais sdo responsaveis
por propriedades anti-inflamatorias, ¢ tem agdes regulatorias na
transcri¢cdo de genes inflamatorios (CALDER, 2009).

O EPA e DHA tém efeito anti-inflamatério relevante e,
considerando que a inflamagao subclinica esta na base de muitas doengas
cronicas, incluindo a obesidade e 0 DM2, a suplementagdo com dleo de
peixe rico em dmega 3 pode representar uma alternativa suplementar a
fim de amenizar o surgimento de distirbios cardiometabolicos.

Em uma série de experimentos introduzindo lipideos (6leo de
girassol (34% w/v), 6leo de salmao (16% w/v), 6leo de cartamo (16%
w/v)) na dieta de ratos, foi observado que as alteragdes tipicas de uma SM
induzida pela ingestao de frutose (64%) foram atenuadas apos a ingestao
destes oleos, com efeito significante sobre a sensibilidade periférica a
insulina (MELLOUK, et al. 2011). Ainda, em pesquisas com ratos, Soria
et al. (2002) demonstraram que a suplementacdo com 7% (w/v) de 6leo
de peixe por 120 dias promoveu uma redugdo da adiposidade e¢ da
hipertrofia celular dos adipdcitos induzidas pela administragdo cronica de
racdo contendo 64% (w/v) de sacarose. Em estudos com primatas, Bremer
et al. (2014) propuseram um modelo experimental aonde proveram
macacos rhesus de uma dieta enriquecida com 75% de frutose em
conjunto com a suplementag@o com o 6leo de peixe (16% de EPA e 11%
de DHA) por 6 meses. O estudo teve por objetivo verificar a agdo do 6leo
de peixe no organismo, a fim de constatar uma possivel atenuacdo ou
prevengdo dos efeitos negativos causados pela ingestdo de frutose tais
como RI, dislipidemia e disglicemia. Neste estudo, foi demonstrado que
a suplementagdo didria com Odleo de peixe impede a
hipertriacilgliceridemia e a RI induzida por frutose nos macacos. Ja em
mulheres, Sarbolouki, et al. (2013) e Juaréz, et al. (2013) acompanharam
pacientes com sobrepeso ¢ DM2 suplementadas com 2 g de EPA/dia por
3 meses ¢ criangas obesas com RI e suplementadas com 1,8 g de
AGPIs/dia por 12 semanas, respectivamente, ¢ demonstraram que a
suplementacdo com EPA pode apresentar efeitos benéficos sobre o indice
glicémico, aumentando a sensibilidade a insulina.

1.3.2 Mecanismos de aciio dos acidos graxos polinsaturados n-3

Os acidos graxos polinsaturados n-3, EPA ¢ DHA vém sendo
bastante utilizados na clinica por sua agdo no metabolismo lipidico
reduzindo as concentragdes de triacilglicerol plasmatico, contribuindo
assim para redugdo dos riscos cardiovasculares (BALK et al, 2006;
HOOPER et al, 2008). Os efeitos de EPA e DHA sobre o metabolismo
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lipidico incluem alterag¢des no padrdo de expressdo dos genes responsivos
aos receptores ativados por proliferadores de peroxissomos (PPARs), os
quais pertencem a superfamilia de receptores de hormonios esteroides que
atuam como fatores de transcri¢ao ativados por ligantes. Estes receptores
apresentam-se em trés isoformas distintas (alfa, beta ¢ gama), as quais se
expressam em tecidos especificos modulando a transcri¢do de diferentes
genes (SAMPATH; NTAMBI, 2004; SHOONJINANS; STAELS;
AUWERX, 1996).

O figado, principal o6rgdo do metabolismo energético, ¢
determinante na homeostase lipidica do organismo, pois modula os
processos de lipogénese e oxidacao de acidos graxos (PYPER et al, 2010).
Dentre os principais efeitos hipolipidémicos de acidos graxos poli-
insaturados na ativagdo de PPAR alfa estdo: a redugdo da sintese de
VLDL, aumento de hidrélise de lipoproteinas ricas em triacilglicerol e o
estimulo a B-oxidacdo (FERNANDEZ; WEST, 2005). Os genes alvo do
PPAR alfa sdo regulados pelo aumento na producao das apolipoproteinas
Ale All (componentes da fragdo de HDL), aumento da atividade da lipase
lipoprotéica (enzima responsavel pela hidrolise de lipoproteinas ricas em
triacilglicerol) e a reducdo da produgdo da apolipoproteina CIII
(importante inibidor da lipase lipoprotéica) (PYPER et al, 2010).

Os PPAR gama expressos no tecido adiposo estdo relacionados
com a regulagdo de imimeros processos fisiologicos, incluindo o
metabolismo lipidico, a homeostase glicémica, processos inflamatorios e
a adipogénese (KOUTNIKOVA et al, 2003). Nos adipécitos o PPAR
gama regula a expressao de genes envolvidos no metabolismo lipidico,
incluindo a P2, acil-CoA sintetase e lipase lipoprotéica. Também ¢
responsavel pelo controle da expressdo da proteina transportadora de
acidos graxos 1 (FATP-1) e CD36, as quais estdo envolvidas na captacéo
de lipideos pelos adipdcitos (SFEIR, et al. 1997). Um estudo com ratos
demonstrou que a suplementac¢do com oleo de peixe (7% w/v) por 120
dias reverte parcialmente alteragcdes metabolicas e morfologicas do tecido
adiposo, reduzindo adiposidade visceral e hipertrofia de adipdcitos, e
estas alteracdes ocorreram via ativagdo do PPAR gama (SORIA et al,
2002). No mesmo sentido, um estudo realizado com ratos Wistar, os quais
receberam dieta hiperlipidica (25% w/v) e posteriormente foram
suplementados com 6leo de peixe (10% w/v), demonstrou que o 6leo de
peixe apresenta efeito aditivo sobre a redug@o nos niveis de colesterol no
plasma, bem como conduziu a uma diminui¢ao no acimulo de gordura
hepatica e diminui estresse oxidativo celular, estes por ativacdo do PPAR
gama (VIGERUSTA, et al. 2012).
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Portanto, os dacidos graxos livres atuam como moléculas
sinalizadoras e ligantes para PPAR alfa e PPAR gama os receptores
ativados por proliferadores peroxissomos, ou precursores para a
biossintese de mediadores lipidicos, os quais sdo responsaveis pela
regulacdo de muitas respostas celulares (CALDER, 2012).

1.4 JUSTIFICATIVA

Os avangos tecnologicos ocorridos nos paises ocidentais nos
ultimos anos resultaram em um estilo de vida sedentdrio associado ao
aumento no consumo energético, e em decorréncia destas mudangas vem
havendo aumento significativo na incidéncia de SM na populagio
(MISRA; KHURANA, 2008). Dentre estas mudangas nutricionais
destaca-se o aumento substancial no consumo da ingestdo de frutose
(RUTLEDGE; ADELI, 2007). Considerando os riscos cardiometabdlicos
decorrentes do sobrepeso associado com ingestdo de alimentos de alta
densidade energética e altas concentracdes de frutose a longo prazo, ¢é
importante que se avalie ndo apenas 0s mecanismos responsaveis por tais
modificagdes metabdlicas, mas também propor rotinas que possam
atenuar ou minimizar os efeitos colaterais desta condicdo.

Perante estas afirmativas, o presente trabalho buscou ampliar as
investigacdes acerca das alteracdes metabolicas causadas pela ingestao
cronica de frutose (ex., sensibilidade periférica a insulina e tolerancia a
glicose, conteudo de gordura hepatica, etc), bem como demonstrar se
esses efeitos nocivos podem ser atenuados ou revertidos com a
suplementacdo com o 6leo de peixe. A idade dos animais para inicio do
tratamento foi determinada a partir do pressuposto de que atualmente, por
influéncia da industrializagdo, os habitos alimentares nocivos tem sido
introduzidos na dieta precocemente. As doses de frutose utilizadas no
projeto foram determinadas a partir de estudos que demonstraram
alteragdes metabolicas relevantes com esse mesmo modelo animal.
Primeiramente iniciamos com uma quantidade de 10% de frutose, sendo
uma concentracdo bem descrita na literatura a qual, em sua maioria,
apresentou alteracdes metabolicas significativas em diversos trabalhos.
Porteriormente repetimos 0s experimentos com uma concentragcdo de
frutose a 30%, dose pouco descrita em outros estudos, e a partir dos
resultados obtidos foram feitas comparagdes entre os grupos.

