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RESUMO

A adicgdo de frutose na alimentacdo aumentou em, pelo menos, 25% nos
ultimos 30 anos, como consequéncia da adi¢do de agUcares a dieta, como
por exemplo, acucar de mesa e xarope de milho rico em frutose.
Evidéncias clinicas e ndo-clinicas mostraram que o alto consumo de
bebidas acucaradas ricas em frutose estad diretamente relacionado ao
desenvolvimento da obesidade e suas consequéncias, e.g., sindrome
metabdlica. Mais recentemente, tem havido um crescente interesse nos
possiveis efeitos colaterais da frutose no sistema nervoso central (SNC),
com evidéncias de que distarbios metabdlicos podem afetar a sinalizacdo
da insulina no cérebro e contribuir para o desenvolvimento de
comprometimento cognitivo, transtornos do humor e mudancas na
plasticidade sinaptica. Assim, o objetivo do presente estudo foi
caracterizar as alteragdes comportamentais (ou seja, cognitivas e
emocionais) e metabdlicas induzidas pela administracdo crbnica de
frutose em camundongos Swiss machos e fémeas. Para tanto, foram
utilizados 60 camundongos machos e 60 camundongos fémeas, com trés
meses de idade, ao inicio dos experimentos. Os animais receberam,
durante 8 semanas, agua potavel (filtrada) ou agua potavel contendo
frutose (a uma concentracdo de 15 % ou 30% p / v) ad libitum. Todos os
animais tiveram livre acesso a dieta padrdo de roedores. Apds o periodo
de 8 semanas, os animais foram submetidos a uma bateria de testes
comportamentais na seguinte ordem: campo aberto, reconhecimento de
objetos, labirinto em T, teste da borrifagem de sacarose, suspensdo pela
cauda e labirinto em cruz elevado. Observou-se que 0 consumo consumo
crénico de frutose em uma concentracdo de 15% ndo induziu alteragdes
na memoria e aprendizado dos animais, entretanto refletiu em
comportamento aneddnico em camundongos machos e fémeas. Ademais,
em termo metabdlico, houve apenas um aumento na concentracdo
plasmética de colesterol em camundongos fémeas. Por outro lado, o
protocolo experimental com a concentracdo de 30% de frutose induziu
comprometimento cognitivo e alteragfes do tipo ansiogénica e do tipo
depressiva em camundongos fémeas e machos. O consumo crénico de
frutose também induziu significativo ganho de peso, hipercolesterolemia,
hipertriacilglicerolemia e intolerancia a glicose em camundongos machos
e fémeas. Além disso, o consumo de frutose, na concentracdo de 30%,
aumentou a variacdo da pressdo arterial média em resposta a agentes
vasoconstritores e diminuiu tal variagdo em resposta a agentes
vasodilatores. Tal alteracdo foi relacionada a uma maior densidade do



receptor AT1 no leito mesentérico dos animais. Em conjunto, os
resultados enfatizam que, além das alteracBes metabolicas, o consumo
cronico de frutose também pode desencadear importantes mudancas
comportamentais, isto €, emocionais e cognitivas em roedores. Ha varias
ressalvas ao se extrapolar os resultados de modelos animais para possiveis
efeitos da frutose sobre o comportamento humano, mas o presente estudo
propde um modelo experimental para o estudo futuro dos possiveis
mecanismos neurais subjacentes.

Palavras-chave: Frutose; Sindrome Metabdlica; Memoria; Aprendizado;
Depressdo; Camundongo.



ABSTRACT

The addition of fructose in the feed has increased by at least 25% in the
past 30 years, especially by the addition of sugars to the diet, e.g., table
sugar and fructose rich corn syrup. Clinical and nonclinical evidence has
shown that the high consumption of sugary beverages rich in fructose is
directly related to the development of obesity and its consequences, e.g.,
metabolic syndrome. More recently, there has been increasing interest in
the potential side effects of fructose on the central nervous system (CNS),
with evidence that metabolic disorders may affect insulin signaling in the
brain and contribute to the development of cognitive impairment and
changes in synaptic plasticity. Thus, the aim of the present study was to
characterize the behavioral (i.e., cognitive and emotional) and metabolic
changes induced by chronic fructose administration in male and female
Swiss mice. For this purpose, 60 male and 60 female mice, with three
months old, were used at the beginning of the experiments. The animals
received, for 8 weeks, drinking water (filtered) or drinking water
containing fructose (at a concentration of 15% or 30% w / v) ad libitum.
All animals had free access to standard rodent diet. After the 8-week
period, the animals were submitted to a battery of behavioral tests in the
following order: open field, object recognition, T-maze, splash test, tail
suspension and elevated plus maze. It was observed that chronic
consumption of fructose at a concentration of 15% did not induce
cognitive deficits, although reflected in depressive behavior in males and
females. In addition, regarding the metabolic data, it was observed only
an increase in the plasma cholesterol levels in females. On the other hand,
in the protocol at a concentration of 30%, it was observed that the chronic
consumption of fructose induced cognitive impairments and anxiogenic
and depressive-like changes in female and male mice. Moreover, the
chronic consumption of fructose induced a significant weight gain,
hypercholesterolemia, hypertriacylglycerolemia and glucose intolerance
in male and female mice. Finally, fructose consumption increased the
mean variation of blood pressure in response to vasoconstricting agents
and decreased the variation in response to vasodilator agents. This
alteration was associated with a higher density of the AT1 receptor in the
mesenteric bed of the animals. Collectively, the results emphasize that, in
addition to metabolic changes, chronic consumption of fructose may also
trigger important behavioral, i.e., emotional and cognitive changes in
rodents. There are several caveats when extrapolating the results of
animal models for putative effects of fructose on human behavior, but the



present study proposes an experimental model for the future study of the
possible underlying neural mechanisms.

Keywords: Fructose; Metabolic Syndrome; Memory; Learning;
Depression; Rodents.
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1. INTRODUCAO
1.1 OBESIDADE E COMORBIDADES

A obesidade é uma doenca cronica, caracterizada pelo excesso de
gordura corporal, que causa prejuizos a satde do individuo. O numero de
criancas e adultos obesos, ou com sobrepeso, é cada vez maior em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Desta forma, a Organizagédo
Mundial de Saude (OMS) passou a considerar a obesidade como um
problema de salde publica tdo preocupante quanto a desnutricdo
(Pinheiro et al., 2004). Diversas patologias e condicGes clinicas estdo
associadas a obesidade. Alguns exemplos sdo: apneia do sono, acidente
vascular enceféalico, fertilidade reduzida em homens e mulheres,
hipertensdo arterial, diabetes tipo 2, dislipidemias, doengas
cardiovasculares, calculo biliar, aterosclerose e sindrome metabdlica.
Ainda, a obesidade esta associada ao desenvolvimento de varios tipos de
cancer, como o de mama, Utero, prostata e intestino, assim como, doencas
pulmonares e problemas ortopédicos. Os prejuizos que 0 excesso de peso
pode causar ao individuo sdo muitos e envolvem desde distirbios ndo
fatais, embora comprometam seriamente a qualidade de vida, até o risco
de morte prematura (Baynes; Dominiczak, 2007).

A OMS alerta que um em cada oito adultos em todo o planeta é
obeso. A projecdo é de que, em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de individuos
estejam com excesso de peso, sendo mais de 700 milhGes com
obesidade. A obesidade infantil é um dos mais sérios desafios da satde
publica global do século 21, afetando todos os paises do mundo. Em
apenas 40 anos o nimero de criangas em idade escolar e adolescentes com
obesidade aumentou mais de 10 vezes, de 11 milhGes para 124 milhdes
(estimativas de 2016). Além disso, estima-se que 216 milhdes foram
classificados com excesso de peso, mas nao obesos em 2016 (WHO,
2018).

A Sindrome Metabolica (MetS, do inglés metabolic syndrome) é
conhecida como um agrupamento de condic¢Bes patolégicas, incluindo
obesidade abdominal, hipertensdo, dislipidemia e hiperglicemia. Esta
intimamente associada ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2
(DM2) e risco de doenca cardiovascular (Castellano et al., 2018). A MetS
representa um problema sério em paises em desenvolvimento,
apresentando alta prevaléncia (30% a 40% na faixa etaria 65 anos), e tanto
sua prevaléncia como incidéncia estdo aumentando (Han et al., 2016). O
desenvolvimento da MetS é associado, principalmente, a caracteristicas
do estilo de vida, como a inatividade fisica, tabagismo, ingestéo de alcool
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frequentemente acentuada e dieta inadequada. No entanto, fatores
genéticos e epigenéticos estdo emergindo como fatores de importancia
primordial em sua fisiopatologia (Das et al., 2016).

O termo “diabesidade”, usado pela primeira vez em 1973 para
designar a ocorréncia de obesidade e diabetes tipo 2 (DM2) no mesmo
individuo (Sims et al., 1973), € hoje reconhecido como um importante
conceito de reflexdo no que tange a intrinseca relagéo entre doencas ndo
transmissiveis e sua ocorréncia na sociedade atual (Verma e Hussain,
2017). Doengas ndo transmissiveis (também conhecidas como doencas
crénicas) sdo geralmente de longa duragéo e resultam de uma combinagéo
de fatores genéticos, fisioldgicos, ambientais ede fatores
comportamentais. Neste cenario, a obesidade tem sido associada
principalmente com um desbalanco energético, que resulta de uma maior
ingestdo caldrica em comparagdo com o gasto caldrico. Este desequilibrio
de energia é principalmente causado por dietas com alto teor de gordura /
alto teor de carboidratos e inatividade fisica. Ao longo do tempo, a
obesidade pode desencadear varias condicdes de risco a
salde, especialmente DM2 (Astrup e Finer, 2000).

De fato, ha evidéncias sugerindo que tdo pouco quanto 5% de
perda de peso ja é suficiente para prevenir, na maioria dos individuos
obesos com intolerancia a glicose, o desenvolvimento de DM2 (Astrup e
Finer, 2000). A DM2, um distdrbio metabdlico complexo multifacetado,
é caracterizada por um estado de hiperglicemia cronica e resisténcia a
insulina, que leva a complicacBes graves e comorbidades, sendo
responsavel por mais de 90% de todos os casos de diabetes mellitus
(Zimmet et al., 2001). Um balango calérico cronicamente positivo
induz sobrecarga na capacidade de armazenamento lipidico do tecido
adiposo. Como resultado, os acidos graxos livres podem induzir respostas
de estresse celular, entre outros processos, como inflamacdo hepatica
sistémica, as quais podem causar uma reducdo na sensibilidade a insulina
no musculo esquelético (Bacchi et al., 2013).

Por outro lado, a consciéncia de que o cérebro e a periferia estdo
interconectados em unidades rigorosamente reguladas esta ganhando a
atencdo da comunidade cientifica e médica (Shalev e Arbuckle, 2017).
Assim, além dos efeitos deletérios sobre a salide acima expostos e das
consequéncias psicolégicas nos individuos, como, por exemplo,
preocupagdes com 0 estigma que pessoas com sobrepeso e obesas
freqlientemente experimentam, estudos clinicos e epidemioligicos de
larga escala demonstram que existe uma relacdo entre obesidade, DM2 e
alteracBes desfavoraveis na estrutura e funcdo cerebral (Pedditzi et al.,
2016; Stillman et al.,, 2017). Neste contexto, foi sugerido que uma
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consideravel sobreposicdo de risco, comorbidade e mecanismos
metabdlicos alterados ocorrem em DM2 e individuos com
sobrepeso/obesos (Ribeiro et al., 2018; Valladolid-Acebes et al., 2012).

Um mecanismo que é de interesse particular, dado seu papel no
sistema nervoso central e representa uma raiz comum para ambos 0s
distarbios metabolicos, é a desregulagao progressiva da via de sinaliza¢do
da insulina e conseqliente estado de resisténcia a insulina, como uma das
principais caracteristicas da obesidade e DM2 (Cardoso et al., 2017;
Ferrario e Reagan, 2018). Enquanto a resisténcia periférica a insulina
representa o insucesso dos orgaos/tecidos sensiveis a insulina (figado,
musculo esquelético e tecido adiposo) para responder ao horménio que é
liberado apés o aumento da concentracdo de glicose no sangue, a
resisténcia a insulina cerebral afeta multiplos processos incluindo a
transmissdo  sinaptica, regulacdo do metabolismo corporal e
aprendizagem e memodria (Cardoso et al., 2009; Obici et al., 2002).
Acredita-se que a resisténcia a insulina € relacionada com o
envelhecimento, inatividade fisica, obesidade e estresse, entre outros, que
afetam varios processos celulares (Patti e Corvera, 2010).

Diversas evidéncias clinicas e epidemiolégicas indicam que a
ocorréncia de obesidade e diabetes pode evoluir para varias possibilidades
de comorbidades nas fases intermédias da vida, incluindo alto risco de
declinio cognitivo e deméncia, 0 que pode levar a um aumento drastico
na prevaléncia de doengas neurodegenerativas (Girard et al., 2018;
Kandimalla et al., 2017; Prickett et al., 2015; Whitmer et al., 2005; Wolf
et al., 2007). Em particular, os indices de antropometria para
determinar sobrepeso e obesidade (indice de massa corporal; IMC > 25 ¢
30, respectivamente) e circunferéncia da cintura (homens >102 cm e
mulheres >88 c¢cm) demonstraram estar fortemente correlacionadas ao
desempenho cognitivo dos pacientes (Elias et al., 2003, 2012) e a um
aumento do risco de deméncia de inicio tardio por todas as causas, como
a doenca de Alzheimer (DA), a forma mais comum de deméncia em
idosos (Albanese et al., 2017; Fitzpatrick et al., 2009; Gustafson et al.,
2003; Kivipelto et al., 2005).

Além da relacdo entre a obesidade e o declinio cognitivo, outra
comorbidade associada a esse quadro clinico sdo os transtornos de humor,
sendo que esses também representam uma preocupacdo para a salde
publica. Em um estudo clinico, com dados coletados em 60 paises, foi
relatada a prevaléncia de 3,2% de ao menos um episédio depressivo ao
longo de doze meses (Moussavi et al., 2008). A OMS relata que o
transtorno depressivo maior (TDM) € a principal causa de incapacidade
para homens e mulheres (WHO, 2008). Assim como a obesidade, a
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depressdo também parece aumentar o risco de desenvolvimento de
doencas cronicas, incluindo doengas cardiovasculares, diabetes mellitus,
AVC e aumento da mortalidade (Hunot et al., 2010; Clarke et al., 2009).

O TDM é uma sindrome clinica, sendo suas caracteristicas
principais o humor deprimido, vazio ou irritdvel, acompanhado de
mudangas somaticas e cognitivas que afetam significativamente o bem-
estar do individuo. Embora possa ocorrer apenas um episodio ao longo da
vida, geralmente é uma condi¢do cronica. Para se encaixar no critério para
TDM, a pessoa precisa apresentar cinco dos sintomas citados abaixo,
sendo que ou o sintoma 1 ou o sintoma 2 precisam estar presentes, sendo
eles: humor deprimido na maior parte do dia e quase todos os dias;
interesse ou prazer marcadamente diminuidos em relagéo a todas ou quase
todas as atividades, quase todos os dias; Perda ou ganho de peso
significativo; Ins6nia ou sono excessivo quase todos os dias; Agitacdo ou
lentiddo psicomotora quase todos os dias; Fadiga ou perda de energia
quase todos os dias; Sentir-se sem valor ou com culpa excessiva, quase
todos os dias; Habilidade reduzida de pensar ou se concentrar, quase todos
os dias; Pensamentos recorrentes sobre morte, pensamentos suicidas sem
um plano, tentativa de suicidio ou plano para cometer suicidio. Para que
se considere que a pessoa esteja em depressdo, 0S sintomas precisam
causar impacto significativo no convivio social, no trabalho ou em outras
areas importantes (DSM - 5).

A relacdo entre obesidade e depressdo tem sido cada vez mais
examinada entre a populagdo geral nas sociedades ocidentais. Uma
revisdo de meta-analise de estudos transversais de base comunitéria,
identificou uma associacao positivamente significativa entre obesidade e
depressdo na populagdo adulta geral (Wit, Luppino, Straten et al., 2010).
Esta associacdo tem sido mais pronunciada entre mulheres do que
homens. Conclusdes de outra meta-analise de quinze estudos transversais
indicam que a depressdo estd positivamente associada a obesidade
abdominal na populacdo em geral (Xu, Anderson e Beck, 2011). Neste
sentido, dados publicados pelo Departamento de Salde e Servigos
Humanos, dos Estados Unidos, indicam que 43% dos adultos americanos
com depressdo eram obesos, enquanto 33% dos adultos sem depressao
eram obesos (Figura 1). Entre os homens, as taxas de obesidade nédo
diferiram estatisticamente pelo estado de depressdo. Por outro lado, as
mulheres com depressdo sdo mais propensas a serem obesas do que
mulheres que ndo apresentam depressdo. Entre as pessoas com depresséo,
foi observado que as mulheres sdo mais propensas a serem obesas do que
0s homens.
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Figura 1 - Adultos com depressdo sdo mais propensos a serem obesos do que
adultos sem depresséo. Significativamente diferente em relacdo ao grupo sem
depressdo. 2Significativamente diferente em relagéo ao grupo das mulheres.