Este projeto buscou comparar as possiveis alteragdes metabdlicas
da ingestdo de diferentes doses de agua com frutose e como estas
poderiam ser atenuadas a partir da suplementagdo com o6leo de peixe.
Também, nos propusemos avaliar o processo de reversibilidade do
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modelo demonstrando que alteragdes promovidas por tratamentos
hipercaléricos podem ser revertidas se houver interrupgdo do mesmo
oferecendo dieta normocalérica, considerando que na literatura nao
encontramos estudos que evidenciam o fato da reversibilidade neste
contexto. Portanto, ndo ha uma quantidade significativa de trabalhos
avaliando se ocorre reversdo de desordens cardiometabolicas causadas
pela introdugdo de dietas (ex., dieta hiperlipidica, frutose, etc.). Diante
disso, acompanhamos os animais pelo periodo de 60 dias apds a
interrupcdo da oferta de frutose com o intuito de se verificar a possivel
reversibilidade das disfungdes metabolicas causadas por este paradigma.
Assim, visando a conscientizagdo da populaggo ja acometida pela cultura
alimentar ocidental, individuos possam reconsiderar o fato de que,
modificando seus habitos alimentares podem diminuir os fatores de risco
de desenvolver estas alteragdes cardiometabolicas

Alguns estudos corroboram a hipotese de que alteragdes
metabolicas nocivas causadas pela alta ingestdo de acucares podem ser
atenuadas através da suplementacdo com O6leo de peixe. Portanto, a
hipétese estabelecida para esta dissertagao ¢ baseada em estudos prévios,
os quais demonstraram altera¢des cardiometabdlicas em modelos animais
e as mesmas foram revertidas através do tratamento com 6leo de peixe.
Além disso, nos propusemos a demonstrar que estas alteracdes
cardiometabolicas podem ser revertidas a partir do momento em que o
insulto for retirado.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar em ratos as repercussdes da ingestdo cronica de diferentes
concentracdes de frutose (10% e 30%) sobre pardmetros envolvidos na
homeostase da glicose e do triacilglicerol bem como o impacto da
suplementacdo com 6leo de peixe sobre estes parametros. Ainda, avaliar
a capacidade de manuten¢do ou recuperacdo das eventuais alteracdes
metabolicas 60 dias apds a interrupg¢do do tratamento com a frutose.

2.2 ESPECIFICOS

Avaliagdo de pardmetros metabolicos:

a) acompanhamento do ganho de peso e do perfil de ingestdo
hidrica ao longo dos tratamentos

b) quantifica¢do de ingestdo caldrica ao longo do tratamento

¢) mensuracgdo dos valores de glicemia, triacilgliceridemia,
insulinemia ¢ acido urico basal de jejum

d) avaliacdo da tolerancia a glicose e a insulina

e) determinagdo da responsividade lipolitica do tecido adiposo ao
estimulo beta-adrenérgico

f) avalia¢do da adiposidade ao final do periodo experimental.
Pardmetros morfométricos/estruturais

g) determinacdo da massa absoluta e relativa dos 6rgaos
metabolicos (gordura retroperitoneal, epididimaria e omental,
figado e pancreas).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 100 ratos machos da linhagem Wistar com 21
dias de idade, divididos em dois lotes contendo 50 animais cada,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas
contendo 5 animais, em ambiente com temperatura controlada (21 £+ 2°C)
e ciclo de iluminagdo claro-escuro de 12 horas (luz acessa das 06:00 as
18:00), alimentados com ragdo comercial padrdo (Nuvilab®, Nuvital). As
metodologias empregadas in vivo neste projeto foram aprovadas pela
Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC com protocolo
de n° PP00782.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Sete dias apds o desmame, no trigésimo dia de vida, os animais
foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

1) Grupo controle (C) — os animais seguiram recebendo agua
potavel (filtrada) ad libitum por 63-70 dias consecutivos. Os animais
receberam 6leo mineral (1 g/kg, peso corporeo) entre o 60° e 100° dia de
vida, o qual ndo causou altera¢des no padrdo de defecacdo dos animais
(BARBOSA, et al. 2016).

2) Grupo frutose (F) — os animais receberam agua potavel
(filtrada) contendo 10% de frutose no 1° lote e 30% de frutose no 2° lote
(w/v) (Synth, Diadema, SP, Brasil; 0,4Kcal/mL) ad libitum, por 60 dias
consecutivos (a partir do 30° dia de vida). A escolha da concentragdo de
10% de frutose foi baseada na densidade calorica dos refrigerantes
populares (~ 0,4 Kcal/mL) e descrito previamente (ALZAMENDI, et al.
2009; SHELUDIAKOVA; BOAKES, 2012), logo a concentragao de 30%
apresenta, aproximadamente, 1,2 Kcal/mL. Na sequéncia, optamos por
utilizar a concentragdo de 30% de frutose ja descrita na literatura
(MAREK, et al. 2015), a julgar pelo elevado metabolismo energético
entre os ratos em relacdo aos humanos (FAGUNDES; TAHA, 2004). A
introdugdo da frutose foi realizada de forma escalonada para minimizar a
sobrecarga hepatica aguda (ALZAMENDI, et al. 2009). Iniciou com 2%
(1° e 2° dias) e seguiram com 4% (3° e 4° dias), 6% (5°, 6° e 7° dias), 8%
(8° 9° e 10° dias) e a partir dai seguiram com 10% de solucdo de frutose
(1° lote). O escalonamento no lote tratado com 30% de frutose, deu-se da
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seguinte forma: 5% (1°, 2° e 3° dias) e seguiram com 10% (4°, 5° e 6°
dias), 20% (6°, 7° e 8° dias) e a partir dai seguiram com 30% de solugédo
de frutose. O periodo total de ingesta com 10% ou 30% (a partir do inicio
do escalonamento) foi de 63-70 dias (do 30° ao 93°-100° dia de vida).
Trinta dias apos o inicio do escalonamento do tratamento com frutose os
animais passaram a receber 6leo mineral via gavagem intragastrica (1
g/kg, peso corpdreo) até o dia que precedeu a eutandsia.

3) Grupo frutose + 6leo de peixe (FO) — os animais receberam o
mesmo tratamento com frutose como descrito no grupo F. A
suplementacdo com o o6leo de peixe (1 g/kg, peso corpédreo)
(YAMAZAKI, et al. 2011) foi introduzida por via intragastrica
(gavagem), a partir do 60° dia de vida e se seguiu até o ultimo dia anterior
a eutanasia. A suplementagdo ocorreu uma vez ao dia, entre 08:00 e 09:00,
ao longo dos 6 dias da semana (segunda a sabado), com interrupgdo da
suplementagdo aos domingos para minimizagdo do estresse de contengao
e da realizagdo da gavagem.

4) Grupo 6leo de peixe (OP) — os animais receberam agua potavel
normalmente como no grupo C ao longo de todo periodo experimental.
Foram suplementados com o 6leo de peixe nos mesmos moldes do grupo
FO.

5) Grupo frutose + reversibilidade (FR) — ap6s os 67-70 dias de
tratamento com solucdo de frutose (10% e 30%), um grupo de animais
FR foi mantido com agua potavel (sem frutose) e racao padrdo por outros
60 dias consecutivos, para avaliar se houve recuperacdo de eventuais
parametros alterados em decorréncia da ingestdo de frutose.
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Figura 2 - Periodo correspondente ao tratamento

Para avalizar a composi¢ao de acidos graxos encontrados no 6leo
de peixe Phytomare (utilizado na pesquisa), foi realizada a técnica de
analise de cromatrografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Na tabela
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abaixo estdo representados os valores de principais acidos graxos
encontrados.

Tabela 3 - Percentual dos principais acidos graxos presentes no 6leo de
peixe utilizado.

Acidos graxos %
EPA 25,06
DHA 14,58

Alfa-linolénico 0,16

Miristico 9,71
Palmitico 18,95
Estearico 5,76

Araquidénico 0,12

Linoleico 2,99
Palmitoleato 12,94
Oleico 9,73

3.3 PARAMETROS METABOLICOS
3.3.1 Peso corporeo

Foi realizada a determinagdo do peso corporeo semanalmente a
partir do 30° dia de vida até o momento da eutanasia em balanca eletronica
digital (TECNAL, Campinas, SP, Brasil).

3.3.2 Ingestio hidrica e alimentar

A ingestdo alimentar foi verificada uma vez por semana, a partir
do 30° dia, até o momento da eutandsia. Foi realizada pela pesagem da
racdo remanescente (ndo ingerida) descontada do total daquela depositada
no dia anterior. A diferenca representa a quantidade ingerida por gaiola
diariamente. A quantidade média de rac¢ao ingerida por animal foi obtida
através da divisdo da massa total de ra¢ao ingerida por gaiola pelo numero
de animais por caixa (5 ratos por caixa). Os resultados foram expressos
em gramas de ragdo ingeridos por quilo de peso corporeo para a
normalizagdo deste pardmetro.

3.3.3 Ingestio caldrica

A ingestao calorica foi determinada a partir da quantidade de racao
ingerida somada a quantidade de frutose ingerida na dgua de beber (para
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0s grupos que receberam frutose a partir do 30° dia de vida) e a quantidade
de Kcal atribuida ao 6leo de peixe (para os grupos que receberam o6leo de
peixe a partir do 60° dia de vida). O calculo da quantidade de Kcal foi
obtido por somatorio por grama de racdo, frutose e 6leo de peixe ingerida.

3.3.4 Glicose sanguinea, triacilglicerol plasmatico, insulinemia e
acido trico

A glicemia e a triacilgliceridemia foram quantificadas a cada dez
dias, com em animais em jejum de 12 h aproximadamente, e
imediatamente antes da eutandsia, e insulinemia e acido urico foram
quantificados somente no dia da eutanasia (em jejum de 12 h. A glicemia
foi determinada através do sistema de fitas (monitor digital) “Accu-Check
Performa” (ROCHE, Brasil) enquanto as concentragdes plasmaticas de
triacilglicerol e 4cido urico foram determinadas por meio do uso de kits
comerciais (Biotécnica, Varginha, Brasil). Para a obtencdo de sangue, a
cauda dos animais foi aquecida em agua morna (por aproximadamente
10-15 segundos) para vasodilatacdo e em seguida foram secadas com
papel. Na sequéncia a ponta da cauda (1-2 mm) foi seccionada com
tesoura cirurgica e duas gotas de sangue obtidas (a primeira gota foi
descartada enquanto que a segunda utilizada para a determinagdo da
glicose sanguinea). Outros 80 pul de sangue foram coletados em tubo de
0,5 mL e imediatamente centrifugados (600 x g por 10 min) para obtengao
do plasma e posterior quantificacdo da concentragao de triacilglicerol e
acido urico. Nos animais do grupo FR, a glicemia e triacilgliceridemia
foram verificadas a cada quinze dias ap6s o 60° dia de tratamento (apos
interrup¢do da oferta de frutose).

3.3.5 Teste de tolerancia a glicose oral (0GTT)

Foi realizado no 76° dia de vida (2 semanas precedentes a
eutandsia), com inicio as 8:00 horas, em animais jejuados (14 h) e
acordados. Os animais tiveram a extremidade da cauda seccionada como
descrito anteriormente para a coleta de 2 gotas de sangue. A primeira gota
foi descartada e a segunda utilizada para determinacdo da glicemia no
tempo 0. Imediatamente, foi administrada solugéo de glicose 50% (2 g/kg
de peso corpdreo, 0.g.) e coletadas amostras de sangue da cauda dos ratos
aos 30, 60 e 120 min para determinagdo das concentragdes de glicose
sanguinea como descrito anteriormente (RAFACHO, et al. 2007; 2009).



37

3.3.6 Teste de tolerancia a insulina intraperitoneal (ipITT)

Foi realizado no 83° dia de vida (uma semana precedente a
eutandsia), aproximadamente as 8:00 horas, em animais alimentados. A
determinacdo da glicemia no tempo 0 foi realizada como descrito
anteriormente (0oGTT). Em seguida, os animais receberam injecao
intraperitoneal de insulina humana recombinante (Biohulin®) equivalente
a 2 unidades/kg de peso corpdreo. Amostras de sangue foram coletadas
para dosagem dos niveis de glicose sanguinea nos tempos 10, 20 e 40 min.
A constante de decaimento de glicose (K) foi calculada entre os minutos
0 a 20, a partir do seguinte calculo: glicemia no minuto 20 dividido por
glicemia no minuto 0 menos 1 multiplicado por -100 dividido pelo
intervalo de minutos (20). Temos como resultado a Unidade parcial de
unidade por minuto.

3.3.7 Lipdlise do tecido adiposo

No dia da eutanasia, realizada por exposicdo ao CO; seguida de
decaptacdo em guilhotina, fragmentos da gordura epididimaria de cada
grupo experimental foram coletados para determinagdo da lipdlise
estimulada por isoproterenol (Sigma). Para tal, fragmentos do tecido
adiposo (100 mg) foram incubados em solucdo de Krebs (pH 7.4)
contendo 5% CO3, 95% Oz e 1% de albumina sérica bovina pelo periodo
de 60 min a 37°C na presenca ou auséncia de 20 umol/l isoproterenol sob
agitacdo constante. Ao final da incubag@o, amostras do meio foram
coletadas e mantidas em gelo. A determinagdo do glicerol foi realizada
pelo ensaio colorimétrico enzimatico como para o triacilglicerol
plasmatico.

3.3.8 Gordura Hepatica

Para a quantificagdo da gordura hepatica, aproximadamente 100
mg de figado foi coletado no dia da eutanasia e homogeneizado
(UltraTurrax, IKA®), posteriormente adicionado solugdo
metanol/cloroformio (2:1, v/v), e centrifugado. Apds formou-se trés
fases, sendo a fase inferior (metanolica) retirada e submetida a secagem
em banho Maria. Logo o pellet foi resuspendido em Triton X 100/Metanol
(2:1) e agitado, para posterior determinagdo do contetido de triacilglicerol
hepatico por método enzimatico colorimétrico (TRINH, et al. 1998).
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3.4 PARAMETROS MORFOMETRICOS/ESTRUTURAIS
3.4.1 Massa absoluta e relativa de érgaos metabolicos

Os orgdos de interesse (gordura epididimaria, gordura
retroperitoneal, gordura omental, figado e pancreas) foram
cuidadosamente removidos e pesados em balanga eletronica analitica
digital no dia da eutanasia.

3.5 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os dados foram organizados e registrados em banco de dados no
programa Microsoft Office Excel 2007®. A analise estatistica dos dados
foi realizada no programa estatistico Graphpadprism v.5.01 (Graphpad
Inc.; La Jolla, USA). As varidveis dependentes descritivas foram
apresentadas como média e erro padrao da média (E.P.M). O teste “#” de
Student ou ANOVA de uma via (one-way ANOVA) e ANOVA para
medidas repetidas, seguido de post test Tukey, foram aplicados para
dados ndo emparelhados quando os valores passaram pelo teste de
normalidade e de homocedasticidade. Em casos de heterocedasticidade,
teste “r” de Student ndo emparelhado com corre¢do de Welch ou Mann-
Whitney, ou Kruskal-Wallis seguido de post test Dunn foi aplicado para
avaliacdo de dados ndo paramétricos e nesses casos foram apresentados
como mediana e intervalo interquartil. O nivel de significancia adotado
foi de 95% (p<0,05).



39

4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DO MODELO EXPERIMENTAL

4.1.1 Ingestao hidrica nos grupos que receberam agua contendo
frutose

Os animais tratados com 10% de frutose na agua de beber
apresentaram aumento na ingestdo hidrica em relagdo aos seus controles
a partir da primeira semana de tratamento com frutose (Fig. 3A). No
entanto, os animais tratados com frutose 30% mantiveram o padrdo de
ingestdo hidrica igual ao de seus respectivos controles (Fig. 3B). Ja ao
final do tratamento, observou-se uma ingestdo hidrica maior nos grupos
que receberam frutose em relagdo aos seus respectivos grupos controle
(Fig. 3 A, B). A suplementagdo com o6leo de peixe ndo promoveu
alteragOes nesta variavel.

A)
40- ' " Frutose )
------ 1L ¥ 1
B Oleo de peixe -o- C
2 = QP
309 - F
—-&- FOP

20+

o
(=]
L

Ingestio hidrica
(ml/100g de peso corporeo)



40

—~B)
3
= 407
s 2 o C
22 Frutose
- @ 30 I | - OP
E 4 ) - F
o & 20- Oleo de peixe -+ FOP
3 ‘
@ -
Sp o0 10-
énc * O
[ < * * * *
— *
= 0
é T T T T T T T T 1

T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Semanas

Figura 3 - Ingestdo hidrica nos grupos que receberam dgua frutada.

(A) Os animais que receberam frutose 10%, apos escalonamento de concentragdo a 10%
no 10° dia de tratamento, ingeriram maior volume de agua frutada em comparag@o aos
controles. (B) Os animais que receberam frutose 30% apos escalonamento, atingindo a
concentragdo total no 8° dia de tratamento, ingeriram menor volume de dgua frutada em
comparagdo aos controles. Dados sdo média + EPM. (*) indica diferenga significante da F
em relag@o ao C e FOP em relagd@o ao OP, por efeito da frutose. Teste ANOVA de uma via
seguido de post test de Tukey, p<0,05, n=10.