% de pessoas obesas )
P B Depressae [ Sem depressao

50r 1467

Total Homem Mulher

Fonte: Adaptado de National Health and Nutrition Examination Survey, 2005—
2010, Estados Unidos.

A busca por uma melhor compreensdo da associagdo entre
depressdo e obesidade é fundamental para o estabelecimento de
estratégias apropriadas de prevencdo e intervengdo. Neste sentido,
diversos estudos vem mostrando uma relacéo bidirecional entre a diabetes
tipo 2 e a depressdo. Um dos fatores dessa possivel relagéo seria pelo uso
de antidepressivos. O efeito de uma medicacdo no peso e controle
glicémico pode ser ditado pelas propriedades especificas de um
determinado antidepressivo. Por exemplo, evidéncias demonstraram que
a fluoxetina melhora o controle glicémico e que a nortriptilina tem um
efeito hiperglicémico direto, independente de seus efeitos sobre o humor,
peso ou adesdo ao tratamento (Mclintyre et al., 2006). A ligacéo entre o
uso de antidepressivos e o inicio da DM2 pode estar relacionado a dose.
Portanto, doses mais altas e uma maior duracdo do tratamento estdo
associadas a um maior risco de DM2 (Andersohn et al., 2009). Por outro
lado, a obesidade e sindrome metabdlica sdo outros fatores relacionados,
justamente pelo ganho de peso presente em ambas as patologias, entre
outras alteragdes como, adipocidade abdominal, elevadas concentragdes
de triglicerideos, baixa concentracdo lipoproteina de alta densidade
(HDL) e alta concentracdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL),
além de hipertensao e glicemia de jejum elevada (Skilton et al., 2007).

Com o intuito de identificar mecanismos bioldgicos envolvidos,
parte das pesquisas tem sido feita a partir de modelos de depressdo em
roedores (Patterson et al., 2013). Um desses modelos usa o paradigma de
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derrota social crénica, onde um animal agressivo e dominante ¢ alojado
com um animal subordinado, com o objetivo de induzir estresse nesse
altimo animal (Becker et al., 2008). Em um estudo, a exposi¢do a um
paradigma de derrota social em camundongos resultou em alteracdes
enddcrinas, incluindo aumento na concentracdo plasmatica de grelina (a
grelina € um hormonio, liberado por células enddcrinas do estbmago, que
resulta em aumento do apetite e dos depositos de gordura) e
hiperinsulinemia (Patterson et al., 2013). Estes resultados sugerem que a
depresséo leva a alteragdes no metabolismo da insulina e ganho de peso,
ambos os fatores de risco conhecidos para 0 DM2. Além disso, ambas as
doencas foram implicadas em alteracdes do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (eixo HPA), que regula a produgdo e liberagdo de cortisol.
Estudos mostraram que a depressdo e DM2 estdo relacionadas a
desregulacdo do eixo HPA, com excesso de ativacao e aumento dos niveis
plasmaticos de cortisol (Semenkovich et al., 2015). Ainda, Weber e
equipe mostraram que individuos com depressdo e hipercortisolemia
apresentam uma diminuicdo a sensibilidade a insulina (2000). Também
foi demonstrada uma associacdo entre depressdo e hipercortisolemia e
marcadores de sindrome metabodlica (Vogelzangs et al., 2007). Além das
mudangas no sistema endodcrino, ocorrem também alteracdes
neurologicas, incluindo alteragdes do hipocampo, estrutura pertencente
ao sistema limbico e responsavel pela formacdo de memdrias e
processamento de emogdes. Ainda, existe conexdo anatémica entre o
hipocampo e eixo HPA, sendo que hipocampo € capaz de regular a
retroalimentacdo negativa do eixo HPA (Pariante et al., 2008; Jacobson
et al., 2008) (Figura 2).



25

Figura 2 - Os efeitos do diabetes mellitus tipo 2 (T2DM) e desordem depressiva
(TDM) no cérebro e no sistema neuroenddcrino. Disfungdes no eixo HPA, como
hiperatividade, s@o responsaveis pela liberagdo de altos niveis de cortisol. ACTH:
hormdnio adrenocorticotrépico, CRH: horménio liberador de corticotropina, GR:
receptor glicocorticoide, HPA: hipotalamo-hipdfise-adrenal.

T2DM Hipocampo TDM
Diminu if“ a Diminuiu a neurogénese
neurogénese # e volume
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©
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Fonte: Adaptado de Semenkovich et al., 2015.
1.2 CONSUMO DE FRUTOSE

Nas ultimas décadas o padrdo do consumo alimentar da populagéo
mundial mudou drasticamente. Por meio da industrializacdo, ocorreram
diversas mudancas nos processos de producdo, que resultaram em uma
maior  disponibilidade de alimentos altamente caléricos e
industrializados. Os alimentos industrializados, agora, estdo se tornando
parte do sistema alimentar global, cada vez mais dominado por produtos
processados e prontos para consumo (Monteiro, 2013). Segundo
Monteiro e colaboradores, a compra de produtos ultraprocessados,
expressos em porcentagem de total de calorias, aumentou continuamente
no Brasil, passando de 18,7% em 1987 para 26,1% em 2003.

A adicdo de frutose na alimentagédo tornou-se popular na década de
1970, quando esta comegou a ser utilizada a producéo de xarope de milho
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rico em frutose (HFCS, do inglés high fructose corn syrup) (Elliott et al.,
2002). Na figura 3, é possivel observar o aumento do consumo de frutose
entre os anos de 1970 e 2015 nos Estados Unidos. A frutose esta presente
naturalmente em frutas, mel e alguns vegetais, mas a maior fonte é a partir
de acucares adicionados, como aglcar de mesa (sacarose) e xarope de
milho rico em frutose (Madero et al, 2011). O HFCS é amplamente
utilizado em refrigerantes, pées, bebidas de fruta, fruta enlatada, geleias,
compotas e laticinios (Bantle, 2009). Este xarope contém até 90% de
frutose, contudo, a maior parte dos xaropes comercialmente vendidos
contém 55% frutose e 45% glicose (Bidwell, 2017). Nos Estados Unidos,
os adolescentes sdo 0os maiores consumidores de frutose, com valores em
torno de 72,8 gramas por dia, sendo que um quarto dos adolescentes
consome até 15% de sua ingesta caldrica diaria a partir da frutose (Vos et
al., 2008).

Figura 3 - Consumo do xarope de milho nos Estados Unidos, entre os anos de
1970 e 2015, demonstrado em libras por pessoa. Os adocantes de derivados do
milho, apresentaram um crescimento acentuado nesse periodo.

160 Libras por pesssoa (peso)

140 Total
120 M
100
80-
— —

e e
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40

20
0 Mel & xaropes comestiveis
1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015

Fonte: USDA, Servico de Pesquisa em Economia, dados de disponibilidade de
alimentos.

O elevado consumo de bebidas agucaradas ricas em frutose esta
diretamente relacionado ao desenvolvimento de obesidade e suas
consequéncias, e.g., sindrome metabdlica (Dhingra et al., 2007; Tappy €
Lé, 2010; Bray e Popkin, 2014). Neste sentido, a OMS recomenda que
0 consumo de agUcar de adi¢do na dieta ndo ultrapasse 10% do consumo
de calorias total da dieta. Porém, ainda aconselha que esse consumo seja
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menor que 5% do total de calorias (WHO, 2015). De acordo com essa
recomendacao, em média, um individuo pode consumir até 509 de aglcar,
por dia, ou 18,25 kg por ano. No Brasil, o consumo médio de sacarose’
por dia, segundo a Ultima Pesquisa de Or¢camentos Familiares (POF 2008-
2009), é de 109 g/dia, o0 que equivale em média a 14% da ingestéo caldrica
diéria, muito além do maximo recomendado. Segundo dados da ABIA
(Associacdo Brasileira das Industrias da alimentagdo), os brasileiros
consomem, individualmente, cerca de 30 kg de agucar por ano, sendo 56,3
% desse valor proveniente do agUcar de mesa (sacarose) e 19,2 % do
acucar adicionado nos alimentos processados. Também no Brasil, o
refrigerante é a bebida mais produzida, sendo que o acUcar esta presente
em grande quantidade, com o objetivo de conferir sabor doce e certa
consisténcia. O pais aparece no 12° lugar no ranking mundial de consumo,
com 85 litros/por habitante/ano (Junior, 2014).

Este desbalango de energia vem resultando em uma crescente
epidemia de sindrome metabdlica (Rutledge e Adeli, 2007). Esta
epidemia ndo é restrita a adultos, uma vez que cerca de 30% dos
adolescentes americanos apresenta sobrepeso (Hruby e Hu, 2015) e as
taxas de DM2 estdo crescendo na populacdo mais jovem (Nadeau e
Dabelea, 2008). Na Ultima década, a prevaléncia de doencas cronicas
avancou no Brasil, com um aumento de 61,8% dos casos de diabetes e de
14,2 % dos casos de hipertensdo. O nimero de brasileiros acima do peso
cresceu 26,3% em 10 anos, sendo que mais da metade da populagdo esta
acima do peso recomendado, passando de 42,6% em 2006 para 53,8% em
2016. Os indicadores aumentam com a idade e € maior entre 0s com
menor escolaridade. Em relagdo a obesidade, a mesma cresceu 60% em
10 anos, de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016. A prevaléncia de
obesidade duplica a partir dos 25 anos e também é maior entre os que tem
menor escolaridade (Vigitel, 2017).

1.3 ALTERACOES METABOLICAS INDUZIDAS PELO CONSUMO
CRONICO DE FRUTOSE

Existe um crescente interesse no potencial papel destes agucares
adicionados como fatores contribuintes a sindrome metabdlica (Yerlikaya
et al., 2017). Quando consumida em concentragdes elevadas, a frutose
pode promover mudangas metabélicas que podem contribuir como
fatores de risco associados a sindrome metabélica, como hiperuricemia,

L A sacarose, também conhecida como agticar de mesa, ¢ um tipo de glicidio,
formado por uma molécula de glicose e uma de frutose.
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inflamacéo e alteracGes nas concentracdes de diversos horménios (Elliott
et al., 2002; Dekker et al., 2010; Basu et al., 2013; Toop e Gentili, 2016).
Ademais, uma vez que a frutose & menos propensa a promover saciedade
e é mais palatavel, ird estimular um maior consumo de alimentos, e alterar
o0 metabolismo de lipideos e carboidratos, desta forma favorecendo a
sintese e acimulo de gorduras (L€ et al., 2006; Lowette et al., 2015). Um
recente estudo de meta-analise observou que o consumo de bebidas ricas
em frutose induz ganho de massa corporal, aumento da pressao arterial
sistolica, hiperglicemia, hiperinsulinemia e aumento das concentragdes
séricas de triglicerideos em roedores (Toop e Gentili, 2016). Por outro
lado, foi demonstrado que a substituicdo da frutose por glicose nas
bebidas, por quatro semanas, resultou em uma melhora na sensibilidade a
insulina no tecido adiposo em individuos jovens diagnosticados com
doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (Jin et al., 2014).

Quando a frutose é ingerida como dissacarideo na forma de
sacarose, esta sacarose deverd ser primeiramente clivada, pela enzima
sacarase, presente na membrana da borda em escova dos enterécitos, em
uma molécula de glicose e outra de frutose, antes de ser metabolizada
(Corpe et al., 1999). A frutose é absorvida pela membrana apical dos
enterdcitos por meio de um transportador especifico, independente de
sddio e de hidrolise de ATP, o transportador de glicose 5 (GLUT-5) —
sendo posteriormente transportada pela membrana basolateral dos
enterdcitos a corrente sanguinea portal por meio do transportador de
glicose 2 (GLUT-2) (Corpe et al., 1999; Douard e Ferraris, 2008).
Posteriormente, a frutose é facilmente absorvida pelo figado por meio dos
transportadores GLUT-2 (Cheeseman, 1993). Devido a alta concentracéo
de transportadores GLUT-2 e da enzima hepatica frutocinase, existe uma
alta afinidade pela captacdo de frutose no figado (Adelman et al., 1967).
Uma vez no figado, a frutose é rapidamente convertida em frutose-1-
fosfato por meio da frutocinase (Mayes, 1993).

Portanto, quase toda frutose é metabolizada no figado via frutose
1-fosfato envolvendo as enzimas frutocinase, aldolase e triocinase (Figura
4). O intermediario desta via, di-hidroxiacetona-fosfato e glicerideo
aldeido-3-fosfato, pode reagir para se tornar glicose-6 fosfato, que por sua
vez pode ser metabolizado em glicose para alimentar processos celulares
ou em glicogénio, para ser armazenado no figado. Quando o glicogénio
hepético é reabastecido, os intermediarios de frutose sdo direcionados
para a sintese de triglicérides de novo por meio da conversdo de di-
hidroxiacetona fosfato e gliceraldeido 3-fosfato em glicerol 3-fosfato e
piruvato, respectivamente (Tappy et al., 2010).
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Figura 4 - Vias intracelulares de metabolizacdo hepatica da frutose e da glicose.
A frutose é metabolizada no figado através de processos que envolvem as
enzimas, frutocinase, aldolase e triocinase.
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Fonte: Retirado de Tappy et al., 2010.

O aspecto mais prejudicial da frutose é sua capacidade em ser
convertida em acidos graxos nos hepatdcitos via lipogénese de novo
(LDN), como ilustrado na figura 5 (Tappy e L&, 2010). Em roedores, foi
demonstrada que uma dieta rica em frutose (60%) é capaz de, em trés
semanas, aumentar os niveis intra-hepatocelulares de lipideos, assim
como estimular a lipogénese de novo hepatica (Carmona e Freedland,
1989).
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Figura 5 - O consumo excessivo de frutose pode aumentar a lipogénese de novo,
proporcionando também o acimulo de gordura no figado (esteatose hepética). A
resisténcia a insulina e estresse oxidativo alimentam um ambiente lipotdxico no
figado, que pode resultar em inflamacéo hepética e lesdo levando a fibrose.
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Fonte: Retirado de Paglialunga e Dehn, 2016.

Em humanos saudaveis, a suplementacdo com frutose, em uma
concentracdo moderada (1,5 gramas/kg/dia), aumentou de modo
significativo a concentracdo plasmatica de triglicerideos e glicose,
embora ndo induziu acumulo de lipideos intramiocelulares ou resisténcia
a insulina (L& et al., 2006). Até o momento, existe uma abundante
literatura indicando que a ingestdo aguda ou cronica de frutose causa
hiperlipidemia em ratos e humanos. Faeh e colaboradores demonstraram
que, apos seis dias de exposicdo a uma carga de frutose, as concentragdes
plasmaticas de triglicerideos dos individuos foram aumentadas em cerca
de 80% dos valores basais, possivelmente devido a um aumento de até
seis vezes na lipogénese de novo (Faeh et al., 2005). De fato, 0 consumo
elevado de frutose parece contribuir com o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares, dislipidemia, obesidade, doenca hepatica nédo alcoolica,
sindrome metabdlica, diabetes e pressdo alta (Figura 6) (Tappy e L&,
2010).
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Figura 6 - Potenciais relagdes entre a alta ingestdo de frutose com doencas
humanas. O consumo exagerado de frutose, esta relacionado com um aumento da
ingestdo caldrica, obesidade, resisténcia a insulina, dislipidemia, diabetes,
aterosclerose, presséo alta e doenga vascular.
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Fonte: Adaptado de Luc Tappy,e Kim-Anne L€, 2010.

Um estudo analisou os efeitos de uma suplementacéo por 10
semanas com glicose ou frutose (em quantidades correspondentes a 30%
das necessidades energéticas totais) em um grupo de mulheres com
sobrepeso e obesas (Stanhope et al., 2009). Nesse contexto, 0 grupo de
individuos com a alimentacéo de glicose ou frutose obtiveram ganhos de
peso corporal semelhantes, porém a frutose levou a maior taxa pos-
prandial de concentragdes de triglicérideos do que a glicose. Além disso,
a frutose, mas nao glicose, diminuiu a tolerancia a glicose e aumentou a
concentracdo plasmatica de LDL de pequena densidade e de LDL
oxidada, que sdo particulas lipidicas associadas com alto risco
arterogénico (Stanhope et al., 2009).

Ja foi demonstrado que o consumo de frutose, por meio de dieta,
causa um menor estimulo a secre¢do de insulina em comparacédo com o
consumo de glicose ou de carboidratos que contenham glicose (Teef et
al., 2009). A insulina, por sua vez, estimula a liberacdo de leptina dos
adipdcitos (Saad et al., 1998), sendo que foi demonstrado, em mulheres
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saudaveis, que as concentracGes de insulina e leptina circulantes sdo
menores apds a ingestdo de refeicdes contendo frutose do que apos a
ingestéo de refeigdes contendo glicose (Teef et al., 2004).

Vérios estudos tém apontado para o efeito deletério da frutose no
metabolismo da glicose e sensibilidade a insulina. A resisténcia a insulina
é intimamente parecida com distlrbios do metabolismo lipidico; mais
especificamente, os individuos resistentes a insulina tém maior deposicédo
lipidica ectopica, o que pode gerar metabdlitos derivados de lipidios
toxicos, como diacilglicerol, acil-graxo-CoA e ceramidas. A presenca
destes metabdlitos no ambiente intracelular leva a uma maior fosforilagéo
de serina/treonina nos substratos de receptor 1 (IRS-1) da insulina, que
foi demonstrado reduzir a sinalizagdo de insulina (Shulman, 2000). A
diminuicdo da ativacdo do receptor de insulina reduz a sinalizagdo
necessaria a absor¢do de glicose e, portanto, resulta em hiperglicemia de
jejum e diabetes mellitus (Boucher et al., 2014).

Os mecanismos subjacentes a dislipidemia induzida pela frutose ja
foram parcialmente elucidadas na literatura, como demonstrado na figura
7. A cinética dos triglicerideos plasméticos foi medida em roedores
alimentados com dietas com alto teor de sacarose, glicose ou frutose, e
observou-se que, em comparagdo com a glicose, ambas a frutose e
sacarose, aumentaram a producdo de triglicerideos e diminuiram
depuracdo de triglicerideos (Kazumi et al., 1986). De fato, com a frutose
fornecendo grandes quantidades de triose-fosfato hepatico como
precursores para a sintese de acidos graxos, o processo se torna altamente
lipogénico. Como exposto anteriormente, fora observado em varios
estudos que a sintese de novo hepatica é estimulada ap6s ingestdo aguda
de frutose. A frutose pode, além disso, aumentar a expressao das
principais enzimas lipogénicas no figado, e.g., do fator de transcricéo
SREBP-1c, o principal indutor da lipogénese hepatica (Matsuzaka et al.,
2004 e Shimomura et al., 1999).
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Figura 7 - Possiveis mecanismos envolvidos na dislipidemia induzida pela
frutose. 1. Aumento na lipogénese intestinal, 2. Aumento na lipogénese hepética,
3. Alta secrecdo de VLDL — TG, 4. Baixa liberagdo VLDL — TG, 5. Baixa
oxidacdo de gordura.
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Fonte: Retirado de Luc Tappy e Kim-Anne L&, 2010.

A frutose também pode diminuir a sensibilidade a insulina através
de alteracbes na flora microbiana do intestino ou alteracbes da
permeabilidade intestinal. A resisténcia & insulina em pacientes obesos
esta associada a marcadores de inflamagdo, como proteina C-reativa ou
citocinas pro-inflamatdrias e com inflamacéo do tecido adiposo (Grimble,
2002). Recentemente, observou-se que uma dieta hiperlipidica pode levar
a uma maior permeabilidade intestinal e alteracfes da flora bacteriana
intestinal, resultando em um aumento da concentracdo plasmatica de
lipopolissacarideos bacterianos, ou endotoxina. A endotoxinemia, por sua
vez, ativa vias inflamatorias e prejudica acdo da insulina, levando ao
desenvolvimento de resisténcia a mesma (Cani et al., 2008).

1.4 EFEITOS DA FRUTOSE NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Mais recentemente, tem se observado um crescente interesse nos
potenciais efeitos secundarios da frutose sobre o sistema nervoso central
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(SNC) (Lakhan e Kirchgessner, 2013), com evidéncias de que o0s
disturbios metabdlicos, tal qual diminuicdo das respostas a insulina nos
tecidos periféricos, podem afetar a sinaliza¢do insulinica no cérebro e
contribuir para prejuizo cognitivo e alteracdes na plasticidade sinaptica
(Costello et al., 2012).

A insulina, produzida pelas células beta pancreéticas, regula a
utilizacdo de glicose na periferia e no metabolismo de lipideos e proteinas.
A acdo da insulina é mediada pelo receptor de insulina (IR). O IR é uma
proteina de membrana da familia de receptores de tirosina cinase
compreendida de duas subunidades alfa e beta que também é largamente
expressa no cérebro (Schulingkamp et al., 2000; Zhao e Alkon, 2001). Os
IRs no cérebro estdo localizados principalmente no hipocampo (uma das
areas mais relevantes envolvidas na meméria e na aprendizagem), mas
também no bulbo, cértex cerebral, hipotdlamo, cerebelo e plexo cordide
(Zhao et al., 1999; Palleria, 2016). A insulina pode atravessar a barreira
hematoencefélica (BHE) por um mecanismo de transporte via receptor,
sendo que um numero crescente de fungBes ndo metabdlicas para a
insulina no SNC estdo sendo descobertas (Banks et al., 2012). Neste
sentido, a resisténcia a insulina é caracterizada pela redugdo da
capacidade de resposta dos tecidos-alvo a sinalizacdo de insulina. Essa
resisténcia diminui a permeabilidade da insulina através da BHE, e
consequente reducédo da sinalizagdo da insulina no cérebro (de la Monte
et al., 2009).

A atividade de insulina no SNC é mediada pela via do
fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K)/AKT e Ras/Proteina Quinase ativada
por Mitogénio (MAPK). Ativada a PI3K, ha uma ativacdo da AKT, que
fosforila varios substratos bioldgicos, incluindo glicogénio sintase cinase
3beta(GSK-3beta) (Tokutake et al., 2012). A ativacdo da via PI3K/AKT
regula varias proteinas envolvidas no metabolismo da insulina através da
ativacdo da mTOR. A via de sinalizagdo através de mTOR esté envolvida
na proliferacdo celular, memoria e aprendizagem (Russo et al., 2012). A
via MAPK esté envolvida no crescimento celular e sinptico, assim como,
na reparacdo e manutencdo celular (Lizcano e Alessi, 2002).

O papel da sinalizacdo neuronal da insulina na plasticidade
sinaptica e em processos de aprendizagem e memdria esta esquematizado
na figura 8. Simplificadamente a imagem ilustra alguns dos mecanismos
pelos quais a sinalizacdo de insulina prejudicada afeta a plasticidade e a
funcdo da sinapse (De Felice; Benedict, 2015). Em condicbes fisiologicas,
os receptores de insulina (IRs) estdo presentes nas sinapses e a
fosforilacdo dos IRs e Akt reflete na sinalizacdo adequada da insulina,
que esta ligada fosforilacdo de GIuA1 e presenca de GIuUN2B nas sinapses,
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favorecendo a funcdo das sinapses e a formacdo da memoria. Em
condicdes patoldgicas como por exemplo, diabetes mellitus, ocorre uma
diminuicéo dos niveis de IRs e de fosforilagdo dos IRs e Akt, ocorrendo
uma reducdo da sinalizacdo da insulina, que em ultima instancia leva a
plasticidade e funcdo de sinapses prejudicadas (Grillo et al., 2015).

Figura 8 - O papel chave dos receptores de insulina na memoria. A sinalizacéo
fisiologica da insulina, atua em processos de plasticidade sinéptica e aprendizado,
quando essa sinalizagdo tem interferéncias esses processos séo prejudicados.
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Fonte: Retirado de De Felice & Benedict, 2015.

Diversos estudos sugerem que o consumo de frutose, em
concentracOes entre 35 até 60% da energia vindo a partir deste carboidrato
simples, induzem prejuizos no aprendizado e memaria de roedores (Ross
et al., 2009; Hsu et al., 2014), sendo que 0s principais mecanismos
subjacentes reportados estdo relacionados a (i) alteragdes na sinalizagdo
insulinica hipocampal, nos niveis do fator de crescimento semelhante a
insulina 1 (IGF-1) e do fator neurotrofico derivado do encéfalo (BDNF)
(Ross et al., 2012), (ii) reducdo da neurogénese hipocampal (van der
Borght et al., 2011) e (iii) aumento nos marcadores neuroinflamatorios
(Hsu et al., 2014). Estes achados séo de particular importancia uma vez
gue o hipocampo é necessario para diversas formas de aprendizagem e
memoria e diversas linhas de evidéncia indicam que a sinalizacdo da
insulina neuronal facilita as memorias dependentes do hipocampo (Park,
2001). De fato, diversos estudos sugerem que a resisténcia a insulina
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periférica e 0 DM2 sdo associados com déficits na memoria declarativa
dependente do hipocampo (Convit, 2005; Messier, 2005). Nao obstante,
o aprendizado de uma tarefa espacial no labirinto aquatico €
correlacionado com a ativacdo da via de sinalizagdo da insulina no
hipocampo de roedores (Zhao et al., 1999; Dou et al., 2005). Ademais, a
infusdo de insulina diretamente no hipocampo potencializa o desempenho
em uma variedade de testes cognitivos, sendo que estes efeitos ndo séo
observados em modelos animais de diabetes. (Moosavi et al., 2006,
2007). Além destes efeitos sobre o aprendizado e a memoria, a frutose
também parece afetar os processos de neurogénese, como demonstrado
no hipocampo e no nicleo do trato solitario (van der Borght et al., 2011;
Rafati et al., 2013). Van der Borght e colaboradores (2011) demonstraram
que quatro semanas de consumo de solucdo de frutose (23%) reduziu
significativamente a neurogénese hipocampal, enquanto que o consumo
de glicose ndo apresentou nenhum efeito.

Ainda, varios fatores ambientais sdo propostos com fatores
associados ao risco de desenvolvimento de depressdo e ansiedade. A
dieta, por exemplo, tem sido sugerida como um fator de risco contribuinte
para essas condi¢Bes. No geral, dietas saudaveis, que sao relacionadas ao
consumo de alimentos menos processados, tém sido associadas com
efeitos protetores, enquanto a adesdo ao padrdo alimentar ocidental é
proposto para aumentar o risco de desenvolver esses disturbios
psicoldgicos (Weng; Jacka, 2010). Reddy e colaboradores demonstratam
que uma dieta rica em frutose (65%), pelo periodo de oito semanas,
aumentou o nivel de ansiedade dos animais em relagdo aos controles no
teste do campo aberto, resultados similares foram encontrados no teste da
caixa claro/escuro, com um comportamento tipo hiperansioso dos
roedores. Por conseguinte, a coadministragdo de Resveratrol ou
Metformina, nos grupos com dieta rica em frutose, diminuiram o0s
sintomas de ansiedade dos animais avaliados (2016).

1.5 MODELOS EXPERIMENTAIS DE DIETAS RICAS EM FRUTOSE
E ALTERACOES COMPORTAMENTAIS

Diversos grupos de pesquisa vém avaliando os impactos de dietas
ricas em frutose sobre o comportamento dos animais, sendo avaliadas a
funcdo cognitiva e alteragBes emocionais. As pesquisas no geral
relacionam essas alteracdes com doengas metabdlicas como DM2 e
sindrome metabolica. A tabela 1 resume algumas das principais
evidéncias cientificas relacionadas ao consumo de frutose e a prejuizos
cognitivos e alteragcGes emocionais obtidas em estudos pré-clinicos.



Tabela 1 - Evidéncias experimentais relacionando dietas ricas em frutose com alteragdes comportamentais em estudos pré-clinicos.

Animais - Teste AlteracGes Duracéo Concentragéo Ano Autores
Linhagem da dieta de Frutose %
C57BL / 6 Machos Labirinto Prejuizo de 8 semanas 15% 2015 | Cisternas et al.
aquatico de memoria espacial
Morris
Sprague-Dawley(Ratos) Labirinto Prejuizo de 8 meses 10% 2014 | Hui-Wen et at.
Machos aquatico de memoria espacial
Morris
Sprague-Dawley(Ratos) Labirinto Prejuizo meméria 9 semanas 55% 2017 Woodie et al.
Machos aquatico de espacial e trabalho
Morris
Sprague-Dawley(Ratos) Labirinto Prejuizo de 19 semanas 60 % 2009 Ross et al.
Machos aquatico de memoria espacial
Morris
Sprague-Dawley(Ratos) Campo Aberto Aumento do 8 semanas 65 % 2016 Reddy et at.
Machos comportamento
ansiogénico
Wistar Machos Labirinto em Cruz Aumento do 10 semanas 55% 2015 Harrell et al
elevado comportamento
ansiogénico

Fonte: Elaborado pela autora.
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Com base na Tabela 1 é possivel notar que os protocolos
experimentais empregam a exposicdo a frutose por um periodo médio de
8-10 semanas, contudo, as faixas de concentragdo da mesma variam
bastante, entre 10 e 65%, sendo a maioria dos estudos realizados em ratos.
Outro importante viés é que poucas pesquisas acabam utilizando animais
fémeas. E importante ressaltar que as mulheres sdo mais afetadas por
depressdo e obesidade concomitantemente, como ja foi citado
anteriormente. De fato, um aspecto marcante da maioria dos transtornos
de ansiedade e depressdo é a maior incidéncia em mulheres do que em
homens. Além disso, as diferengas de género no metabolismo de
farmacos psicotropicos e depuracao dos mesmos podem ter efeitos diretos
sobre a eficéacia dos tratamentos farmacolégicos nos transtornos mentais
em mulheres. Fatores bioldgicos, hormonais e culturais podem contribuir
para diferencas de género em alguns transtornos e a eficicia especifica
das intervencdes farmacoldgicas. A pesquisa basica em animais pode
ajudar a determinar o grau em que esses recursos sdo causados por
diferencas na fisiologia cerebral (Palanza, 2001). Dada a preponderancia
das diferencas sexuais em muitos aspectos dos transtornos de ansiedade e
depressdo, é surpreendente descobrir qudo poucos estudos em animais
consideraram o género como uma fator para depressdo e transtornos de
ansiedade. Aproximadamente 90% dos estudos em animais utilizando
drogas serotoninérgicas e comportamentos semelhantes a ansiedade,
utilizaram machos exclusivamente em suas analises. Claramente, essa
deficiéncia atrasou o progresso para uma compreensao dos processos que
contribuem para transtornos de ansiedade e depressdéo e muito
provavelmente, impediu o desenvolvimento de tratamentos (Fuchs and
Fligge, 2006). Assim, com base nas evidéncias supracitadas, a presente
proposta objetiva avaliar as alteracbes metabdlicas e comportamentais,
i.e., cognitivas e emocionais, induzidas pelo consumo crénico de frutose
em camundongos Swiss. Afim de analisar diferentes variaveis
possivelmente envolvidas nesse contexto, sdo utilizados camundongos
machos e fémeas, assim como, duas concentragdes diferentes de frutose
na dieta dos animais (i.e., 15% e 30%). Essa padronizacéo é relevante pois
compara alteracdes comportamentais e metabdlicas dos diferentes
géneros e diferentes concentragcbes de frutose, com o objetivo de
identificar as alteracbes especificas e caracteristicas de cada
administracéo.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar, em camundongos Swiss machos e fémeas, as
alteracGes metabdlicas e comportamentais induzidas pela administragcdo
cronica de diferentes concentracoes de frutose (i.e., 15% e 30%).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliacdo de parametros metabdlicos:

a. Acompanhar o ganho de peso, do perfil de ingestdo
hidrica e quantificacdo de ingestdo calorica ao longo dos
tratamentos;

b. Avaliar a acdo da insulina, por meio do teste de tolerancia
a glicose;

c. Mensurar a concentracdo plasmatica de triglicerideos e
colesterol;

d. Avaliar da reatividade vascular em camundongos tratados
com frutose.

2. Avaliacdo de parametros comportamentais:
a. Memoria de curto prazo no teste labirinto em T;
b. Exploragdo espontanea no teste do campo aberto;

c. Memoria espacial de curto prazo no teste do
reconhecimento de objetos;

d. Comportamento exploratério e “emocional” no teste
do labirinto em cruz elevado;

e. Comportamento tipo depressivo no teste de suspensdo
pela cauda;

f. Avaliagdo de autocuidado e comportamento
motivacional no teste de borrifagem de sacarose;

g. Avaliagdo do possivel efeito antidepressivo da
fluoxetina, nos testes de comportamento tipo
depressivo.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Os animais foram mantidos no Biotério do Laboratério de
Neurociéncias e Comportamento, localizado no Departamento de
Ciéncias Fisiologicas CCB/UFSC. Projeto aprovado pelo CEUA,
Protocolo: 3026310817.

Foram utilizados camundongos adultos machos e fémeas (3-4
meses ao inicio dos experimentos) da linhagem Swiss pesando entre 30 e
40g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa
Catarina. Os animais foram alojados em gaiolas plasticas (42 x 34 x 17
cm), com condicdo controlada de temperatura (23 + 1°C) e luminosidade
(ciclo claro/escuro de 12 horas, fase clara das 06:00 as 18:00 h), e com
livre acesso a agua e comida. Foram mantidos no maximo 10 (dez)
animais por gaiola-moradia, de acordo recomendac@es do Guia Brasileiro
de Criacdo e Utilizacdo de Animais para Atividades de Ensino e Pesquisa
Cientifica do CONCEA (Resolugdo Normativa 13, 2013).