4.1.2 O consumo de racdo é reduzido em animais tratados com
frutose

A ingestao alimentar dos grupos tratados com frutose foi menor ao
longo do tratamento em relagdo aos seus respectivos grupos controle. No
inicio do tratamento com frutose 10% o consumo de ragdo ndo foi
diferente entre os grupos (Fig. 4A, B). Ao final do tratamento a ingestio
alimentar dos grupos tratados com frutose a 10% foi maior, e os grupos
que receberam dleo de peixe ndo demonstraram modificagdes sobre este
parametro. Os animais que receberam dgua com frutose na concentragéo
de 30% ndo apresentaram diferengas entre os grupos em relagdo ao
consumo alimentar, também sem efeito do 6leo de peixe (Fig. 4C).
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Figura 4 - Administragdo cronica de frutose diminui a ingestdo alimentar.
(A,B) Administragdo cronica de frutose 10% (apds escalonamento de concentragdo a 10%
no 10° dia de tratamento) e (C) 30% (apds escalonamento de concentragdo a 30% no 8° dia
de tratamento) diminui ingestdo alimentar. Os animais que receberam frutose ingeriram
menor quantidade de ragdo em comparagdo aos controles. Dados s@o apresentados como
média = EPM. (*) indica diferenga significante da F em relagdo ao C e FOP em relacgéo ao
OP por efeito da frutose. Teste ANOVA de uma via seguido de post fest de Tukey, p<0,05,
n=10.

4.1.3 O peso corporeo nio altera apés consumo de frutose enquanto
ha discreto aumento no consumo caldrico, e suplementaciao
com 6leo de peixe nao apresenta efeitos sobre estas variaveis

O peso inicial dos animais tratados com frutose ndo foi similar
entre os grupos. Ao longo do tratamento ndo se observou nenhuma
diferenca significativa do peso corpéreo nos animais tratados com frutose
10% ou 30% em relacgdo aos seus respectivos grupos controles (Fig. SA,
B).
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Figura 5- Tratamento com frutose ndo altera o peso corporeo.

(A) Administragdo cronica de frutose 10% (apds escalonamento de concentragdo a 10% no
10° dia de tratamento) e (B) 30% (ap6s escalonamento de concentracdo a 30% no 8° dia de
tratamento) ndo altera o peso corporeo. Teste ANOVA de uma via seguido de post test de
Tukey, p<0,05, n=10.

O consumo caldrico dos animais que receberam frutose 10% ou
30% nao foi diferente quando comparados com seus respectivos grupos
controles. No entanto, ao final do tratamento apenas os animais que
receberam frutose 30% tiveram aumento da ingestdo calérica quando
comparados com seus respectivos controles (Fig. 6A,B)
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Figura 6- Tratamento com frutose altera ingestdo calorica.

O consumo calorico dos animais que receberam frutose 10% apresentou diferengas no
inicio do tratamento (representadas no grafico A como 1 e 2, respectivamente), e ratos que
receberam a concentragdo de frutose 30% demonstraram diferengas significativas no inicio
e ao final do tratamento (representadas no grafico B como 3, 8 e 9, respectivamente). 10%
(apos escalonamento de concentragdo a 10% no 10° dia de tratamento) e 30% (apds
escalonamento de concentragdo a 30% no 8° dia de tratamento) (*) indica diferenga
significante da F em relacdo ao C e FOP em relagdo ao OP por efeito da frutose. Teste one-
way ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey, p<0,05, n=10.
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4.14 A triacilgliceridemia aumenta durante o tratamento com
frutose, mas néo a glicemia, sem efeito do éleo de peixe

Durante o tratamento com frutose 10% ou 30%, as concentragoes
de glicose sanguinea de jejum foram similares quando comparado com os
seus respectivos grupos controles (Fig. 7A, B).
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Figura 7- Tratamento com frutose ndo altera glicose sanguinea.

(A) Os ratos F e FOP ndo apresentaram alteragdes na glicemia ao longo do tratamento
(grupo frutose 10%). (B) grupo frutose 30%). 10% (apds escalonamento de concentragio
a 10% no 10° dia de tratamento) e 30% (ap6s escalonamento de concentragdo a 30% no 8°
dia de tratamento). (*) indica diferenga significante da F em relagdo ao C e FOP em relagao
ao OP por efeito da frutose. Teste ANOVA de uma via seguido de post fest de Tukey,
p<0,05, n=10.
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Ao longo do tratamento observou-se um aumento significativo nas
concentragdes de triacilglicerol no 30°, 40° e 50° dias (Fig. 8A, p <0,05,
n=10) nos grupos que receberam frutose 10%. Quando observado a area
abaixo da curva para triacilgliceridemia ao longo do tratamento os
animais tratados com frutose apresentaram aumento significativo em
relacdo aos seus controles, € a suplementacdo com 6leo de peixe ndo foi
eficaz em normalizar estes pardmetros (Fig. 8B, p <0,05, n=10).
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Figura 8 - Administragdo cronica de frutose 10% induziu

triacilgliceridemia transitoria.

(A) Observe diferenca significativa para os grupos F ¢ FOP com seus respectivos controles
nos dias 30, 40 e 50 de tratamento, normalizando ao final. (B) Na area abaixo da curva
houve diferenga entre os grupos que receberam frutose em relagdo aos seus controles. 10%
(apos escalonamento de concentragdo a 10% no 10° dia de tratamento). (¥) indica diferenga
significante da F e FOP em rela¢do ao C e OP por efeito da frutose. Teste ANOVA de uma
via seguido de post test de Tukey, p<0,05, n=10.
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Ao longo do tratamento com frutose 30% os animais apresentaram
aumento significativo nas concentragcdes plasmaticas de TG o qual
podemos visualizar na Figura 9A e Tabela 4. Outro resultado que sustenta
esta afirmativa ¢ ao calculo da area abaixo da curva para
triacilgliceridemia (Fig. 9B), que resultou em diferengas significativas
entre 0s grupos que receberam agua com frutose, comparados aos seus
controles. Como se nota, o 6leo de peixe nao teve nenhum efeito
atenuador marcante sobre este parametro.
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Figura 9- Administragdo cronica de frutose 30% induziu ao aumento

transitorio de triacilgliceridemia.

(A,B) Note a diferenca significativa do grupo F com seu respectivo controle no decorrer
do tratamento com frutose. 30% (apds escalonamento de concentragdo a 30% no 8° dia de
tratamento) (*) indica diferenca significante da F em relagdo ao C e FOP e OP por efeito
da frutose. Teste ANOVA de uma via seguido de post test de Tukey, p<0,05, n=10.
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Tabela 4- Concentragdes plasmaticas de triacilglicerol (mg/dL) de ratos
tratados com Frutose 30% com ou sem suplementagdo com 6leo de peixe.

C OP F FOP
TG dia ‘0° 2098 +27,9 172,5+23.4 2106 +18,0 173.4+16,9
TG dia ‘10° 89,0 + 16,4 84,6+ 7,1 140,7+93  159,5 +20,1
TG dia 20° 63,6 +8,5 65,872 103,0£72° 90,1 10,7
TG dia ‘30° 80,1 +8,0 92,0+ 18,1 1193 £6,7° 1226+ 12,7
TG dia ‘40>  79,5+9,3 66,7 +6,8 1224+80°  1055+6,5
TG dia °50° 69,5+ 10,1 69,6 + 12,6 912+46 86,8 +5,3
TG dia ‘60° 76,6 +72 58,1495 99,4 +5,1 91,6 +4,4

Valores apresentados em média = EPM. (¥) indica diferenca significante da F em relagio
ao C e FOP e OP por efeito da frutose. Teste ANOVA de uma via seguido de post test de
Tukey, p<0,05, n=10. TG: triacilglicerol.

4.1.5 O tratamento com frutose nio promove hiperuricemia nem
alteracao do contetido de gordura hepatica

E sabido que o consumo cronico de frutose pode induzir a
producdo e acido urico, provocando a hiperuricemia. No entanto, na
Tabela 5 a seguir, podemos observar que o tratamento com frutose ndo
promoveu alteragdes nas concentragdes de acido Uirico entre 0s grupos.
Também, na quantificagdo do conteudo de gordura (triacilglicerol e
colesterol) hepatico, os grupos que receberam frutose ndo apresentaram
diferengas significativas em comparagdo aos seus respectivos controles,
tampouco em relagdo aos grupos que receberam suplementagao com dleo
de peixe.
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Tabela 5- Concentragdes plasmaticas de acido urico e contetido de
gordura hepatica em ratos tratados com Frutose 10% ou 30% e
suplementados com 6leo de peixe.