3.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Desenho experimental I: Camundongos adultos machos e fémeas da
linhagem Swiss, entre trés e quatro meses de idade ao inicio dos
experimentos, foram divididos em quatro grupos experimentais. Os
animais receberam, por 8 semanas, agua potavel (filtrada) ou agua potavel
contendo frutose (na concentragdo de 15% peso/volume) (Synth,
Diadema, SP, Brasil) ad libitum. Os animais foram mantidos em suas
gaiolas-moradia. Durante todo esse periodo foi mensurado,
semanalmente, o peso dos animais e a ingesta liquida e calérica. Ao final
do periodo de oito semanas, ainda sobre influéncia dos tratamentos acima
mencionados, 0os animais foram submetidos a uma bateria de testes
comportamentais, composta pelos testes do campo aberto e
reconhecimento de objetos (dias 1 e 2), teste do Labirinto em T (dia 3),
testes da borrifagem de sacarose e suspensao pela cauda (dias 4 e 5) e 0
teste do labirinto em cruz elevado (dia 6). Um dia ap6s o Gltimo teste
comportamental, foi realizado o teste de toleréncia a glicose, para
avaliacdo da acdo da insulina. E no dia seguinte, 0s animais, em jejum
caldrico de seis horas, foram anestesiados com uma mistura de cetamina
(80 mg/kg; i.p.) e xilazina (10 mg/kg; i.p.) e o sangue foi coletado por
puncdo cardiaca para a determinacdo da concentracdo plasmatica de
triacilglicerdis e colesterol.
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Figura 9 - Desenho experimental |. Linha do tempo do cronograma de tratamento
com a concentracdo de 15% frutose. Os animais receberam a frutose na dgua de
beber pelo periodo de 8 semanas. Finalizado o periodo de tratamento, foram
realizados os testes comportamentais, na semana 9 o teste de tolerancia a glicose
e demais coletas plasmaticas foram feitas, finalizando com a eutanasia.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Desenho experimental IlI: Camundongos adultos machos e fémeas da
linhagem Swiss, entre trés e quatro meses de idade ao inicio dos
experimentos, foram divididos em 4 grupos experimentais. Os animais
receberam, por oito semanas, dgua potavel (filtrada) ou agua potavel
contendo frutose (na concentragdo de 30% peso/volume) (Synth,
Diadema, SP, Brasil) ad libitum. Os animais foram mantidos em suas
gaiolas-moradia. Durante todo esse periodo foi mensurado,
semanalmente, o peso dos animais e a ingesta liquida e caldrica. Ao final
do periodo de oito semanas, ainda sobre influéncia dos tratamentos acima
mencionados, os animais foram submetidos a uma bateria de testes
comportamentais, composta pelos testes do campo aberto e
reconhecimento de objetos (dias 1 e 2), teste do Labirinto em T (dia 3),
testes da borrifagem de sacarose e suspensao pela cauda (dias 4 e 5) e 0
teste do labirinto em cruz elevado (dia 6). Foi realizado, ainda, tratamento
com fluoxetina, 10 mg/kg i.p., 60 minutos antes dos animais do grupo
frutose serem avaliados nos testes de comportamento tipo depressivo (0
grupo de animais tratados com fluoxetina foram posteriormente
eutanasiados ap0ds o teste comportamental). Um dia ap6s o Gltimo teste
comportamental, foi realizado o teste de toleréncia a glicose, para
avaliacdo da acdo da insulina. E no dia seguinte, os animais, em jejum
caldrico de seis horas, foram anestesiados com uma mistura de cetamina
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(80 mg/kg; i.p.) e xilazina (10 mg/kg; i.p.) e o sangue foi coletado por
puncdo cardiaca para a determinacdo da concentracdo plasmatica de
triacilglicerdis e colesterol. Uma parte dos animais foram destinados para
anélise da reatividade vascular.

Figura 10 - Desenho experimental |. Linha do tempo do cronograma de
tratamento com a concentragdo de 30% frutose. Os animais receberam a frutose
na agua de beber pelo periodo de 8 semanas. Finalizado o periodo de tratamento,
foram realizados os testes comportamentais, na semana 9 o teste de tolerancia a
glicose e demais coletas plasmaticas foram feitas, finalizando com a eutanasia.

X : a) Agua de beber (filfrada) b) Frutose 30 %
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Fonte: Elaborado pela autora.
3.3 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os animais foram transportados a sala de experimentos climatizada
para ambientacdo de 1 hora antes do inicio de todos os experimentos
comportamentais, realizados durante a fase clara do ciclo (9:00 — 16:00h).
Apos cada experimento os aparatos foram limpos com etanol 10%.

3.3.1 Teste de reconhecimento de objeto

Protocolo Experimental: O teste de reconhecimento de objetos, para
avaliar a memoria de curto prazo dos camundongos, foi realizado de
acordo com Leger et al. 2013. O aparato utilizado foi um campo aberto
de 50cm de largura x 50 cm de profundidade x 40 cm de altura. Um dos
objetos era de plastico, com 5 cm de altura e 2,5 cm de largura, sendo uma
peca de lego. Outro objeto era de madeira, com 4 cm de altura e 2 cm de
largura, peca de brinquedo. O procedimento consistiu em uma sessao de
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habituagdo ao campo aberto com dura¢do de 5 minutos, na qual o animal
foi colocado na caixa para livre exploracdo. Apos 24 horas, 0s animais
foram reexpostos ao campo aberto por 5 minutos, contudo nesta
apresentacdo (treino) dois objetos idénticos foram apresentados aos
animais. Neste momento, foi registrado o tempo de exploracdo de cada
um dos objetos colocados na caixa. Depois do treino os animais
retornaram a sua caixa moradia e aguardaram até o momento do teste, 180
minutos apds o treino. No momento do teste, porém, um dos objetos foi
trocado. Neste momento registrou-se, novamente, o tempo de exploracéo
de cada um dos objetos. Os seguintes comportamentos foram
considerados como exploracdo do objeto: cheirar, tocar ou observar o
objeto a menos de 1 cm de distancia. Este tempo de exploragdo dos
objetos foi utilizado para o calculo do indice de localizagdo de objetos, 0
qual foi utilizado como pardmetro de memdria (Leger et al., 2013).

3.3.2 Teste da alternancia forcada

Protocolo Experimental: O teste de alternancia forgada foi conduzido
usando um labirinto em T simétrico, feito de madeira pintada de preto.
Cada brago do labirinto em T tinha 30 cm de comprimento, 9 cm de
largura e 12 cm de altura, e a parede no final de cada brago era marcada
com um padrdo preto e branco diferente. Para reduzir a ansiedade nos
animais, a luz na area de teste foi reduzida para 30 + 5 lux. O protocolo
para o teste de alternancia forgada foi adaptado de Wolf e colegas (2016).
O teste consistiu em um teste de amostragem de 5 min (T1) seguido por
um ensaio de recuperagdo de 5 min (T2). Em T1, o animal foi colocado
no final do brago inicial, de frente para a parede e longe do centro. O
camundongo foi entdo liberado para explorar dois bragos do labirinto em
T, enquanto a entrada no terceiro braco foi bloqueada. Ap6s o periodo de
treino (T1), o animal foi devolvido & sua gaiola de origem por um
intervalo de 30 minutos. Em T2, o bloco no brago 3 foi removido, € 0
camundongo foi novamente colocado no braco inicial e, em seguida,
permitindo o acesso a todos os trés bracgos do labirinto. Para minimizar a
presenca de trilhas olfativas, os objetos foram cuidadosamente limpos
com etanol a 10% apds cada experimento. O nimero de entradas (definido
pela colocacdo das quatro patas em um brago) e o tempo gasto em cada
braco foram registrados. Tempo no brago novo [%] foi definido como o
tempo gasto no novo brago dividido pelo tempo gasto em todos os bragos
durante o teste (T2). A alternancia forcada [%] foi definida como a
porcentagem de camundongos entrando primeiro no novo brago durante
0T2.
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3.3.3 Teste de Suspensao pela Cauda

Protocolo Experimental: O teste da suspensdo pela cauda foi
desenvolvido por Steru e colaboradores (1985) baseado na premissa que
um animal submetido a uma situacdo estressante e inescapavel apresenta
dois tipos de comportamentos alternados: a agitacdo, caracteristica da
tentativa de escape da situacdo de estresse, e a imobilidade. Este padréo
de comportamento também pode ser chamado de “searching-behavior”,
caracterizado pela alternéncia de intensa atividade motora e gasto de
energia com a imobilidade (Steru et al., 1985). Neste sentido, farmacos
antidepressivos comumente utilizados na clinica sdo capazes de reduzir o
tempo de imobilidade de animais submetidos ao teste da suspensao pela
cauda (Steru et al., 1985; Mantovani et al., 2003). Os animais foram
colocados em uma sala, com controle de ruidos, onde foram suspensos a
30 cm acima do chdo por meio de uma fita adesiva presa na ponta da
cauda e em uma superficie plana. O teste foi registrado, com o auxilio de
uma camera de video, durante um periodo de 6 min. O tempo de
imobilidade foi analisado de forma que foram considerados imoveis 0s
animais que ndo apresentaram movimentos ativos ou qualquer
movimento corporal. Foram observados o tempo para a primeira
imobilidade (laténcia) e o tempo total de imobilidade.

3.3.4 Teste da Borrifagem de Sacarose (Splash Teste)

Protocolo Experimental: Este teste seguiu o protocolo descrito por
Isingrini et al. (2010), com modificacbes. Os indicios de falta de
autocuidado e comportamento motivacional sdo considerados como
comportamentos do tipo depressivo (Moretti et al., 2015). Os animais
foram isolados 1 hora antes do teste. Um pulverizador contendo 10% de
solucdo de sacarose foi pulverizado no revestimento dorsal do
camundongo em sua gaiola doméstica. A solugdo de sacarose suja o
animal e induz o comportamento de limpeza. Apés a aplicacdo da solucéo
de sacarose, € realizado o registro do tempo de autolimpeza (grooming)
por um periodo de 5 minutos, como indice de autocuidado e
comportamento motivacional. A proporgdo de tempo gasto no grooming
(grooming / 5 min) foi calculada. Foram analisados os seguintes
parametros: Tempo de autolimpeza e laténcia até o primeiro
comportamento de autolimpeza.
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3.3.5 Labirinto em cruz elevado

Protocolo Experimental: Este modelo baseia-se no conhecimento de
gue roedores evitam locais abertos e elevados. Quando neles confinados,
mostram sinais de medo — congelamento, defecagdo e micgéo — e aumento
da concentracdo plasmatica do horménio de estresse, corticosterona. O
roedor explora ambos os bragos, abertos e fechados, mas tipicamente
entrara com maior frequéncia e permanecera por mais tempo nos bragos
fechados. Uma maior intensidade de ‘“ansiedade” equivale a menor
preferéncia por bracos abertos. Este teste representa um importante
instrumento de pesquisa na area experimental para estudos de
comportamentos relacionados a ansiedade, em especial na andlise do
efeito farmacoldgico de novas drogas (Lister, 1987). O aparato para
camundongos, feito de acrilico transparente, consistiu de dois bracgos
abertos (18 x 6 cm), opostos a dois bracos fechados (18 x 6 x 6 cm),
elevados 60 cm acima do chdo. A area de juncdo dos quatro bracos
(plataforma central) media 6 x 6 cm. Cada animal foi individualmente
colocado na plataforma central de frente para o um brago fechado e foram
observados durante um periodo de 5 min. Foram analisados os seguintes
pardmetros: o nuimero de entradas nos bracos abertos e nos bragos
fechados, o tempo de permanéncia nos bragos abertos e nos bragos
fechados (foi considerada uma entrada quando as quatro patas do animal
estiverem no interior do braco). Estes dados foram utilizados para calcular
a porcentagem de entradas nos bracos abertos [%EA: entradas nos bragos
abertos / (entrada nos bracos abertos + entradas nos bragos fechados];
porcentagem de permanéncia nos bracgos abertos [%TA: tempo nos bragos
abertos / (tempo nos bracos abertos + tempo nos bracos fechados]. Além
disso, foi utilizado o numero total de entradas nos bracos fechados como
uma medida de locomocao

3.4 ENSAIOS METABOLICOS E CARDIOVASCULARES
3.4.1 Determinacdo de parametros plasmaticos

A quantificacdo da concentragdo de triacilglicerdis e colesterol no
plasma dos camundongos foi realizada utilizando reagentes comerciais
(Gold Analisa, Belo Horizonte, MG, Brasil), seguindo as especificacdes
do fabricante. O teste de tolerancia a glicose iniciou com os animais
passando por 6 horas de jejum. Em seguida os valores basais da glicemia
dos animais foram aferidos, por meio de puncdo de uma gota de sangue
pela cauda dos mesmos. Apos essa etapa, foi administrada a glicose na
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concentracdo de 2g/kg de peso, por meio da via intraperitoneal. As
analises foram aferidas nos tempos: 15 min, 30 min, 60 min e 120 minutos
apos a administracdo de glicose. As analises pelas amostras de sangue
foram feitas com tiras reagentes de glicose por meio de glicosimetro G —
Tech Free Lite.

3.4.2 Avaliacdo da Reatividade Vascular

Para a avaliacdo da pressdo arterial os camundongos machos e
fémeas, referentes ao protocolo experimental com frutose 30%, foram
anestesiados com cetamina/xilazina (90/15 mg/kg), injetada por via
intramuscular, e posicionados em decubito dorsal sobre uma plataforma
metalica aquecida a 37°C. Para evitar a formacdo de coagulos foi
administrada por via intraperitoneal 10 U1/100 uL de heparina sédica. Em
todos os experimentos, a veia femoral esquerda foi dissecada para a
inser¢do de uma agulha acoplada a uma céanula de polietileno e a uma
seringa. Esse acesso venoso foi a via de administracdo das drogas
utilizados para avaliacdo da reatividade vascular. A prevengdo da
formacéo de codgulos e da obstrucdo das canulas foi feita pela injecdo de
30 UI de heparina sodica diluida em 40 puL de PBS, através da canula
implantada. Ap6s a anestesia, e verificagdo de auséncia de reflexo
palpebral e doloroso, a artéria carétida esquerda foi localizada, e
cuidadosamente separada do nervo vago e dos tecidos adjacentes. O fluxo
sanguineo da carétida foi interrompido na extremidade distal através de
ligadura com fio de sutura, enquanto o fluxo da extremidade proximal foi
temporariamente interrompido através de compressdo com uma pinga
curva. Um pequeno corte foi realizado na regido medial da porcgdo da
artéria carotida, servindo como via de insercdo de um cateter de

polietileno (Angiocath®, n° 24), devidamente heparinizado. O cateter foi
firmemente amarrado a artéria e conectado ao transdutor de pressao
(Mikro-Tip®, Millar Instruments, Inc., Huston, Texas, EUA) acoplado a
um amplificador e analisador Powerlab 8/30 (AD Instruments Pty Ltda.,
Castle Hill, Australia). Os registros da pressdo arterial média (PAM)
foram avaliados e analisados em silico (sistema operacional Windows

XPTM, Microsoft Corporation, EUA) por um software de integracdo

Chart7 ™™, A reatividade vascular foi avaliada pela administracdo de 3
doses consecutivas de angiotensina Il (2,63; 7,88 e 23,63 ng/kg) e duas
doses de nitroprussiato de sodio (2,4 e 24,0 pg/kg). Para empurrar o
volume apds a administragdo de cada uma das drogas, foi injetado 35 pl
de salina 0,9% por meio de uma seringa BD. Entre a inje¢do de uma droga
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e a outra, foi respeitado o intervalo para o reestabelecimento dos valores
de pressao arterial média. A reatividade vascular foi obtida calculando-se
a diferenca entre 0 pico méaximo de variagdo promovido pelas drogas
vasoativas do seu valor basal antes da administracdo destas mesmas
drogas (D da PAM). Os resultados foram expressos como a média = EPM
da variagdo do D da PAM de seis animais por grupo experimental.