C OoP F FOP

Frutose
P z ES EE EE
Acido Drico L0 20£02 19402 23+04 23+04
ittty Frutose 1 0 02 15204 13202 25+05
30%
Triacilglicerol g 23407 30£04 2502 31+03
Hepatico
(mg/100 mg) F g‘g;se 42403 34+05 37402 3,1+03
0
Colesterol Frutose 55,01 40£02 3301 38+02
" 10%
Hepatico
(mg/100 mg)
Fg‘g[f;:e 15402 1,0£0,1 1,6+02 14+0,1

Valores apresentados em média = EPM. Teste ANOVA de uma via seguido de post test de
Tukey, p<0,05, n=10. TG: triacilglicerol, COL: colesterol total.

4.1.6 Tolerancia a glicose e sensibilidade periférica a insulina

Com a finalidade de identificar se a frutose altera a tolerancia a
glicose e sensibilidade periférica a insulina, foram realizados testes de
tolerancia a glicose e a insulina. Como podemos observar na Figura 10,
ao final do tratamento com frutose 10% ou 30% o teste de tolerancia a
glicose ndo revelou alteragdes significativas apos a sobrecarga de glicose
nos grupos F e FOP em relag@o aos grupos C e OP (n=10). Os valores da
area sob a curva (ASC) da glicose foram similares entre os grupos (Figura
10 C e D, n=10). Os resultados ndo apresentaram altera¢des nos grupos
suplementados com 6leo de peixe.
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Figura 10 - Tratamento com frutose 10% e 30% ndo induz alteragoes na

tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina em ratos.
Os valores obtidos confirmam que ndo houve diferencas significantes de intolerancia a
glicose em 10% (A, C) e 30% (B, D). Teste ANOVA uma via seguido de post test de
Tukey, p<0,05, n=10.

O teste de tolerdncia a insulina (Figura 11 A,B) ndo revelou
alteragdes na sensibilidade a insulina a julgar pelo decaimento da glicose
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(entre os minutos 0 e 20 expressos nas Fig. 11 C,D), bem como nio houve
efeito da suplementacdo com o6leo de peixe sobre estes parametros. Os
valores de Kirt no grupo tratado com frutose 10% estdo representados na
Figura 11 C (n=10) e para o tratamento com frutose 30% na Figura 11 D
(n=10).
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Figura 11 - Tratamento com frutose 10% (4) e 30% (B) ndo induz

alteragoes na sensibilidade a insulina em ratos.

Os valores obtidos em frutose 10% (C) e 30% (D) confirmam auséncia de alteragdes
significantes na constante de decaimento glicose sanguinea durante ITT, nos grupos F e
FOP comparados aos grupos C e OP. Teste ANOVA de uma via seguido de post test de

Tukey, p<0,05, n=10.

4.1.9 Insulinemia

Os valores de insulinemia, obtidos no dia da eutanasia, foram
maiores em ambos os grupos tratados com frutose (10% e 30%) (Fig.
12A, B). A suplementa¢do com 6leo de peixe ndo promoveu nenhuma
atenuacdo sobre tal parametro.
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Figura 12 - Insulinemia apos tratamento com frutose.

(A) Tratamento com frutose 10% ndo induziu hiperinsulinemia. (B) Concentracdo de
frutose de 30% causou aumento da insulinemia nos grupos F e FOP. Asterisco (*) indica
diferenca significante em F ¢ FOP em relacdo ao C por efeito da frutose. Teste ANOVA
de uma via seguido de post test de Tukey, p<0,05, n=10.

4.1.7 O consumo de frutose nao altera a atividade lipolitica de tecido
adiposo e a suplementacio com 6leo de peixe também nio
exerce nenhum efeito

E sabido que a RI pode resultar em aumento da lip6lise no tecido
adiposo, favorecendo o aumento do triacilglicerol na circulagdo. Com a
finalidade de avaliar se 0 TAB (tecido adiposo branco) promove mais
lipdlise realizamos ensaios ex vivo incubando fragmentos de TAB na
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presenca de agonista B-adrenérgico (isoproterenol). Como podemos
observar na Fig. 13A, ap6s o tratamento com frutose 10%, a liberagao de
glicerol na auséncia de isoproterenol foi similar entre os grupos ou mesmo
na presenca de estimulo. Ambos os grupos tiveram aumento significativo
na liberagao de glicerol quando estimulados com isoproterenol em relagio
ao seu estado basal (p<0,05, n=10), porém, ndo houve diferenca entre os
grupos apos estimulo com isoproterenol. Os valores obtidos a partir da
razdo entre as condi¢les estimulado e ndo estimulado também foram
similares entre os grupos (Fig. 13B).
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Figura 13 - Tratamento com frutose 10% ndo altera a atividade lipolitica
do TAB.

Nao foram observadas diferengas na liberagdo de glicerol (A) e entre as razdes (B) entre os
grupos. (A) indica ndo-estimulado. (B) indica estimulado. Valores apresentados em
mediana e intervalo interquartil. Teste Kruskal-Wallis de uma via seguido de post test de
Dunn, p<0,05, n=10.
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Como podemos observar na Figura 14A, a liberag¢do de glicerol
pelo TAB apos o tratamento com frutose 30% néo alterou entre os grupos
(n=10 fragmentos). Ambos 0s grupos apresentaram aumento significativo
na liberacdo de glicerol quando estimulados com isoproterenol em relagdo
ao seu estado basal (p< 0,05), porém, ndo houve diferenca entre os grupos
apos estimulo com isoproterenol. Os valores obtidos a partir da razdo
entre as condigoes estimulado e¢ ndo estimulado também ndo
apresentaram diferencas significativas (Fig. 14B). Estes parametros néo
apresentaram efeito da suplementag@o com o6leo de peixe.
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Figura 14- Tratamento com frutose 30% ndo altera a atividade lipolitica
do TAB.

Nao foram observadas diferengas na liberagdo de glicerol (A) e razéo (B) entre os grupos.
(A) indica ndo-estimulado. (B) indica estimulado. Valores apresentados em mediana e
intervalo interquartil. Teste Kruskal-Wallis de uma via seguido de post fest de Dunn,
p<0,05, n=10.
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4.1.8 Consumo de frutose (30%) resulta em aumento da adiposidade
visceral e o 6leo de peixe niao previne esta alteraciao

Apos constatar que frutose ndo causou alteragdes em parametros
relacionados a homeostase glicémica, foram avaliadas as variaveis de
massa relativa de 6rgdos. As massas relativas do pancreas, figado e tecido
adiposo omental, epididimario e retroperitoneal ndo diferiram entre os
grupos, como podemos observar na Tabela 6. A somatdria da massa dos
tecidos adiposos foi similar entre os grupos que recebram frutose e os seus
respectivos grupos controle. No entanto, a somatoria da massa dos tecidos
adiposos viscerais no grupo tratado com 30% de frutose foi maior quando
comparado ao grupo controle. Os demais tecidos e 6rgdos metabdlicos
ndo apresentaram diferencas significas de massa em relacdo aos
respectivos controles. A suplementacdo com o 6leo de peixe ndo exerceu
efeito sobre esses pardmetros (Tabela 6).
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Tabela 6 - Massa de tecidos e 6rgdos de ratos tratados com frutose 10%
ou 30% e suplementados com 6leo de peixe.

C OP F FOP
Frutose
Gordura 10% 43+0,3 3,7+0,3 49+04 5,0+0,5
Epididimaria Frutose
(g/100g) 30% 32+03 4,1+09 4,6+04 44+03
Frutose
Gordura 10% 55+04 58+0,6 7,4+0,8 8,4+0,8
Retroperitoneal
(2/100g) Frutose
30% 58+04 69+08 7,4+0,5 8,1+0,7
Gord Frut;)se 378,6 £ 332,77+ 4152 + 548,7 +
L 10% 14,7 40,2 58,8 54,9
Omental
(mg/100g) Frutose 493,6 + 510,6 = 637,9 + 617,0 £
30% 39,7 64,0 38,6 34,9
Frutose
10,2 +
> + + +
Gordura Total 10% 0,8 %9+10 1L7x16 141x13
(2/100g) Frutose 12,8 £
30% 78+£0,9 115+1,6 0.9% 13,2+0,9
Frutose
10% 1%’26i 11,0£0,6 11,7+0,7 122+04
Figado (g/100g) ’
Frutose
30% 98+04 10,5+0,2 10,2+0,3 9.9+04
Frutose 13+
0 > + + +
Pancreas 10% 0.07 1,2+0,04 12+0,02 1,2+0,06
(g/100g) Frutose 1,0+
30% 0.05 1,0£0,02 1,0£006 1,0+0,05

Valores apresentados em média £ EPM. Asterisco (*) indica diferenga significante da F
em relagdo ao C e FOP e OP por efeito da frutose. Teste ANOVA de uma via seguido de
post test de Tukey, p<0,05, n=10.

4.2 GRUPO FRUTOSE - REVERSIBILIDADE

4.2.1 A interrup¢do de agua contendo frutose resulta em
normalizacio dos valores de ingestdo hidrica

Apoés a interrupgdo do tratamento com frutose os animais dos
grupos FR10 (Fig. 15A) e FR30 (Fig. 15B) p <0,05, n=10, apresentaram
diminui¢@o na ingestao hidrica.
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Figura 15 - Os ratos diminuem a ingestdo hidrica 30 e 60 dias apos a

interrupg¢do da ingestdo de frutose.

Os valores obtidos confirmam que houve diferenga significante na reduc@o da ingestdo de
agua a medida que a frutose foi suspensa. Em (A) Frutose 10%, em (B) Frutose 30%. (*)
indica diferenga significante entre os grupos. Teste ANOVA para medidas repetidas
seguido de post test de Bonferoni, p<0,05, n=10.

4.2.2 A ingestio alimentar é normalizada apés interrupc¢io da oferta
de agua frutada

O consumo alimentar aumentou apds a interrupgdo do tratamento
com frutose (Fig. 16A) FR10, (Fig. 16B) para FR30 (p<0,05, n=10).
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Figura 16 - Os ratos aumentam a ingestdo alimentar 30 e 60 dias apos a

interrupg¢do da ingestdo de frutose.

Os valores apresentaram diferencas significantes de aumento de ingestao alimentar apds
interrupgdo da frutose. Em (A) Frutose 10%, em (B) Frutose 30%. (*) indica diferenga
significante entre os grupos. Teste ANOVA para medidas repetidas seguido de post test de
Bonferoni, p<0,05, n=10.

4.2.3 Peso corporeo e ingestiao caldrica

Os grupos FR10% e FR30% apresentaram aumento significativo
de peso corporeo apos a interrupcao da agua com frutose, e este parametro
esta de acordo com o crescimento natural da espécie, ndo sendo associado
exclusivamente ao término do tratamento. No lote de Frutose 10% nao
houve modificagdes em valores de ingestao caldrica (Fig. 17A, C), apenas
o grupo FR30 que, dos dias 60 para 90 e dias 60 para 120 apresentou
diminuigdo significativa de ingestdo caldrica (Fig. 17B, C).
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Figura 17 - Os ratos diminuem a ingestdo calorica e alteram peso
corporeo 60 dias apos o término da ingestdo de frutose.

Em A e C Frutose 10%, em B e D Frutose 30%. (*) indica diferenca significante
entre os dias 60 e 90, 60 para 120 e 90 para 120. Teste ANOVA para medidas
repetidas, seguido de post test de Bonferoni, p<0,05, n=10.

4.2.4 Glicemia e Triacilgliceridemia

Os valores glicémicos no lote de Frutose 10% e 30% nio alteraram
(Fig. 18A, B). Apenas para os valores de triacilglicerol plasmatico, que
em FR10 houve diferengas entre os dias 90 e 120 (Fig. 18 C), e FR30 que
demonstrou diferencas entre os dias 60 para 90 dias (Fig. 18 D).
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Figura 18 - Triacilgliceridemia apos interrup¢do no tratamento com

frutose.

Observe aumento nos valores de triacilglicerol plasmatico entre os dias 90 e 120 (C), e
diminuigdo significativa nos valores de triacilglicerol entre os dias 60 ¢ 90. Em A ¢ C
Frutose 10%, em B e D Frutose 30%. (*) indica diferenca significante entre os dias 60 e
90, 60 para 120 e 90 para 120. Teste ANOVA para medidas repetidas, seguido de post test
de Bonferoni, p<0,05, n=10.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, demonstramos que a ingestdo cronica de
frutose ao longo de 67-70 dias promoveu aumento na ingestdo hidrica
(apenas no grupo F10%), diminuicdo na ingestdo alimentar sem
alteragdes no peso corporeo e discreto aumento de ingestdo caldrica
(apenas grupo F30%). Os resultados de ingestdo hidrica, ingestdo
alimentar e peso corpoéreo corroboram os de outros grupos de pesquisa
que estudaram os efeitos da ingestdo de frutose a 10% e 15% na dgua de
beber, por aproximadamente 8 semanas (CASTRO, et al. 2015;
SHELUDIAKOVA, et al. 2012).

Os ratos machos que receberam agua com frutose demonstraram
resultados contrarios de alguns estudos no que se refere & homeostase
glicémica, mantendo niveis glicémicos basais dentro dos valores normais,
nao apresentando intolerancia a glicose e resisténcia periférica a insulina.
Sobre este contexto, ndo podemos mensurar alteracdes metabolicas
decorrentes deste modelo em fémeas, visto que ratas sofrem variagdes
hormonais decorrentes do ciclo estral. No entanto, estudos demonstram
que ratos machos desenvolvem maiores alteragdes metabdlicas
comparadas as fémeas (ZAMBRANO, et al. 2016). Também
demonstramos uma hiperinsulinemia (F30%) e um aumento de
adiposidade  visceral (apenas grupo F30%), associados a
hipertriacilgliceridemia transitéria em ambos os grupos (F10% e F30%).
Em contrapartida, neste estudo ndo houve altera¢cdes metabdlicas tais
como hiperuricemia, aumento na liberacdo de glicerol pelo TAB e
aumento de contetido de gordura hepatica, variaveis estas descritas em
outras pesquisas utilizando a frutose como interven¢do (SUMIYOSHI, et
al. 2006, ELLIOT, et al. 2002; MILLER; ADELI, et al. 2008;
CANCELAS, et al. 2008, JOHNSON, et al. 2013).

Ainda, observamos a capacidade de reversdo de um quadro
metabolico alterado em decorréncia da ingestao de dgua frutada a partir
da suspensdo do insulto. Em todas as variaveis analisadas no estudo, a
suplementag@o com 6leo de peixe ndo repercutiu efeitos significativos.

Os grupos que receberam agua com frutose a 10% apresentraram
maior ingestdo de dgua comparados aos grupos que receberam agua
potavel, isto porque a frutose apresenta alto grau de palatabilidade como
jé descrito na literatura (TEFF et al. 2004). No entanto, na concentragdo
de frutose 30%, os ratos que receberam agua frutada mantiveram o
mesmo padro de ingesta hidrica relacionados aos seus controles, porém
mantendo uma diminuig¢do no padrao alimentar. Portanto, os grupos que
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receberam frutose em ambas as concentragdes apresentaram uma
compensacdo do balanco energético, ou seja, em uma concentracao de
frutose menor os animais ingeriram mais a4gua com frutose € menos ragao,
e em uma concentracao maior de frutose na agua os animais ingeriram a
mesma quantidade de dgua que os demais grupos e também diminuiram
seu padrao alimentar, e ao final todos mantiveram os mesmos valores de
consumo calérico e mantiveram o mesmo padrdo de peso corpdreo
(aproximadamente 150 g). Para Damiani e Damiani (2011), isso ocorre
em decorréncia ao “cérebro metabolico”, o qual responde a partir de sinais
providos da ingestdo de nutrientes promovendo representagdes corticais
e limbicas as quais influenciam na quantidade de alimento que devera a
partir de entdo ser ingerido. Logo, quanto maior for a quantidade de
frutose na agua, maior serd o valor energético ingerido, e assim o rato
através de mecanismos cerebrais consegue manter o equilibrio energético.

As diferencas nas ingestdes hidricas de agua com frutose e
diminui¢do de padrao alimentar corroboram uma compensagao caldrica,
ou seja, a ingestdo de dgua frutada compensa a necessidade de menos
ingesta de ragdo mantendo o equilibrio no consumo calérico (MADERO
2011). Estes resultados podem ser atribuidos pela capacidade da frutose
em apresentar uma rapida metabolizagdo hepatica, proporcionando assim
a sensagdo de saciedade, pois apds ser ingerida ¢é rapidamente
metabolizada no hepatocito, podendo seguir trés caminhos: participar da
via glicolitica, ser reduzida em glicerol ou formar glicose (TAPPY; LE.
2012).