3.4.3 Analises de western blott

Os camundongos foram eutanasiados por overdose de anestésicos
quimicos ap6s o término dos tratamentos com frutose, e o leito
mesentérico fora removido. As amostras foram rapidamente congeladas
em nitrogénio liquido, homogeneizadas em tampao de lise gelado T-PER
(78510, Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL, EUA), coquetel
inibidor de protease (P8340, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA),
ortovanadato de sédio (200 mM) e fluoreto de fenilmetanossulfonilo (200
mM), centrifugado a 10000 g e o sobrenadante foi recolhido para
determinacdo da concentracdo proteica e preparacdo para eletroforese.
Quantidades iguais de amostra (80 pg de proteina) foram separadas
eletroforeticamente usando eletroforese em gel de poliacrilamida
desnaturante a 10% (SDS-PAGE). Posteriormente, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose usando um aparelho Mini
Trans-Blot Cell conectado a uma fonte de alimenta¢do PowerPac ™ HC
(ambas da Bio-Rad, CA, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. A
membrana foi bloqueada com albulmina (BSA) a 5% em TBST a 0,05%
por 1 h em temperatura ambiente e entdo submetida a imunotransferéncia
com anticorpos primarios anti-p-actina (A3854, 1: 40000, Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, EUA) e anti -AT1 (sc-1173, 1: 250, Santa Cruz, CA, EUA)
em tampdo de bloqueio a 4 ° C durante a noite. Apds a lavagem, as
membranas foram incubadas com anticorpos secundarios ligados a
peroxidase com diluigdo 1: 5000 (Cell Signaling Technology, Danvers,
MA, EUA, durante 1 h a temperatura ambiente). As membranas foram
expostas a substrato de HPR (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford,
IL, EUA) e o0s complexos imunes foram visualizados por
quimioluminescéncia utilizando o sistema Chemidoc MP (Bio-Rad
Laboratories). As bandas foram quantificadas por densidade &ptica
usando o software do fabricante e expressas como a razao para a -actina
representada por unidades arbitrarias.
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3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como a média + erro padrdo da
média (EPM). As comparagdes estatisticas foram realizadas utilizando o
teste t de Student, ou analise de variancia (ANOVA) de uma ou duas vias,
com medidas repetidas quando necessario. Na sessdo resultados, os testes
estatisticos realizados estdo explicitados de acordo com cada metodologia
experimental. Quando significante as ANOVAs, multiplas comparagdes
post hoc foram feitas utilizando os testes de Newman Keuls. No teste de
realocacédo de objeto e no teste do labirinto em T, o teste t de Student foi
utilizado para a determinacdo da mudancga de desempenho no teste, ou
seja, i) a avaliagdo se a % de tempo explorando o objeto trocado de lugar
diferia significativamente de um valor teérico de 50% ou ii) a avaliacdo
se a % de tempo explorando o brago novo diferia significativamente de
um valor teérico de 33%. O nivel de significAncia adotado em todos 0s
experimentos foi p < 0,05. Todos o0s testes estatisticos foram realizados
utilizando o programa Statistica® (StatSoft Inc., Tulsa, Oklahoma, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL I: PROTOCOLO DE
FRUTOSE NA CONCENTRACAOQO DE 15%

4.1.1 Campo Aberto

Os resultados deste experimento foram analisados por ANOVA de
duas vias (fatores dieta e género) e estdo representados na Figura 1.
Nenhuma diferenga estatistica foi observada entre 0s grupos
experimentais nos pardmetros analisados, sendo esses cruzamentos totais
(Fig 11a), levantamentos verticais (rearing) (Fig 11b), porcentagem de
cruzamentos centrais (Fig 11c) e porcentagem de tempo no centro (Fig
11d). Estes resultados sugerem que o consumo crénico de frutose, ndo
alterou a locomocdo espontdnea e ndo induziu comportamento tipo
ansiogénico em camundongos machos e fémeas.

Figura 11 - Teste do Campo Aberto. Foram avaliados o (A) numero de
cruzamentos totais, (B) levantamentos verticais (rearing), (C) porcentagem de
cruzamentos centrais e (D) porcentagem de tempo no centro, em camundongos
machos e fémeas. Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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4.1.2 Reconhecimento de Objetos

A ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo para o fator
género [F(1, 28) = 4,55 e p < 0,05] com relagdo ao nimero total de
cruzamentos durante a fase de treino. As comparagfes post hoc
subsequentes revelaram diferencas significativas entre os grupos macho
e fémea controles (P<0,05), mostrando um aumento na locomogéo
espontadnea de fémeas (Fig. 12a). Importante notar que nenhuma
preferéncia inata pela posicdo do objeto foi exibida entre os grupos
experimentais, como indicado pela igual exploracdo de tempo
investigando ambos os objetos durante a sessdo de treino (ou seja,
nenhuma diferenca entre o tempo gasto explorando um dos objetos,
dentro do nivel de chance, 50%, foi observado) (Fig. 12b). Ainda,
nenhuma diferenca estatistica foi identificada entre os grupos, no que se
refere a porcentagem de cruzamentos centrais (Fig. 12c). Com relag¢do ao
indice de reconhecimento do objeto, todos os grupos experimentais
demostraram aprender a tarefa, explorando os objetivos acima do nivel de
chance (50%) durante a sessdo de teste: (Controle Macho: t =3.34, df=7
e P < 0,05 e Controle Fémea: t =3.98, df =6 e P =<0,01) (Frutose
Macho: t= 3.29, df=7 e P < 0,05 e Frutose Fémea: t =2.58, df =7e P
< 0,05) (Fig. 12d). Estes resultados indicam que o consumo croénico de
frutose nesta concentracdo ndo afetou a memoria de reconhecimento de
curto prazo.
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Figura 12 - Teste do Reconhecimento de Objetos. Foram avaliados (A) o nimero
de cruzamentos totais durante a sessdo de treino, (B) indice de reconhecimento
durante a sessdo de treino, (C) o nimero de cruzamentos totais durante a sessdo
de teste e (D) o indice de reconhecimento durante a sessdo de teste. Os valores
estdo expressos em média + e erro padrdo da média. & p <0.05 comparado grupo
macho controle (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Newman
Keuls). *p<0,05 comparado aos 50% (nivel de chance) Teste t de Student.
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Fonte: Elaborado pela autora.
4.1.3 Labirintoem T

A memoria de referéncia espacial foi avaliada por meio do teste de
labirinto em T modificado. Embora o labirinto em T venha sendo
amplamente utilizado para investigar aspectos especificos da memoria de
trabalho espacial, a versdo modificada do labirinto em T, aqui utilizada,
utilizou pistas visuais orientadas espacialmente para ajudar os roedores a
explorar um novo brago anteriormente inexplorado (Santos et al., 2017).
Com relac@o ao numero total de cruzamentos totais ao longo dos bracos
do aparato, nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os grupos
na sessdo de treino (Fig. 13a) e durante o teste (Fig. 13b). Ainda, como
mostrado na Fig. 13c, com relacdo & porcentagem de tempo de
exploragdo no brago novo, todos os grupos exploraram acima do nivel de
chance (33%) nesse pardmetro (Controle Macho: t =2.38, df =7, P <
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0,05 e Controle Fémea: t =6.43, df =7 e P < 0,001) (Frutose Macho: t
=2.58, df =7 e P < 0,05 e Frutose Fémea: t =4.26, df =7 e P < 0,005),
demonstrando aprendizado da tarefa. Ademais, a ANOVA de duas vias
ndo indicou diferencas significativas entre os grupos com relacdo a
porcentagem de alternancia forcada (ou seja, a porcentagem de
camundongos entrando primeiro no novo braco durante o teste) (Fig.
13d).

Figura 13 - Teste do Labirinto em T. Foram avaliados (A) nimero total de
cruzamentos na sessao de treino, (B) nimero total de cruzamentos na sessao de
teste, (C) porcentagem de tempo no braco novo na sessdo de teste e (D)
alternancia forgada. Os valores estdo expressos em média + erro padréo da média.
*p <0.05 comparado aos 33% (nivel de chance) teste t.
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Fonte: Elaborado pela autora.
4.1.4 Teste da Borrifagem de Sacarose (Splah Teste)

A ANOVA de duas vias ndo identificou nenhuma diferenga
estatistica com relacdo a de laténcia para o comportamento de
autolimpeza (Fig. 14a). Por outro lado, quando avaliado o tempo total de
autolimpeza, a ANOVA indicou significancia do fator frutose [F(Z,
28)=17,482, p< 0,0005]. As comparacBes post hoc subseqlentes
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indicaram diferencas significativas entre os grupos macho controle e
macho frutose (P<0,05), assim como entre os grupos fémeas controle e
fémeas frutose (P<0,05), sendo que em ambos 0s casos, O conNsuMo
cronico de frutose diminuiu o tempo de autolimpeza (Fig 14b). Esse
parametro é um indice de motivacéo e autocuidado, sendo que em estudos
com modelos animais é relacionado ao comportamento do anedénico.

Figura 14 - Teste da Borrifagem de Sacarose. Foram avaliadas a (A) laténcia para
auto-limpeza, (B) tempo total de auto-limpeza. Os valores estdo expressos em
média + erro padrdo da média. #P<0.05 comparado com controle do mesmo sexo
(ANOVA de duas vi vias, seguida pelo teste post-hoc de Newman Keuls).
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Fonte: Elaborado pela autora.
4.1.5 Teste da Suspenséo pela Cauda

A ANOVA de duas vias indicou uma interacdo entre os fatores
género e frutose [F(1, 28)=4,6800, P<0,05] com relagdo ao parametro de
laténcia para a imobilidade. As comparagfes post hoc subseqiientes
revelaram diferengas significativas entre os grupos fémea controle e
fémea frutose (P<0,05) (Fig. 15a). Com relagdo ao tempo total de
imobilidade, a ANOVA indicou significancia do fator frutose [F(1,
28)=15,796, P<0,005] e também uma da interacdo dos fatores género e
frutose [F(1, 28)=19,252, P<0,005]. As analises post hoc subseqientes
revelaram diferencas significativas apenas entre os grupos fémea controle
e fémea frutose (P<0,05), sendo observado um aumento no tempo de
imobilidade em fémeas tratadas com frutose (Fig. 15b).
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Figura 15 - Teste da Suspenséo pela Cauda. Foram avaliados a (A) laténcia para
imobilidade, (B) tempo total de imobilidade. Os valores estdo expressos em
média + erro padrdo da média. #p <0.05 comparado ao grupo controle do mesmo
sexo (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Newman Keuls).
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Fonte: Elaborado pela autora.
4.1.6 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Figura 16 - Teste do Labirinto em Cruz Elevado. Foram avaliados os parametros
de (A) total de entradas no braco fechado, (B) porcentagem de tempo no aberto e
(C) porcentagem de tempo no brago aberto. Os valores estdo expressos em média
+ erro padrdo da média (ANOVA de duas vias).
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A ANOVA de duas vias ndo identificou nenhum fator significativo
com relacdo ao ndmero total de entradas no braco fechado, uns dos
parametros andlises (Fig 16a). Com relacdo & porcentagem de tempo que
0s animais permaneceram no braco aberto, a ANOVA indicou
significancia para o fator sexo [F(1, 28)=5,4809, P<0,05], todavia as
andlises post hoc subsequentes ndo identificaram diferenca entre os
grupos experimentais (Fig 16b). Por outro lado, a ANOVA ndo indicou
diferencas significativas no pardmetro de porcentagem de entradas no
braco aberto (Fig 16c). Conjuntamente, esses resultados revelam que nédo
houveram alteragcfes no comportamento exploratdrio e emocional dos
animais que receberam a dieta com a concentracdo de 15% de frutose.

4.2 ANALISES METABOLICAS
4.2.1 Teste de Tolerancia a Glicose

A ANOVA de duas vias indiciou um efeito significativo do fator
frutose [F(1, 28)=4,7232, P<0,005], do fator repeticio [F(4,
112)=61,173, P<0,0001], assim como, uma interacdo dos fatores
Repeticdo*Geénero [F(4, 112)=4,3275, P<0,005] e interacdo dos fatores
Repeticdo*Frutose [F(4, 112)=3,4612, P<0,05]. Contudo, na analise
ponto a ponto, por meio do teste post-hoc de Newman Keuls, em nenhum
ponto de analise foram encontradas diferencas significativas entre os
grupos macho controle e macho frutose; ou os grupos fémea controle e
fémea frutose (Fig. 17a). Quando avaliado a somatéria dos pontos, a
ANOVA identificou um efeito significativo do fator frutose [F(1,
28)=4,7232, P<0,05], porém ndo foram identificadas diferencas
significativas entre os grupos quando analisados pelo teste de Newman
Keuls (Fig 17b).
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Figura 17 - Teste da Tolerancia a Glicose. Foram avaliadas (A) a curva temporal
da concentragdo plasmaética de glicose e (B) a somatdria total dos pontos
referentes ao grafico da curva temporal. Os valores estdo expressos em média +
erro padrdo da média (ANOVA de duas vias, com medidas repetidas em A).
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Fonte: Elaborado pela autora.
4.2.2 Concentragéo plasmatica de colesterol e triglicerideos

Com relagdo a concentracdo de colesterol plasméatica, a ANOVA
de duas vias identificou um efeito significativo do fator frutose [F(Z1,
28)=7,2851, P<0,05]. As subsequentes andlises post hoc identificaram
diferencas significativas entre os grupos Fémea Controle e Fémea Frutose
(P<0,05), sendo observado um aumento na concentracdo plasmatica de
colesterol em fémeas tratadas com frutose (Fig. 18a). Por outro lado, com
relacdo a concentracdo de triglicerideos plasmaticos, a ANOVA
identificou um efeito significativo do fator género [F(1, 28)=5,9356,
P<0,05], porém as analises post hoc subsequentes ndo identificaram
diferenca entre os grupos (Fig. 18b).

Figura 18 - Concentracdo plasmatica de (A) colesterol total e (B) triglicerideos.
Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. #p <0.05
comparado ao controle do mesmo sexo (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste
post-hoc de Newman Keuls).
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4.2.3 Variacao da massa corporal

Com relacdo a variacdo de massa corporal durante o tratamento
cronico com frutose, a ANOVA de duas vias ndo identificou fatores com
significancia, indicando desta forma que o tratamento por oito semanas
com uma concentracdo de 15% de frutose ndo refletiu em
significantemente em ganho de massa corporal nos animais (Fig. 19).

Figura 19 - Avaliagdo da variacdo de massa corporal (g). Os valores estdo
expressos em média + erro padrdo da média (ANOVA de duas vias).
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL II: PROTOCOLO DE
FRUTOSE NA CONCENTRAGCAO DE 30%

4.3.1 Campo Aberto

ANOVA de duas vias ndo indicou efeito significativos dos fatores
avaliados com relagdo aos parametros de cruzamentos totais (Fig. 20a),
levantamentos verticais (rearing) (Fig. 20b) e porcentagem de tempo no
centro (Fig. 20d). Contudo, na analise da porcentagem de cruzamentos
centrais (Fig. 20c), a ANOVA identificou um efeito significativo do fator
frutose (F(1, 28)=5,3446, P<0,05). Comparagdes post hoc subsequentes
indicaram diferencas significativas entre os grupos fémea controle e
fémea frutose, sendo observado uma diminuicdo na porcentagem de
cruzamentos centrais em fémeas tratadas com frutose (P<0,05). Estes
resultados sugerem que o consumo crénico de frutose induziu
comportamento tipo ansiogénico no grupo das fémeas, sem alterar a
locomocao espontéanea.
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Figura 20 - Teste do Campo Aberto. Foram avaliados o (A) ndmero total de
cruzamentos totais, (B) numero de levantamentos verticais, rearing, (C)
porcentagem de cruzamentos centrais e (D) porcentagem de tempo no centro. Os
valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. #P<0,05 comparado
com controle do mesmo sexo (ANOVA de duas vias seguido do teste de Newman
Keuls).
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Fonte: Elaborado pela autora.
4.3.2 Teste de Reconhecimento de Objetos

A ANOVA de duas vias ndo indicou efeito siginificativo para
nenhum fator com relacdo ao total de cruzamentos (Fig. 21a) durante a
fase de treino. Também deve ser notado que nenhuma preferéncia inata
pela posicdo do objeto foi exibida entre os grupos, como indicado pela
quantidade similar de tempo gasto investigando ambos os objetos durante
a sessdo de treino (ou seja, nenhuma diferenga entre o tempo gasto
explorando um dos objetos, dentro do nivel de chance, 50%, foi
observada) (Fig. 21b). Em relacdo ao nimero de cruzamentos totais na
sessao de teste (Fig. 21c), a ANOVA identificou um efeito do fator género
[F(1, 28)=14,358, P<0,001], porém as analises post hoc subsequentes
ndo identificaram diferenca entre os grupos. Por fim, com relacdo ao
indice de reconhecimento do objeto durante a sessdo de teste (Fig. 21d),
todos os grupos demostraram aprender a tarefa, explorando os objetivos
acima do nivel de chance (50%): (Controle Macho: t =9.47, df=7e P <
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0,05 e Controle Fémea: t =2.51, df =7 e P < 0,05) (Frutose Macho: t=
10.21, df=7 e P < 0,05 e Frutose Fémea: t =3.34, df =7 e P < 0,05).
Estes resultados indicam que o consumo cronico de frutose ndo afetou a
memoria de reconhecimento curto prazo.

Figura 21 - Teste do Reconhecimento de Objetos. Foram avaliados (A) o nimero
de cruzamentos totais durante a sessao de treino, (B) indice de reconhecimento
durante a sessdo de treino, (C) o nimero de cruzamentos totais durante a sessdo
de teste e (D) o indice de reconhecimento durante a sessdo de teste. Os valores
estdo expressos em média + e erro padrdo da média. *p<0,05 comparado aos
50% (nivel de chance) Teste t de Student.
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Fonte: Elaborado pela autora.
4.3.2 Labirintoem T

A ANOVA identificou um efeito significativo do fator género
[F(1, 28)=6,6736, P<0,05] nos cruzamentos totais durante a sessdo de
treino (Fig. 22a), embora as analises post hoc subsequentes nédo
identificaram diferenca entre os grupos. Com relagéo a este mesmo fator,
durante a sessdo de teste, nenhuma diferenca estatistica fora encontrada
(Fig. 22b). Quando analisado o tempo de exploracdo no brago novo na
sessdo de teste (Fig. 22c), foi observado que os grupos controles
exploraram acima do nivel de chance (33%), sendo 0s grupos controle
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(Controle Macho: t =2.37, df =7, P < 0,05 e Controle Fémea: t =3.024,
df =7 e P < 0,05). Por outro lado, os grupos tratados com dieta 30%
frutose passaram uma porcentagem de tempo menor no brago novo e que
ndo foi significativamente diferente do nivel de chance (33%) (Frutose
Macho: t =1.18 , df =7 e P > 0,05 e Frutose Fémea: t =1.27, df=7e P
> 0,05). Estes resultados indicam que o consumo cronico de frutose
prejudicou a consolidacdo da memoria de curto prazo dos animais
avaliados. Além disso, a ANOVA identificou um efeito significativo do
fator frutose [ F(1, 28)=4,8462, P<0,05] na porcentagem de alternancia
forcada, porém as analises post hoc subsequentes ndo identificaram
diferenca entre os grupos (Fig. 22d).