O rato jovem ¢ capaz de ajustar sua ingestdo alimentar tdo
precisamente que mantem as suas reservas energéticas e de tecido adiposo
constantes (KENNEDY, 1953). Variagdes na ingestdo alimentar podem
ser atribuidas em resposta a alteragdes hipotaldmicas que indicam
saciedade, e as mesmas ocorrem sem alterar peso corpdreo e balango
energético (HERMSDOREFF, et al. 2006). O hipotalamo é responsével por
intervir nos efeitos da leptina circulante sobre o peso e a ingestdo
alimentar. Mais especificamente, as regidoes ventro-basais do hipotalamo
(nucleos arqueado, ventro-medial e dorso-medial) contém as maiores
concentragdes do receptor de leptina (Ob-Rb) em todo o cérebro
(NEGRAO; LICINIO, 2000). A leptina, por sua vez, é responsavel pelo
controle da ingestdo alimentar, regulando a fun¢do neuroenddcrina e o
metabolismo de gorduras (MANTZOROS; MOSCHOS, 1998).
Woélnerhanssen et al. (2015), em seu estudo, demonstra alteragdes
hormonais relacionadas a saciedade apds a ingestdo de frutose, as quais
ja haviam sido relatadas em estudos anteriores (STEINERT et al. 2011;
TEFF et al. 2004), as mesmas caracterizadas pela ndo-liberacdo de
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insulina e leptina, hormoénios estes responsaveis pela manutencdo do
balango energético, mantendo efeito de supressdo imediato do apetite
(KULLMANN et al. 2013).

Em contraste, o consumo de frutose ndo afeta a liberacdo dos
horménios acima mencionados, ¢ em vez de suprimir a ingestdo de
alimento adicional, a frutose acrescenta calorias sobre a ingestao calorica
total (ROLLS et al. 1990), o que vai ao contrario dos achados deste
estudo. A suplementagdo com 6leo de peixe ndo demonstrou altera¢des
para estes parametros entre os grupos.

Portanto, nossos resultados ndo nos permitem esclarecer o
mecanismo pelo qual os animais conseguem manter o equilibrio
energético entre os grupos e, mantendo assim, o mesmo padrao de peso
corpdreo, pois existem divergéncias entre os estudos ja realizados com a
frutose.

Neste modelo, o consumo de frutose ndo afetou o peso corporal e
aumento de tecido adiposo epididimario quando utilizada a concentragao
de 10%, como ja descrito em outras pesquisas (MASSON, et al. 2008;
LIU, et al. 2013). WANG, et al. (2012) realizou um estudo comparando
a associagdo de Frutose (340 g/kg), Glicose (340 g/kg) e Sacarose (430
g/kg) com 6leo de peixe, no qual camundongos receberam dietas ricas
destes agucares associadas a concentragdo de 27 +3 e 18 + 3 g/kg de EPA
e DHA, respectivamente, por um periodo de 8 semanas. Os resultados
demonstraram que a sacarose e¢ a glicose sdo 0s responsaveis por
promover a obesidade, pois apresentaram maior quantidade de
adiposidade visceral, peso corporeo e ingestdo caldrica quando
comparadas aos animais do grupo que recebeu frutose, e a associacdo com
o dmega 3, neste estudo, ndo foi eficaz em atenuar estes efeitos nocivos.
Similar aos nossos achados, a frutose ndo promoveu alteragdes no peso
corpéreo. No entanto, os dados deste estudo sdo contrarios & outras
pesquisas, os quais apresentaram aumento de peso em decorréncia da
ingestdo de frutose (BASCIANO, et al. 2005; SUMIYOSH]I, et al. 2006;
TAPPY; LE, 2010). Entretanto, na concentragio F30%, o grupo que
recebeu frutose apresentou diferenca significativa no aumento de peso de
tecido adiposo total (tecido adiposo epididimario, retroperitoneal e
omental), bem como maior ingestdo caldrica nas ultimas semanas de
tratamento, o que vai de encontro aos resultados de outros grupos de
pesquisa (SHELUDIAKOVA, BOAKES. 2012; ALZAMENDI, et al.
2009; PANCHAL, et al. 2011).

A ingestdo cronica de frutose ndo apresentou alteragdes nos valores
de glicemia basal nas dosagens de frutose ofertadas, reproduzindo dados
semelhantes a estudos de outros grupos de pesquisa. Em pesquisas



66

realizadas com macacos, a administracao cronica de frutose associada ao
6leo de peixe ndo apresentou alteracdes glicemia basal e em
concentracdes de insulina plasmaticas (BREMER et al. 2014). WANG et
al (2012) em testes para avaliar as concentracdes plasmaticas de glicose
e insulina em camundongos, demonstrou normoglicemia entre os animais
que recebem dieta rica em frutose. Masson et al. (2008) também
demontrou em seu estudo com ratos que uma dieta contendo 66% de
frutose associada a suplementacdo com 16% de dleo de peixe por 8
semanas, ndo apresenta qualquer efeito significativo sobre a glicemia
basal.

Tappy e L& (2012) reforca que, mesmo em doses elevadas, a
frutose pode produzir apenas modestas alteracdes na homeostase
glicémica, e altera a produgdo de glicose hepatica mas com pouco impacto
sobre as concentragdes plasmaticas de glicose sanguinea e na
sensibilidade periférica a insulina.

Uma pesquisa com humanos concluiu que uma alimentagdo com
alto teor de frutose, a curto prazo, parece nao causar nenhuma alteracao
na sensibilidade & insulina hepatica (TAPPY; LE, 2012). Contrariamente
aos nossos resultados, Barros et al. (2007) administrou frutose nas doses
de 10% e 20% na agua de beber para hamster durante 60 dias, e obteve
cerca de 40% de aumento nas concentragdes plasmaticas de glicose em
ambas as dosagens.

Estudos comparativos entre frutose e glicose, os quais avaliam os
efeitos destes respectivos aglicares sobre a homeostase glicemica e
lipidica, apontaram valores maiores nas concentragdes plasmaticas de
glicose durante o teste de oGTT e o célculo da area abaixo da curva de
camundongos alimentados com dieta rica em glicose (WANG et al.
2012). Logo, semelhante aos nossos achados, ambas concentragdes de
frutose ndo apresentaram intolerancia a glicose entre os grupos no oGTT.
O célculo da area abaixo da curva também ndo apresentou diferencas
entre 0s grupos experimentais neste estudo, tdo pouco efeitos
relacionados a suplementacdo com o dleo de peixe.

Um estudo demonstrou que em individuos com excesso de peso
alimentados com uma dieta de alto teor de frutose por 10 semanas
conduziu a um ganho de peso corporal correspondente a 1 a 3 kg, bem
como aumentou significativamente as concentracdes de glicose e de
insulina no sangue, caracterizando uma leve intolerancia a glicose
(TAPPY; LE, 2012). Nossa pesquisa foi realizada com animais de peso
ideal, e esta pode ser uma justificativa para que em nenhuma das doses de
frutose administradas, os animais desenvolverem intolerancia a glicose e/
resisténcia a insulina.
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Com base na falta de resisténcia a insulina diretamente
documentada e as pequenas alteragdes na glicemia e insulinemia
observadas mesmo apo6s ingestdo de alto teor de frutose ao longo de varias
semanas, ¢ pouco provavel que a frutose, por si s6, seja responsavel por
altera¢des importantes da homeostase da glicose. Nao se pode, no entanto,
eliminar a hipdtese de que uma exposicao mais longa ao alto consumo de
frutose possa estar associada com a resisténcia a insulina (TAPPY; LE,
2012).

Ao contrario dos resultados obtidos neste estudo, os achados de
uma pesquisa com ratos demonstrou que uma dieta com alto teor de
frutose acarreta em resisténcia a insulina, esta identificada no ITT, mas
que pode ser totalmente revertida se houver suplementacdo com o 6leo de
peixe (MASSON et al. 2008). Diversos estudos experimentais tém
demonstrado a eficacia de 6leo de peixe na prevencdo da resisténcia a
insulina (LUO et al. 1996; PEYRON et al. 2002), e investigagdes clinicas
sugerem que os AGPIs reduzem o risco de intolerdncia a glicose
(NETTLETON; KATZ. 2005).

Nossos dados referentes a insulinemia demonstraram aumento
significativo na concentragdo de F30%, e neste parametro o 6leo de peixe
foi eficaz em atenuar a hiperinsulinemia causada pela ingestao de frutose.
Estes achados sdo semelhantes & pesquisas realizadas com frutose que
demonstram distiurbios na secrecdo de insulina (ALZAMENDI, et al.
2012; SHELUDIAKOVA, et al. 2012).