Figura 22 - Teste do Labirinto em T. Foram avaliados (A) nimero total de
cruzamentos na sessao de treino, (B) total de cruzamentos na sessao teste, (C)
porcentagem de tempo no brago novo na sessao de teste e (D) alternéncia forcada.
Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. *p <0.05
comparado aos 33% (nivel de chance); teste “t” de Student.
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4.3.4 Teste da Borrifagem de Sacarose (Splash Teste)

A ANOVA de duas vias identificou um efeito significativo do fator
frutose com relagdo ao parametro de laténcia para auto-limpeza [F(1,
28)=11,397, P<0,005] (Fig. 23a), porém as analises post hoc
subsequentes ndo identificaram diferenca entre os grupos experimentais.
Por outro lado, os grupos macho frutose e macho frutose tratados
agudamente com o farmaco antidepressivo fluoxetina foram comparados,
isoladamente por meio de teste “t” de Student, foi observado que o
tratamento com fluoxetina induziu uma maior laténcia para o
comportamento de autolimpeza dos animais [t=3.210 df=12, P=0,0075].
Posteriormente, quando avaliado o tempo total de autolimpeza (Fig. 23b),
a ANOVA de duas vias indicou um efeito significativo do fator frutose
[F(1, 28)=9,6704, P<0,005]. As comparagdes post hoc subseqiientes
revelaram diferencas significativas entre os grupos macho controle e
macho frutose (P<0,05), sendo que o consumo crénico de frutose induziu
uma diminui¢do no tempo de autolimpeza dos animais (Fig 23b). Ainda,
quando comparados os grupos macho frutose com macho frutose e
tratados agudamente com fluoxetina, foi observado que os animais
tratados com fluoxetina apresentaram um aumento no tempo total de
autolimpeza [t=7.012, df=12, P<0.0001].

Figura 23 - Teste da Borrifagem de Sacarose. Foram avaliados a (A) laténcia para
auto-limpeza e (B) tempo de auto-limpeza. Os valores estdo expressos em media
+ erro padrdo da média. #p <0.05 comparado com controle do mesmo sexo
(ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Newman Keuls); &p <0,05
comparado com o grupo macho frutose (teste “t” de Student).
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4.3.5 Teste da Suspensao pela Cauda
A ANOVA de duas vias ndo indicou diferencas significativas para

os fatores em relacdo a laténcia para a imobilidade (Fig 24a). Por outro
lado, quando avaliado o tempo de imobilidade, a ANOVA identificou um
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efeito significativo do fator género [F(1, 28)=6,3420, P<0,05], do fator
frutose [F(1, 28)=12,023, P<0,005] e também do fator interacdo entre
género e frutose [F(1, 28)=5,0016, P<0,05]. As analises post hoc
subsequientes revelaram diferencas significativas entre os grupos fémea
controle e fémea frutose (P<0,05), sendo observado um aumento no
tempo de imobilidade nas fémeas tratadas com frutose (Fig 24b).
Ademais, quando foram comparados separadamente os grupos fémea
frutose e fémea frutose tratados agudamente com a fluoxetina, foi
observado que o0 grupo que recebeu o tratamento com fluoxetina
apresentou uma diminuicdo no tempo de imobilidade [t=3.229, df=12,
P<0,005].

Figura 24 - Teste da Suspenséo pela Cauda. Foram avaliados a (A) laténcia para
imobilidade e (B) tempo de imobilidade. Os valores estdo expressos em média +
erro padrdo da média. #p <0.05 comparado ao controle do mesmo sexo (ANOVA
de duas vias, seguida pelo teste de Newman Keuls). &p <0,05 comparado ao
grupo fémea frutose (Teste “t” de Student).
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4.3.6 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

A ANOVA de duas vias ndo identificou nenhum fator significativo
com relagéo ao parametro de nimero total de entradas no braco fechado
(Fig 25a). Na avaliagdo da porcentagem de tempo que 0s animais
permaneceram no brago aberto, a ANOVA indicou um efeito significativo
do fator frutose [F(1, 28)=4,8133, P<0,05], todavia as analises post hoc
subsequentes ndo identificaram diferenca entre os grupos (Fig 25b). Por
fim, ndo houveram diferencas significativas com relagéo & porcentagem
de entradas no brago aberto (Fig 25c).
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Figura 25 - Teste do Labirinto em Cruz Elevado. Foram avaliados (A) nimero
total de entradas nos bragos fechados, (B) porcentagem de tempo nos bragos
abertos e (C) porcentagem de tempo nos bracos abertos. Os valores estdo
expressos em média + erro padrdo da média.
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4.4 ANALISES METABOLICAS
4.4.1 Teste de Tolerancia a Glicose

A ANOVA de duas vias identificou um efeito significativo do fator
género [F(1, 28)=18,880, P<0,0005], do fator frutose [F(1, 28)=27,654,
P<0,0001], do fator repeticdo [F(4, 112)=92,171, P<0,00001], assim
como uma interacdo dos fatores repeticdo*género [F(4, 112)=8,0567,
P<0,00001], interacdo repeticdo*frutose [F(4, 112)=11,494, P<0,0001]
e interacdo repeticdo*género*frutose [F(4, 112)=2,6936, P<0,05]. As
andlises post hoc subsequentes identificaram diferengas pontuais entre os
grupos macho controle e macho frutose, assim como entre as fémeas
controle e as fémeas frutose nos tempos 30 e 60 minutos apos a
administragdo de glicose (Fig 26a). Quando avaliado o somatdria dos
pontos, a ANOVA identificou um efeito significativo do fator género
[F(1, 28)=18,880, P<0,0005] e do fator frutose [F(1, 28)=27,654,
P<0,00001], sendo que o teste de Newman Keuls identificou uma
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diferenca entre os grupos macho controle e macho frutose (p<0,05) e uma
tendéncia entre os grupos fémea controle e fémea frutose (p<0,07) (Fig.
26b). Consequentemente, esses resultados indicam que o0 consumo
crénico de frutose (30%), causou uma intolerancia a glicose nos animais
machos e fémeas, quando comparados aos seus respectivos grupos
controle.

Figura 26 - Teste da Tolerancia a Glicose. Foram avaliadas (A) a curva temporal
da concentracdo plasmatica de glicose e (B) a somatéria total dos pontos
referentes ao grafico da curva temporal. Os valores estdo expressos em média +
erro padrdo da média. #p <0.05 comparado ao respectivo grupo controle
(ANOVA de duas vias, com medias repetidas em A, seguida pelo teste de
Newman Keuls).
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Fonte: Elaborado pela autora.
4.4.2 Concentracao Plasmatica de Colesterol e Triglicerideos

Com relagéo a concentracdo plasmatica de colesterol, a ANOVA
de duas vias identificou um efeito significativo do fator género [F(1,
28)=24,433, P<0,0005] e do fator frutose [F(1, 28)=20,751, P<0,0005]
As subsequentes analises post hoc revelaram diferencas significativas
entre os grupos fémea controle e fémea frutose, bem como entre 0s grupos
macho controle e macho frutose (p<0,05) (Fig 27a), sendo observado que
a frutose aumentou a concentracdo plasmatica de colesterol tanto em
machos quanto em fémeas. Com relacdo & concentracdo plasmaética de
triglicerideos, a ANOVA identificou um efeito significativo do fator
frutose [F(1, 28)=74,298, P<0,00005], sendo que as andlises post hoc
subsequentes identificaram diferenga entre os grupos fémea controle e
fémea frutose, bem como entre os grupos macho controle e macho frutose
(p<0,05), sendo observado que a frutose aumentou a concentragdo
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plasmatica de triglicerideos tanto em machos quanto em fémeas. (Fig
27h).

Figura 27 - Concentracéo plasmatica de (A) colesterol total e (B) triglicerideos.
Os valores estdo expressos em média + erro padrdo da média. #p <0.05
comparado ao controle do mesmo sexo (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste
post-hoc de Newman Keuls). #p <0.05 comparado ao controle do mesmo sexo
(ANOVA de duas vias, seguida pelo teste post-hoc de Newman Keuls).
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Fonte: Elaborado pela autora.
4.4.3 Variagao da Massa Corporal

A ANOVA de duas vias identificou um efeito significativo do fator
género [F(1, 28)=46,592, P<0,0005] e do fator frutose [F(1, 28)=23,310,
P<0,0005]. As subsequentes analises post hoc indicaram diferengas
significativas entre os grupos fémea controle e fémea frutose, bem como
entre os grupos macho controle e macho frutose (p<0,05) (Fig. 28). Em
sintese, 0 consumo crbnico de frutose aumentou o ganho de massa
corporal em ambos 0s grupos, fémeas e machos, quando comparados aos
seus controles.
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Figura 28 - Avaliacdo da variagdo de massa corporal (g). Os valores estdo
expressos em média + erro padrdo da média (ANOVA de duas vias). #p <0.05
comparado ao controle do mesmo sexo (ANOVA de duas vias, seguida pelo teste

de Newman Keuls).
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.5 ANALISES CARDIOVASCULARES
4.5.1 Reatividade Vascular

A reatividade vascular foi avaliada por meio da aferéncia da
variacdo da pressdo arterial média apds a administragdo de 3 doses
consecutivas de angiotensina Il (2,63; 7,88 e 23,63 ng/kg) e duas doses
de nitroprussiato de sodio (2,4 e 24,0 pg/kg). Nestes experimentos foram
utilizados seis animais por grupo experimental, sendo trés machos e trés
fémeas em cada um. Com relacdo ao desafio com angiotensina Il, a
ANOVA de duas vias identificou um efeito significativo do fator frutose
[F=44,44, P<0,0001], do fator concentracdo de angiotensina [F=41,73,
P<0,0001] e uma interacdo entre os fatores frutose e angiotensina
[F=3,45, P<0,05]. Andlises post hoc subsequentes identificaram uma
maior variacdo da pressao arterial média nos animais cronicamente
expostos a frutose, em comparagao com o respectivo grupo controle, apés
a administracdo das doses de 7,88 (P<0,01) e 23,65 (P<0,001) ng/kg de
angiotensina I, um agente vasoconstritor (Fig. 29a). Por outro lado, com
relacdo ao desafio com nitroprussiato de sodio, a ANOVA de duas vias
identificou um efeito significativo do fator frutose [F=17,62, P<0,005] e
do fator concentracdo de nitroprussiato de sddio [F=10,36, P<0,01].
Andlises post hoc subsequentes identificaram uma menor variagdo da
pressdo arterial média nos animais cronicamente expostos a frutose, em
comparagao com o respectivo grupo controle, apos a administracdo das



69

doses de 2,4 (P<0,01) e 24 (P<0,001) pg/kg de nitroprussiato de sodio,
um agente vasodilatador (Fig. 29b).

Figura 29 - Variagdo de pressdo arterial média apds a (A) administragdo de 3
doses consecutivas de angiotensina Il (2,63; 7,88 e 23,63 ng/kg) e (B) duas doses
de nitroprussiato de sodio (2,4 e 24,0 pg/kg). ¥*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001
em comparagdo com o respectivo grupo controle (ANOVA de duas vias e teste
post hoc de Newman Keuls).

A

40,
Il Controle
[ Frutose 30%

@
hnd

*k

Variacdo de Pressdo Arterial
Média (mmHg)
3 B

lel]l W

263 7.88 26.3

Angiotensina Il (ng/kg)

—
T

2.4 ug/kg 24 uglkg

>

Y
=

R
S

Média (mmHg)

Variacdo de Pressdo Arterial w
&
=

&

Nitroprussiato de Sodio

Fonte: Elaborado pela autora.
4.5.2 Expressao do Receptor AT1 no Leito Mesentérico

O imunoconteldo (densidade) do receptor de angiotensina 1, AT1,
foi aferido no leito mesentérico dos animais por meio da técnica de
western blott. A densidade 6ptica do receptor AT1 foi normalizada pela
densidade Optica da beta-actina, proteina utilizada como controle de
contetido proteico. O teste “t” de student foi utilizado para comparar as
diferencas na densidade do receptor AT1 entre os grupos frutose e
controle. Foi observado uma maior densidade do receptor AT1 no leito
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mesentérico de animais tratados com frutose em comparagdo com animais
controle (t=2,979, df=10; P<0,05) (Fig. 30).

Figura 30 - Imunocontetdo (densitometria Optica) do receptor AT1 no leito
mesentérico. *P<0,05; em comparagdo com o respectivo grupo controle (teste “t”
de student).
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5. DISCUSSAO

H& muito tempo a ciéncia reconhece que 0 consumMo excessivo de
acucar pode ser prejudicial a saide humana. John Yudkin descreveu esse
macronutriente como “puro, branco e mortal”, apds sua pesquisa
demonstrar a associacdo entre o consumo de aclcar e doencas
coronarianas (1986). Neste sentido, muitas pesquisas vém avaliando os
efeitos negativos da frutose, um tipo de aglcar, também conhecido como
acucar das frutas, um monossacarideo duas vezes mais doce que a glicose,
gue antigamente costumava ser consumido de forma equilibrada,
juntamente com fibras, vitaminas e minerais presentes nos alimentos. No
entanto, atualmente, quantidades crescentes de frutose livre sdo usadas
em dietas ocidentais, e.g., em refrigerantes, os quais contém duas vezes
mais frutose do que a glicose (Walker et al., 2014). Em 1957, com o
desenvolvimento do HFCS (xarope de milho rico em frutose), facilitou-
se a ingestdo crescente de frutose por meio de alimentos processados e
bebidas adocicadas (Douard et al., 2008). Ao longo dos anos, 0 consumo
crénico e elevado de frutose resultou em um aumento da prevaléncia de
doencas metabolicas, como obesidade e DM2. Dietas ricas em frutose sdo
conhecidas por causar estresse oxidativo, diminuir a tolerancia a glicose,
e induzir resisténcia a insulina e hipertensdo (Martinez et al., 1994; Akar
et al., 2012; Lowette et al., 2015). Ainda, 0 aumento no consumo de
frutose estd associado a alteragdes na sinalizagdo de hormonios
relacionados a regulagdo do consumo alimentar (Lindgvista et al., 2008).

A obesidade, definida pelo excesso de acimulo de gordura
corporal, est4 associada ao desenvolvimento de DM2 e é um importante
fator de risco para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares
(ahiro et al., 2019). O aumento excessivo de adipdcitos induz maior
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, como por exemplo IL-6 e TNF-
a, as quais em longo prazo culminam em um estado inflamatorio cronico,
levando a resisténcia a insulina e ao DM2 (Richardson et al., 2013). O
DM2 tipicamente ocorre em individuos com sobrepeso ou obesos. Nesta
doenga, as células beta pancreéaticas inicialmente continuam secretando
insulina, mas progressivamente o corpo se torna resistente a essa acéo,
exigindo niveis mais elevados para restaurar a homeostase da glicose
(Semenkovich et al., 2015).

Evidéncias crescentes sugerem que o0 comprometimento cognitivo
leve e a deméncia podem ser complicagcdes do DM2 (Li e Huang, 2016;
Strachan et al., 2011), bem como, a depressdo. Neste caso, a relagdo
parece ser bidirecional. Pacientes com DM2 sdo mais propensos a passar
por um episodio depressivo, assim como, pacientes depressivos sdo
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igualmente mais propensos a desenvolver DM2 (Semenkovich et al.,
2015). Neste sentido, um grande numero de estudos epidemioldgicos e
meta-analises vem indicando a associacdo entre depressdo e obesidade
como condi¢cdes médicas comumente co-ocorrentes (Mclntyre et al.,
2006; de Wit et al., 2010). Sugere-se que tanto a depressao quanto a
obesidade s&o transtornos que envolvem desregulacdo do sistema de
estresse (Bornstein et al., 2006). Os mecanismos que ligam essas duas
condicbes vem sendo extensivamente estudados, e indicam o
envolvimento da desregulacdo hipotalamica, hipofisaria e adrenal (eixo
HPA), bem como inflamacdo, estresse oxidativo e disfuncdo enddcrina
(Hryhorczuk., 2013). E bem estabelecido que a depressio é uma doenca
inflamatoria cronica. Portanto, a obesidade e transtornos depressivos sao
comuns comorbidades e tém discretas, mas sobrepostas, patologias
(Jantaratnotai et al., 2017).

Considerando tal relacdo objeto do presente estudo, i.e., associa¢do
entre 0 aumento no consumo de frutose e o desenvolvimento de
obesidade, disturbios metabolicos e cardiovasculares, bem como sua
relacio com doencas neuropsiquiatricas (e.g., depressdo e
compromentimento cognitivo), é salutar a observagéo e padronizacéo de
tais alteracdes em modelos experimentais, a fim de se investigar os
mecanismos celulares/moleculares envolvidos e, principalmente,
desenvolver estratégias, farmacolégicas ou ndo farmacoldgicas,
preventivas e terapéuticas.

Neste sentido, os primeiros resultados obtidos com o protocolo da
concentragdo de 15% de frutose, pelo periodo de oito semanas, ndo
indicaram alteracdes no aprendizado e memoéria dos camundongos, tanto
machos, quanto fémeas, nos testes do labirinto em T e reconhecimento de
objetos. Com relacdo ao comportamento emocional, ndo houveram
diferencas nos testes do campo aberto e labirinto em cruz elevado,
paradigmas experimentais que permitem uma avaliacdo do
comportamento do tipo ansiogénico ou ansiolitico. Por outro lado, no
teste da borrifagem de sacarose, paradigma de avaliacdo de
comportamento aneddnico, foram observadas alteragdes em ambos 0s
géneros, indicando um comportamento do tipo depressivo induzido pelo
consumo cronico de frutose. Ainda, no teste da suspensdo pela cauda,
também houve alteracbes, i.e., aumento do tempo de imobilidade,
indicando um comportamento do tipo-depressivo induzido pela frutose,
embora aqui fora observado apenas no grupo dos camundongos fémeas.

Steru et al. 1982 e Thierry et al. 1984, inspirados pelo de teste da
Porsolt (1981) e baseados em um conceito de "desespero
comportamental”, desenvolveram o teste de suspensdo pela cauda. Do
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ponto de vista tedrico, este teste apoia a seguinte hipdtese: um animal
normal submetido a um situacdo aversiva, alterna entre dois tipos de
comportamentos, agitagdo e imobilidade. Estes podem ser denominados
como um comportamento de busca, caracterizado por uma intensa
atividade e despesa de energia, € 0 comportamento de espera com
imobilidade e economia de energia. As sequéncias de escolha entre esses
tipos de comportamentos pode ser nomeados como uma estratégia de
busca e espera. Esses dados suportam a suposicdo de que 0s
antidepressivos modificam o equilibrio entre essas formas de
comportamento em favor da busca. Por outro lado, o teste da borrifagem
da sacarose foi desenvolvido como um indice de autocuidado e
comportamento motivacional, considerado paralelo com alguns sintomas
de depressdo, como 0 comportamento anedoénico (Willner, 2005). Em
modelos animais de depressdo, a administracdo cronica de
antidepressivos  classicos aumenta o tempo despendido neste
comportamento (Yalcin et al., 2005). Portanto mesmo que ambos os testes
avaliem o mesmo tipo de comportamento, 0s métodos e parametros de
acessar e quantificar esses comportamentos sao caracteristicos de cada
paradigma, o que pode identificar diferentes resultados dentro de um
mesmo protocolo experimental, tendo como possivel justificativa os
diferentes mecanismos relacionados a cada padrdo de comportamento.
Posteriormente, foram avaliados alguns parametros metabolicos
nestes animais expostos cronicamente a frutose na concentracdo de 15%.
Neste sentido, ndo foram observadas diferencas com relagdo ao ganho de
massa corporal e na concentracdo plasmatica de triglicerideos. Com
relacdo ao ensaio de tolerancia a uma sobrecarga de glicose, embora nao
tenham sido observadas diferencas estatisticas entre os grupos controle e
frutose, em ambos os géneros, a analise de variancia de duas vias indicou
um efeito significativo do fator frutose tanto na curva temporal, quanto
no somatorio dos pontos, demonstrando que houve um efeito da
abordagem experimental e que a frutose, na concentracdo de 15%, ja foi
capaz de induzir uma resisténcia as a¢des da insulina. Por fim, o consumo
crénico de frutose, na concentragdo de 15%, induziu um aumento
significativo na concentracdo de colesterol plasméatico apenas em
camundongos fémeas. Tracando um paralelo entre tais observacgdes
metabdlicas (i.e., aumento do colesterol plasmatico) e comportamentais
(i.e., comportamento do tipo depressivo), evidéncias clinicas e pré-
clinicas tem associado 0 aumento na concentracdo de colesterol
plasmatico, i.e., hipercolesterolemia, com a patofisiologia de transtornos
psiquiatricos, como a depressao. Nesta linha de evidéncias experimentais,
0 estudo de Strekalova e colaboradores (2015) demonstrou que
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camundongos C57BL/6J expostos durante trés semanas a uma dieta com
teor aumentado de colesterol (0,2% de colesterol) apresentaram
comportamento tipo-depressivo nos testes de suspensao pela cauda e da
natacao forgada. Por outro lado, quando a dieta com alto teor de colesterol
foi descontinuada e a dieta padrdao foi reintroduzida por dez dias
adicionais, este efeito comportamental desapareceu. Ainda, o estudo de
Engel e colaboradores (2016) demonstrou uma correlagdo significativa
entre as concentracfes de colesterol plasmatico e comportamento tipo-
depressivo em camundongos, nos testes de preferéncia pela sacarose,
borrifagem de sacarose e no teste da suspensdo pela cauda. Este estudo
relacionou tal comportamento do tipo-depressivo associado ao quadro de
hipercolesterolemia a um aumento significativo na atividade das enzimas
monoamino oxidade A e B, enzimas que metabolizam as monoaminas,
observando tal aumento no hipocampo dos camundongos
hipercolesterolémicos, bem como em cultivos neuronais expostos a LDL
humana isolada (Engel et al., 2016).

O segundo objetivo do presente estudo foi de analisar as mesmas
varidveis supracitadas, s6 que com o tratamento, pelo mesmo periodo de
tempo, com a concentracéo de frutose de 30%. A intencdo em avaliar duas
concentracdes diferentes no mesmo estudo foi de analisar e padronizar as
alteracbes metabolicas e comportamentais caracteristicas de cada
protocolo experimental, uma vez que a maioria dos estudos publicados
empregaram uma Unica concentracdo de frutose, geralmente muito mais
alta, ndo sendo possiveis as comparacfes dos efeitos dependentes da
concentragdo, pois cada estudo utilizou recursos e métodos diferentes
(Reddy et al., 2015; Harrell et al., 2016; Woodie et al., 2017). Como
esperado, na concentracdo de 30% frutose, houve mais alteracdes nos
parametros avaliados. Inicialmente, o teste do campo aberto revelou um
perfil ansiogénico das fémeas frutose quando avaliado o pardmetro de
porcentagem de cruzamentos centrais, embora ndo foram visualizadas
diferencas com relacdo a porcentagem de tempo gasto no centro do
aparato, bem como nos pardmetros de porcentagem de entradas e de
tempo de exploracdo nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado.

Bagul e colaboradores, em um estudo empregando ratos mantidos
em uma dieta rica em frutose (65%) por oito semanas, mostraram que 0s
animais desenvolveram uma condicdo pré-diabética ou sindrome
metabodlica. Esses animais foram entdo avaliados no teste do campo
aberto e foram observadas alteracGes indicativas de comportamento do
tipo ansioso (2012). Bukari e colaboradores também identificaram
comportamentos do tipo ansiogénico, em estudo que utilizou o modelo
animal para rastrear os efeitos da coocorréncia de inflamagéo decorrente
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de uma dieta com alto teor de frutose (60%) durante a gestacdo. Os
resultados indicaram que 0s comportamentos ansiosos e niveis de
citocinas pré-inflamatérias foram afetados em varios estagios do ciclo de
vida do roedor. A ansiedade da prole foi alterada durante os periodos
juvenis e adultos, como resultado da dieta materna e inflamacéo neonatal
(2018).

Como relacdo aos testes de aprendizagem e memoria, foi
observado que o consumo cronico de frutose induziu um prejuizo de
aprendizagem de meméria espacial no teste do labirinto em T, em ambos
0s géneros. Por outro, ndo foram observadas diferengas de aprendizagem
entre 0s grupos no teste de reconhecimento de objetos, indicando que o
consumo de frutose nesta concentragdo ndo foi capaz de prejudicar a
memoria de reconhecimento dos animais. O teste do labirinto em T
relaciona-se com a memoria espacial e a orientacao espacial do animal no
aparato, sendo a principal area responsavel por essa acdo o hipocampo
(Shoji et al., 2012). Da mesma forma, o hipocampo é importante para a
memoria de reconhecimento de objetos e, se houver lesdes nessa
estrutura, havera comprometimento moderado e confidvel da memdria
anterograda. Contudo, a tarefa pode ser adquirida por meio de estratégias
alternativas que envolvam outras regiGes cerebrais (Broadbent et
al. 2010).

Por fim, foi demonstrado, assim como na concentragdo de 15%,
que o consumo cronico de frutose, na concentracao de 30%, foi capaz de
induzir um comportamento do tipo depressivo em camundongos fémeas
no teste da suspensdo pela cauda, bem como em camundongos machos
no teste da borrifagem de sacarose. Neste sentido, diversos estudos
clinicos sugerem uma associacdo entre dislipidemias e transtornos
psiquiatricos, como ansiedade e depressiao (Davison e Kaplan, 2012;
Tyrovolas et al., 2009). Especificamente, a hipercolesterolemia também
parece estar relacionada com insucesso da terapia antidepressiva: com
demora na remissdo dos sintomas ou resiliéncia ao tratamento (losifescu
et al., 2005; Isingrini et al., 2010). Desta forma, foi realizada a
administracdo de aguda do farmaco antidepressivo fluoxetina, com o
intuito de avaliar a possivel reversdo dos efeitos do tipo depressivo
induzidos pela frutose. A fluoxetina ja se tornou o antidepressivo
prescrito mais eficaz do mundo (Wong et al., 2015), sendo seu mecanismo
priméario de acdo baseado na modulacdo do sistema monoaminérgico.
Neste sentido, foi demonstrado aqui que a administracdo aguda de
fluoxetina foi efetiva em reverter o comportamento do tipo depressivo
induzido pela frutose em camundongos machos no teste da borrifagem de
sacarose e em camundongos fémeas no teste da suspensdo pela cauda.
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Por outro lado, as alteracdes metabolicas na concentracao de 30%
foram ainda mais perceptiveis, sendo que 0s machos e fémeas tratados
cronicamente com frutose apresentaram intolerancia a glicose, assim
como as concentracdes de colesterol e triglicerideos aumentaram em
ambos os géneros, inclusive com aumento na variagdo da massa corporal.
Gancheva e colaboradores demonstraram gque o consumo de uma dieta
rica em gordura, ou frutose, em ratos Wistar, resultou em
comportamentos alterados sugerindo niveis elevados de ansiedade e
estados de depressdo, como evidenciado pelos resultados dos testes do
campo aberto, interacdo social e nado for¢ado (2017).

A relacdo entre depressdo e alteragdes metabdlicas vem sendo
demonstrada na literatura cientifica. Estudos anteriores confirmaram que
0 sobrepeso e obesidade sdo fatores de risco para o desenvolvimento de
depressdo (Luppino et al., 2010; Pan et al., 2012). Uher et al. descobriram
que as medidas continuas e categdricas de sobrepeso e obesidade
predizem piores resultados no tratamento dos antidepressivos (Uher et al.,
2009). Outro estudo de Khan et al. também examinou o efeito do género
e do IMC na resposta antidepressiva (Khan et al., 2007). Eles descobriram
que homens obesos ndo responderam de forma diferente ao placebo,
através da pontuacdo nas escalas de depressio HAMD e MADRS,
enquanto as mulheres obesas mostraram resposta ao antidepressivo. As
evidéncias acima sugerem que a questdo de género precisar ser avaliada
para quando se investiga o efeito da obesidade na resposta antidepressiva.
As doses de varios inibidores seletivos da recaptacao de serotonina usados
neste estudo foram encontrados comparaveis entre pacientes obesos e ndo
obesos; entretanto, homens obesos receberam significativamente menos
medicacdo por kg de peso corporal quando comparado aos homens nédo
obesos. Embora as mulheres obesas também  receberam
significativamente menos droga por kg de peso corporal, quando
comparado a mulheres ndo obesas; no entanto, a obesidade ndo moderou
a resposta ao tratamento nesta subpopulacdo, porém os niveis séricos dos
farmacos ndo foram medidos. N&o obstante, o impacto de doses mais
baixas, medidas por mg/kg, é questionavel, uma vez que existe um estudo
que indica que o IMC ndo tem influéncia sobre os niveis séricos de
antidepressivos (Unterecker et al., 2011).

Existem diferencas entre processos fisioldgicos entre homens e
mulheres, sendo que os mecanismos hormonais das mulheres parecem
atuar de forma especifica em fungdes diferentes, inclusive na resposta a
farmacos e no progresso de patologias, como por exemplo a depressao.
Um possivel mecanismo envolvido nesse processo € que as mulheres tém
niveis mais altos de estrogenos e progesterona circulantes, o que pode
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estar relacionado com o papel dos estrogénios na regulacdo do sistema
serotoninérgico, monoaminérgico, citocinas e BDNF (Hughes et al.,
2009) e resultar em um melhor efeito dos antidepressivos ISRS
(inibidores seletivos de recaptacédo de serotonina) (Bies et al., 2003;
Harris et al., 1995; Hudson et al., 1989; Yonkers et al., 1992; Khan et al.,
2007), aumentando potencialmente os efeitos destes fArmacos. Na falta
de tais hormonios circulantes, os homens podem precisar de uma dose
maior, especialmente aqueles que sdo obesos (Khan et al., 2007).

Vérios estudos apoiam a associacdo entre obesidade e a resposta
de antidepressivos. Os resultados diferenciais entre esses estudos podem
ser explicados por género, diferentes parametros medidos, diferentes
medicacdes e 0 nimero de pacientes obesos comparados para pacientes
com IMC normal. Atualmente, o mecanismo explicando a obesidade em
relacdo a resposta antidepressiva ndo esta bem estabelecida, mas um
estudo recente mostra que o polimorfismo do gene da leptina esta
associado com resisténcia a resposta a varios antidepressivos (Kloiber et
al., 2013). A observacao precedente sugere que pode haver um caminho
genético comum ligando obesidade e depressdo. Os sintomas da
depressdo incluem alteragdes no aumento ou diminui¢do do apetite.
Consequentemente, pode-se supor que o TDM pode afetar o peso corporal
dependendo da alteracdo de apetite dos pacientes. De fato, o TDM
atipico esta associado a aumento da incidéncia de obesidade, aumento da
adiposidade e aumento circunferéncia da cintura (Lasserreet al., 2014).

Contudo, o presente estudo ndo pode ser caracterizado como
modelo de obesidade ou DM2, uma vez que o desenho experimental teve
como objetivo caracterizar as alteracdes metabdlicas decorrentes do
consumo de cronico de frutose, sendo os resultados relacionados com
ambas as condicBes de forma global. Neste sentido, uma condi¢édo
relacionada a essa pesquisa € a sindrome metabolica, termo que
representa uma situacdo clinica caracterizada por um agrupamento de
fatores de risco para doencas cardiovasculares, entre eles, a hipertenséo
arterial, a dislipidemia, a obesidade visceral e disfun¢des endoteliais. Esta
positivamente associada ao aumento de risco de evento cardiovascular a
longo prazo, assim como de desenvolvimento de DM2. A presenca de
resisténcia a agdo da insulina tem sido considerada um fator
fisiopatogénico importante (Picon et al., 2006). Alguns critérios sdo
utilizados na pratica clinica para o diagndstico da sindrome, sendo eles,
glicemia de jejum, resisténcia de acdo a insulina, pressdo arterial,
circunferéncia da cintura e quadril, indice de massa corporal,
triglicerideos e colesterol (OMS e NCEP-ATP |1, 2005). Boa parte de
tais andlises foram realizadas na presente dissertacdo, sendo os resultados
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dessas alteracGes mais aparentes na concentracdo de 30% frutose, devido
ao aumento da concentracdo plasmatica de triglicerideos e colesterol,
aumento da variacdo de massa corporal, bem como intolerancia a
sobrecarga glicose, sendo que tais alteragdes metabdlicas foram
observadas em camundongos machos e fémeas. Contudo, devido a
questdo translacional de humanos para animais, ndo é possivel afirmar
que a atual pesquisa seja um modelo de sindrome metabdlica, assim como
ndo é possivel afirmar que os animais estavam obesos ou desenvolveram
DM2. Para essa finalidade, analises adicionais seriam necessarias. Em
suma, pode-se afirmar que os animais desenvolveram alteracoes
metabolicas, similares a condicdo de sindrome metabdlica.