Estudos trazem como ponto crucial para o desenvolvimento de
eventos metabolicos nocivos causados pela ingestdo de frutose as
alteragdes no metabolismo lipidico (MAMIKUTTY, et al. 2014;
PANCHAL, et al. 2011 SHELUDIAKOVA, et al. 2012). Um estudo
comparativo realizado em ratos, o qual animais de um grupo foram
mantidos em jejum durante 48 horas e realimentados por 24 ou 48 horas
com dieta contendo 63% de frutose, e o outro grupo de ratos foi
alimentado com 63% de frutose durante 90 dias, demonstrou que nao
houve alteragdes nas concentragdes de gordura hepdtica, apenas um
aumento no acumulo de gordura nos hepatocitos, e em uma oferta aguda
de frutose, a mesma ¢ capaz de ocasionar a esteatose hepatica (CASTRO,
2011). Corroborando com este estudo, nossos resultados referentes a
gordura hepatica demonstraram que a frutose, neste contexto de
tratamento cronico, ndo apresentou alteragdes relacionadas ao grupo
controle.

Contrariamente aos nossos achados, pesquisas em roedores
demonstram que o consumo de frutose implica no aumento nas
concentragdes plasmaticas de acido urico (NAKAGAWA, et al. 2005;
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LIN, et al. 2016). Estudos relacionando o consumo de frutose com o
aumento das concentrag¢des plasmaticas de acido urico demonstraram que
este pode ser um ativador potente da lipogénese hepatica por meio da
geracdo de estresse oxidativo mitocondrial (LANASPA, et al. 2012).
Assim, esteatose hepatica também pode estar associada a frutose por uma
via mais complexa que o metabolismo hepatico direto entre frutose e
triglicerideos (DOUARD; FERRARIS, 2013). Em nossos resultados as
concentra¢des plasmaticas de acido urico ndo apresentaram diferengas
entre os grupos, portanto podemos justificar que este pode ser um dos
fatores que contribuiram para a auséncia no aumento da gordura hepatica
nos ratos tratados com diferentes concentracdes de frutose.

Em relagdo a hipertriacilgliceridemia, a pesquisa apontou aumento
significativo e transitorio de TG, o que reforga a hipotese de que a frutose,
em qualquer dosagem, pode causar altera¢des no metabolismo lipidico, e
contraditoriamente a alguns grupos de pesquisa, o 6leo de peixe nao
atenuou este efeito nocivo.

Ao se observar a primeira coleta realizada 7 dias apds o desmame
dos ratos, comparando com a segunda coleta a qual caracteriza os
primeiros dias de tratamento com frutose, percebe-se um declinio nos
niveis de triacilglicerol em todos os grupos experimentais. Segundo Leite
et al (2012), a gordura presente no leite materno representa a maior fonte
de energia para o lactente, contribuindo com 40 a 55% do total de energia
ingerida, pois além de fornecer energia metabolica, sdo requeridos para a
manutengdo da estrutura e fungdo da membrana celular. Portanto, atribui-
se o fato deste decréscimo de valores de triacilglicerol ao término da
lactagdo.

Huang et al (1997), em seu estudo, sugere uma dieta rica em
frutose induz hipertrigliceridemia e resisténcia periférica a insulina com
a func¢do de ilhotas pancreaticas preservada, e que estes efeitos nocivos
podem ser prevenidos com a suplementacdo com 6mega 3. Nos animais
do grupo F10%, as alteragdes nos valores de TG comegaram a partir do
30° dia de tratamento, e curiosamente os animais que foram
suplementados com 6leo de peixe apresentaram os valores mais altos.

Em um estudo realizado para comparar diferentes doses de 6leo
peixe sobre os efeitos nocivos causados pela ingestdo de frutose (66%),
os grupos que receberam suplementacdo com 2% de 6leo de peixe
demonstraram hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia nos mesmos
valores que o grupo que recebeu somente frutose, indicando que essa dose
nao atenuou as alteracdes metabodlicas nocivas (CASTRO et al. 2015), o
que vai de encontro aos nossos achados.
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Karsenty et al. (2013) também demonstrou em seu estudo que a
frutose em altas doses induziu a diminuigdo na expressdo dos genes
PPARs nos hepatocitos, e as mesmas nao foram corrigidas com a
suplementacao do 6leo de peixe. Em contrapartida, pesquisas recentes
apontaram que a ativa¢do de PPAR alfa induzida por 6leo de peixe
aumentou a oxida¢do de dacidos graxos hepaticos, promovendo a
diminuicdo nos valores de TG (CASTRO et al. 2015), assim, ndo
descartamos a hipotese de que no grupo FOP30%, os animais foram
beneficiados com a suplementagdo do 6leo de peixe, pois o grupo frutose
que ndo recebeu a suplementagdo com o d6leo de peixe apresentou maiores
valores de TG, normalizando apos 60 dias de tratamento.

Uma forma que poderia explicar o aumento transitorio de TG seria
via hepatocito, ja que, neste estudo, ndo houve alteragdes significativas
relacionadas a lipolise periférica. Karsenty et al. (2013) descreve que um
aumento da produg¢do hepatica de VLDL induz adiposidade visceral que,
posteriormente promove a resisténcia a insulina no figado e tecido
adiposo. No entanto, outros dados sugerem que o consumo de frutose
promove um actmulo intracelular de lipidos nos hepatdcitos, o que
promove uma resisténcia a insulina independentemente da adiposidade
visceral (MORINO, PETERSEN, SHULMAN. 2006; STANHOPE,
HAVEL. 2008). Logo, a questdo de qual 6rgao sensivel a insulina (figado
ou tecido adiposo) esta primeiramente envolvido na sequéncia de eventos
pelos quais o consumo de frutose contribui para o desenvolvimento de
resisténcia a insulina solicita uma investigagdo mais aprofundada
(STANHOPE, HAVEL. 2008).

Um ponto interessante do nosso trabalho foi demonstrar alteragoes
de reversdo apos interrupgdo do tratamento com frutose, dados estes que
até entdo ndao foram mencionados na literatura. Apds o tratamento com
frutose por 60 dias os animais permaneceram por um periodo de 60 dias
recebendo agua potavel e racdo ad libitum.

Observamos a significativa diminui¢do no consumo de agua
frutada no grupo F10% e F30% imediatamente apds a interrupgdo do
tratamento, seguido de um aumento no consumo de ragdo. Os animais de
ambos os grupos mantiveram ganho de peso corporal proporcional a sua
idade e mantendo os mesmos padroes, porém, no grupo F30%, os animais
apresentaram uma diminui¢do significativa no consumo calérico aos 90 e
120 dias ap6s o final do tratamento. Em relag@o aos valores glicémicos,
0s grupos ndo apresentaram alteragdes, corroborando os dados do
modelo. No entanto, nos valores de TG, os animais apresentaram redugio
apos a interrupgdo do tratamento.
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Embora tenhamos resultados que corroboram uma possivel
melhora nos parametros cardiometabolicos por efeito de reversdo, os
mesmos ndo podem ser afirmados, a medida que o grupo reversibilidade
nao possuiu um grupo controle com fins comparativos.

Levando em consideragio estes achados, necessita-se da realizacdo
de outros estudos para a consolidagdo desta “hipdtese” de que a
interrupcdo do tratamento reverte as alteragdes acarretadas pelo consumo
cronico de frutose podendo promover uma melhora em um quadro clinico
metabolico alterado.
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6 CONCLUSAO

Nossos dados permitem concluir que em ambas as concentracdes
promoveram incremento transitorio das concentragdes de triacilglicerol
plasmatico. Sendo que a ingestdo de Frutose 30% promoveu ainda
aumento da adiposidade visceral alertando para o consumo da frutose em
excesso. Neste projeto a suplementagdo com 6leo de peixe demonstrou
ineficiéncia em normalizar as variaveis alteradas. As avalia¢des apods
interrupcdo da oferta de frutose demonstram flexibilidade dos sistemas
metabolicos ao reverter os mecanismos responsaveis por estas alteragdes
nocivas decorrentes do consumo crénico de frutose.
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7 PERSPECTIVAS

Mecanismos metabodlicos sobre o efeito do consumo de frutose
associado a suplementag¢do com o 6leo de peixe precisam ser explorados.
Estudos que explorem mecanismos de saciedade induzidos por
horménios como a leptina e adiponectina, bem como uma melhor
compreensdo dos fatores genéticos e ambientais. Também estudos
comparativos dos efeitos da frutose em populagdes com maior risco de
desenvolver doengas metabodlicas, como descendentes de individuos com
diabetes tipo 2 ¢ individuos com sobrepeso, sdo possibilidades que
contribuiriam para tal elucidag@o.
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