No presente estudo foi demonstrado um prejuizo cognitivo,
avaliado no teste do labirinto em T, em camundongos machos e fémeas,
no protocolo de concentracdo 30% de frutose. Ambos o0s grupos tiveram
a memoria de curto prazo prejudicada nesse paradigma. Neste sentido, a
glicose é a principal fonte de energia do cérebro. A hiperglicemia pode
causar prejuizos na memoria de trabalho e atencdo, comprometimento
cognitivo e anormalidades na plasticidade sinaptica (Biessels et al., 1996;
Palleria et al., 2016), assim como, afetar o humor (Sommerfield et al.,
2004). Tanto a hiperglicemia cronica quanto as alteracfes agudas de
glicose no sangue parecem ser fatores importantes no desenvolvimento
de declinio cognitivo (Strachan et al., 2011). Essas evidéncias confirmam
a hipétese do presente estudo, relacionando o consumo de frutose com
alteracGes na metabolizacao da glicose e com o declinio cognitivo. Apesar
de ndo ser possivel afirmar quais 0s mecanismos envolvidos no processo,
varias evidéncias vém sendo publicadas por diversos estudos.

Trevifio e colaboradores demonstram que noventa dias de uma
dieta hipercaldrica alterou os marcadores de energia metabdlica e causou
prejuizos a memdria, avaliado pelo teste de reconhecimento de objetos.
Além disso, os animais com sindrome metabdlica mostraram diferencas
significativas na ordem dendritica, comprimento dendritico total e
densidade de espinhas dendriticas em CAL, CA3 e giro denteado, da area
do hipocampo em comparacdo com ratos controles. Os animais com
sindrome metabdlica também diminuiram a imunorreatividade a
sinaptofisina no hipocampo em comparagdo com seus controles (2017).
Este poderia ser o resultado de um alteracdo na comunicacdo neuronal,
que depende principalmente do metabolismo, particularmente da glicose.
Portanto, quando ha um desequilibrio no metabolismo da glicose, 0s
mecanismos de estresse oxidativo e inflamacdo séo ativados promovendo
morte celular neuronal por apoptose (Elenkov et al., 2008;
Adamopouloset al., 2016). Ademais, o hipocampo apresenta muitas
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conexdes aferentes e eferentes dentro do cortex cerebral. Foi demonstrado
que as projecdes do cortex entorrinal representam o principal caminho de
comunicagdo com o meio do circuito tri-sindptico no hipocampo, que
envolve o giro denteado na regido CA3. Além disso, as fibras de Schaffer,
que se comunicam com os neurdnios do regido CA1 (Witter, 1988; Nolan
et al., 2004) estdo envolvidos. Todos estas projecOes neurais estdo
envolvidas no processo de aquisicdo e armazenamento de informacdes
(Remondes e Schuman, 2002). Portanto, quando hd uma deterioracdo
estrutural nessas projecdes neuronais, ao nivel de processos dendriticos
ou espinhos dendriticos, processos cognitivos podem ser afetados
progressivamente.

Paralelamente, foi demonstrado que ratos com hiperglicemia
induzida por estreptozotocina apresentaram retracdo dendritica e reducao
da densidade da espinha dendritica nos neurdnios do hipocampo (Costa
et al., 2011; Xue et al., 2014; Lazcano et al., 2014). A hiperglicemia
desencadeia a producdo de espécies reativas de oxigénio, produtos de
glicacdo e moléculas pro-inflamatorias, que por sua vez iniciam uma série
de eventos neurodegenerativos que juntos afetam processos de
plasticidade (Sripetchwandee et al., 2016). Da mesma forma, ratos com
sindrome metabdlica induzida por consumo crdnico de frutose ou dietas
ricas em gordura, tiveram alteracdes eletrofisiologicas e reducdo da
plasticidade sinaptica no hipocampo, afetando processos cognitivos
apropriados (Cai et al., 2016; Cisternas et al.,2015; Arnold et al., 2014).

Além da hiperglicemia, outro fator bastante associado a essa
condigdo é a resisténcia a insulina, que foi um resultado apresentado no
protocolo de 30%, e um mecanismo altamente estudado na literatura.
Spinelli e colaboradores, demonstraram que a resisténcia a insulina
induzida por uma dieta rica em gordura provocou 0 comprometimento da
memoria e da formacéo de LTP, devido ao acumulo de acido palmitico e
aumento da expressdo e ativacdo de zDHHC3 (DHHC zinc finger protein)
levando a hiper-palmitoilacéo de GluA1 no hipocampo. A estimulag&o in
vitro de neurdnios do hipocampo com insulina e &cido palmitico
reproduzem as alteracGes da molécula in vivo, afetando o recrutamento
de GIluAl para a membrana sinaptica, e inibindo as correntes AMPA nas
sinapses glutamatérgicas em ambas as condi¢cGes basais e ap6s 0s
protocolos LTP (2017).

Dietas ricas em frutose sdo também relacionadas com a
dislipidemia. Em um estudo transversal do National Health and Nutrition
Examination (NHANES) entre 1999-2006, foi encontrado uma
associacao entre o consumo de agUcares adicionados na dieta e aumento
significativo nas medidas lipidicas nos niveis de triglicérideos e redugdes
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nos niveis de colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL). No
presente estudo, fémeas e machos frutose apresentaram aumento nos
niveis de triglicerideos, e como ja dito na introducdo, esse mecanismo esta
relacionado com um aumento representativo da lipogénese de novo,
devido ao consumo de frutose (Faeh et al., 2005). Além disso, a obesidade
é um importante fator de risco para a hipertensdo (Mark et al., 1999). Em
humanos, o diagnostico de hipertensdo é generalizado, mas geralmente
assintomatico; 20-50% da populacdo mundial tem hipertensdo e nos
Estados Unidos ~30% da populacéo é hipertensa (Hajjar et al., 2006).
Além disso, a hipertensdo é um importante fator de risco para doenca
cardiovascular, e.g., acidente vascular cerebral e infarto agudo do
miocardio, e, portanto, ha significativa morbidade e mortalidade
associadas a esta doenga. Como a pressao arterial (PA) esta relacionada
com o débito cardiaco (DC) e a resisténcia vascular sistémica (RVS) pela
equacdo PA = DC x RVS, aumentos tanto no DC quanto na RVS devem
produzir hipertensdo. O controle da pressdo arterial € uma resposta
integrada que inclui a regulacdo por receptores neurais, horménios e
balanco hidrico renal (Hajjar et al., 2006). A esse respeito, Hwang et al.
relataram inicialmente que a hipertensdo poderia ser induzida pela
ingestdo de uma dieta rica em frutose (1987), e isso foi apoiado por
estudos subsequentes que demonstraram uma ligacdo entre a ingestdo
dietética de frutose e a elevacédo da pressdo arterial (Dai et al., 1995).

A exposicdo prolongada a hipertensdo ou a hipercolesterolemia
leva a alteracdes na estrutura e fungéo dos vasos sanguineos (Grange et
al., 2010). Enquanto as respostas vasculares variam um pouco entre 0s
dois fatores de risco, uma caracteristica das duas respostas é a disfuncéo
endotelial. Adesdo aumentada de leucocitos, formacdo acelerada de
trombo, diminuicdo da funcdo de barreira endotelial e respostas
vasomotoras comprometidas sdo manifesta¢cbes comuns da disfungéo de
células endoteliais induzida por fatores de risco. Embora o (s) mecanismo
(s) subjacente (s) a estas alteracfes vasculares dependentes do endotélio
permanecam pouco compreendidas, evidéncias apontam para reducgdo da
biodisponibilidade de 6xido nitrico, secundéaria a geracdo aumentada de
superdxido, como um componente critico da disfuncdo endotelial que
acompanha ambas as condigdes (Forstermann et al., 2006). De fato, a
capacidade de dilatacdo das artérias macroscopicas e microscopicas em
resposta a acetilcolina, bradicinina e outros vasodilatadores dependentes
do endotélio, como o nitroprussiato de sodio, é significativamente
prejudicada em humanos e animais experimentais com hipertensdo e
dislipidemia. De fato, a maioria das formas de hipertensdo resulta, em
Gltima analise, de um aumento do ténus vascular que leva a uma
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resisténcia periférica elevada (Wirth et al., 2008). A este respeito,
Zemancikoya e Torok (2014) mostraram que 0s ratos que consumiram
frutose (solucdo a 10% em agua potavel durante o periodo de 8 semanas)
tiveram um aumento na pressao arterial e diminuicdo no relaxamento da
aorta toracica induzida pela acetilcolina em comparacdo com ratos
controle bebendo apenas &gua da torneira (2014).

As células endoteliais tm um papel central na homeostase
vascular, liberando, entre outros, 6xido nitrico (NO) derivado da 6xido
nitrico sintase (NOS), prostaglandinas, angiotensina e endotelina. A
disfungdo endotelial é a alteracdo vascular mais comum observada nas
doencas cardiovasculares e metabdlicas (Avogaro et al., 2005). Por outro
lado, as células musculares lisas proporcionam estrutura da parede do
vaso e, por contracdo e relaxamento, sdo responsaveis pela regulacédo do
tébnus vascular, mantendo a pressao intravascular e a perfusdo tecidual.
Alteracbes vasculares estruturais e funcionais devem ocorrer em
individuos obesos e 0 aumento de fatores pro-inflamatorios devido ao
desenvolvimento da obesidade desempenha um papel importante na
disfuncdo vascular e na doenca cardiovascular (Stapleton et al., 2008). A
este respeito, a elevacdo da pressdo arterial induzida pela frutose foi
encontrada  concomitantemente com  resisténcia a  insulina,
hiperinsulinemia (Verma et al., 1995) e hipertrigliceridemia (lelds et al.,
1999). A resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia compensatoria podem
atuar como fatores predisponentes ao desenvolvimento da hipertenséo,
possivelmente por meio da ativacdo do sistema nervoso simpatico (SNS)
(Reaven et al., 1996).

Constatou-se que a insulina ativa cronicamente o sistema nervoso
simpatico e causa um aumento do tdnus vascular periférico, levando a
uma elevacao da pressao arterial. Uma consequiéncia é que a ativacao do
sistema nervoso simpatico pode contribuir para a resisténcia a insulina,
causando uma vasoconstricdo que leva a uma diminui¢cdo do fluxo
sanguineo e, portanto, diminui a entrega de glicose aos tecidos (Rattigan
et al.,1999). De fato, disfungdo vascular devido a uma dieta rica em
frutose tem sido relatada no rato (Verma et al., 1996), e é reconhecido que
a disfuncdo vascular na sindrome metabdlica esta associada com o
aumento da sensibilidade vasoconstritora (Shinozaki et al., 2004) e
producdo de anions superdxido vasculares (Shinozaki et al., 2000). Além
disso, o relaxamento dependente do endotélio prejudicado foi encontrado
apos a ingestdo cronica de frutose em camundongos (Kamata et al., 2001)
e ratos (Verma et al., 1996). Nos estados de resisténcia a insulina, os
efeitos sobre a eNOS e NO foram atenuados, resultando em relaxamento
dependente do endotélio prejudicado (Kamata et al., 1999). Em outros
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estudos utilizando aorta de ratos alimentados com frutose, o relaxamento
dependente do endotélio foi diminuido (Krandji et al., 2011). Assim, um
mecanismo vasodilatador dependente do endotélio prejudicado também
pode estar envolvido no desenvolvimento da hipertensdo neste modelo
(Takagawa et al., 2001).

Além disso, individuos obesos tém aumento no nivel plasmatico
do componente sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA),
incluindo renina, angiotensinogénio, angiotensina 1l (Ang Il) e
aldosterona (Goodfriend et al., 2004). O RAAS desempenha um papel
critico na elevacdo da pressdo arterial através da regulacdo da
contratibilidade vascular e do volume sangiiineo (Gu et al., 2013). O
horménio peptideo angiotensina 1l (Angll) desempenha um papel
importante na homeostase cardiovascular regulando a descarga do nervo
simpatico em neurénios do sistema nervoso central e periférico (Allen et
al, 2000). As acdes de Angll sdo mediadas pela ativacdo de dois tipos de
receptores de Angll, 0 AT1R e AT2R (Murphy et al., 1991). Em roedores,
dois subtipos altamente homdlogos (identidade de aminoacido a 94%) do
ATI1R, nomeadamente AT1A e AT1B, ocorrem. A ativacdo do receptor
AT1 pela Ang Il em musculo liso vascular causa ativagdo da fosfolipase
C levando a geracéo de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG),
que ativa a liberacdo de Ca?' intracelular e a proteina cinase C,
respectivamente (Wynne et al., 2009). O aumento na [Ca?*] ativaa MLCK
resultando na fosforilagdo da MLC e na contracdo do musculo liso
vascular (Wynne et al., 2009).

Muitos estados de doenca cardiovascular sdo caracterizados por
um excesso no fluxo simpatico. A origem central da excitacdo simpatica
¢ mediada, em parte, pela estimulacdo dos receptores neuronais da
angiotensina Il (ANG I1) tipo 1 (AT1) (AT1R), além dos altos niveis do
peptideo central da ANG Il (Zucker et al., 2009). Por exemplo, ha
evidéncias significativas de que as pressbes arteriais mais altas
observadas no rato espontaneamente hipertenso (SHR), um modelo
genético de hipertensdo, poderiam estar relacionadas a niveis mais altos
de expressdo do gene AT1R nos centros vasomotores centrais, causando
um aumento no nervo vasomotor simpatico ( Lenkei et al., 1995). Neste
sentido, neste estudo foi demonstrado um aumento significativo na
densidade do receptor AT1 no leito mesentérico dos animais tratados
cronicamente com frutose. A rede arterial mesentérica, que recebe 25%
do débito cardiaco, contribui substancialmente para a resisténcia
periférica total e, consequentemente, para a presséo arterial (Christensen
et al., 1993). AlteracOes estruturais e funcionais na funcdo vascular
mesentérica contribuem para o processo hipertensivo (Naito et al., 1998).
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As principais ac0es fisioldgicas do SRA sdo mediadas pelo receptor tipo
1 (AT1), e estudos clinicos demonstraram que o blogueio farmacoldgico
do receptor AT1 reduz efetivamente a pressdo arterial e protege contra
danos aos 6rgdos-alvo. Neste sentido, as evidéncias em nosso estudo
sugerem que os receptores AT1 podem desempenhar um papel na
fisiopatologia das anormalidades metabdlicas e hemodindmicas induzidas
pela alimentagdo com frutose.

Como concluséo, os presentes achados experimentais indicam que
a exposicdo por um periodo de oito semanas com a concentragao de 15%
de frutose, afetou o comportamento emocional, i.e., induziu um
comportamento do tipo depressivo em camundongos machos e fémeas.
Ademais, os resultados da concentracdo de 30% frutose, indicam que
ocorreram alteracGes cognitivas e emocionais, em ambos 0S genéros,
possivelmente oriundas de alteragdes metabdlicas mais deletérias. De
forma global, as mudancas na fisiologia metabodlica desses animais, séo
muito similares a condi¢cdo de sindrome metabdlica e como esperado
essas alteragdes refletiram no comportamento dos mesmos. Como o
objetivo do presente estudo era realizar a padronizacdo das possiveis
alteragdes metabdlicas e comportamentais induzidas pelo consumo
crénico de frutose, bem como efeitos da variagdo de concentracdo e
possiveis diferencas de susceptibilidade entre géneros, fica como lacuna
a realizacdo de estudos elucidando os mecanismos subjascentes a tais
alteragdes bem como o estudo de métodos de tratamento para a tentativa
de reversdo de sintomas.
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6. CONCLUSOES

= A exposi¢do a uma dieta com a concentracdo de 15% de
frutose pelo periodo de oito semanas induziu comportamento
do tipo aneddnico, observado no teste de borrifagem de
sacarose, em camundongos Swiss machos e fémeas;

= O consumo de frutose na concentracdo de 15% aumentou a
concentracdo de colesterol plasmatica em camundongos
fémeas;

= O consumo de frutose na concentracdo de 30% diminuiu a
porcentagem de cruzamentos centrais, no teste do campo
aberto, em camundongos fémeas;

= O consumo de frutose na concentracdo de 30% causou
prejuizo de memoria espacial, no teste do labirinto em T, em
camundongos machos e fémeas;

= O consumo de frutose na concentracdo de 30%, diminuiu o
tempo de autolimpeza em camundongos machos, no teste de
borrifagem de sacatose, sendo esse comportamento revertido
com a administracdo aguda de fluoxetina;

= O consumo de frutose na concentracdo de 30%, induziu
comportamento do tipo depressivo em camundongos fémeas,
no teste da suspensdo pela cauda, sendo esse comportamento
revertido com a administracdo aguda de fluoxetina;

= Camundongos machos e fémeas, quando expostos a
concentracdo de 30% de frutose, apresentaram intolerancia a
glicose;

= O consumo de frutose na concentracdo de 30% aumentou
significativamente a concentragdo de colesterol e
triglicerideos plasmaticos em camundongos machos e
fémeas.

= O consumo de frutose na concentracdo de 30% aumentou
significativamente a a variagdo de massa corporal em
camundongos machos e fémeas.

= O consumo de frutose na concentragdo de 30% aumentou a
variacdo da pressdo arterial média em respostas a agentes
vasocontritores e diminuiu tal variagdo em resposta a agentes
vasodilatores. Tal alteracdo foi relacionada a uma maior
densidade do receptor AT1 no leito mesentérico dos animais.
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