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Resumo

A sindrome metabdlica é um mal que, segundo proje¢des, podera no ano de 2010, acometer de
50 a 75 milhbes de pessoas somente nos Estados Unidos. Dessa forma, é de grande interesse a
implementagdo de procedimentos mais eficazes para prevencao e tratamento desta doenca. Uma vez
gue existem limitacBes nas pesquisas com seres humanos, torna-se necessario o desenvolvimento de
modelos experimentais apropriados ao estudo desta questdo. Na busca de um modelo experimental
adequado ao estudo do papel do exercicio na prevencdo e no tratamento da sindrome metabolica, o
presente estudo analisou o perfil metabdlico e a capacidade aerdbia de ratos mantidos com dieta rica
em frutose, substrato que tem sido associado a sindrome metabdlica, na vida intra-uterina e pos-natal.
Foram utilizadas ratas adultas (90 dias) da linhagem Wistar, alimentadas durante a prenhez e a
lactacdo com dois tipos de dieta: balanceada (AIN-93G) e rica em frutose (60% de frutose). Durante a
amamentacdo, os filhotes foram distribuidos em ninhadas pequenas (4/mée) ou adequadas (8/mae).
Apos o desmame, manteve-se as mesmas dietas até os 90 dias, quando foram analisados: tolerancia a
glicose (teste de toleréncia a glicose), sensibilidade periférica a insulina (teste de tolerancia a insulina);
capacidade aerébia (determinacdo da maxima fase estdvel de lactato em natacdo), conteudo
pancreatico de insulina; peso e concentracao de lipidios totais no tecido adiposo de diferentes regifes e
concentracBes séricas de glicose, insulina, triglicerideos, colesterol total, colesterol LDL, colesterol
HDL. Constatou-se que a dieta rica em frutose conduziu os animais a resisténcia a insulina. O grupo
FP apresentou dislipidemia, com aumento nas concentragdes séricas de colesterol total e triglicerideos,
mostrando que o modelo animal avaliado é potencialmente interessante para o estudo da sindrome
metabdlica.

Palavras chave: Sindrome metabdlica, frutose.



Lista de Abreviatura:
C: dieta balanceada/ninhada adequada;
CP: dieta balanceada/ninhada reduzida;
F: dieta frutose/ninhada adequada;
FP: dieta frutose/ninhada reduzida;
GTT: Teste de tolerancia a glicose;
ITT: Teste de tolerdncia a insulina;
KITT: Constante de remocdao da glicose durante teste de Tolerancia a glicose;

MFEL: Méaxima fase estavel de lactato.
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1. INTRODUCAO

Clinicamente, a sindrome metabdlica, também conhecida como sindrome X ou
sindrome de resisténcia a insulina, compreende um espectro de distarbios, com a intolerancia
a glicose representando uma das mais importantes. Essas alteragfes incluem resisténcia a
insulina, com ou sem diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial, obesidade, dislipidemia,
disfuncéo endotelial, entre outras (ZECCHIN et al, 2004).

Estima-se que a prevaléncia da sindrome metabdlica seja de 24% da populagédo adulta
e entre 50-60% na populacdo acima de 60 anos nos Estados Unidos. Projecdes estimam que
somente neste pais, no ano de 2010 existirdo 50 a 75 milhGes de pessoas com manifestacdo
dessa sindrome (SAMAD et al, 1999).

Na identificacdo da sindrome metabolica, existem controvérsias, pois ndo ha um dnico
critério internacional com a descricdo definitiva. Reaven (1988) sugeriu forte associacdo
existente entre individuos com os mesmos fatores de risco e designou de sindrome "X". Seu
denominador comum era representado pela resisténcia a insulina. Na ocasido, propds cinco
consequéncias, todas com grande risco de doenca cardiovascular: intolerancia a glicose,
hiperinsulinemia, aumento de triglicerideos, diminuicdo do colesterol HDL e hipertensdo
arterial. A obesidade e a inatividade fisica aumentavam a resisténcia a insulina e, portanto,
agravavam a sindrome. Entretanto, essa sindrome pode ser encontrada em individuos sadios,
com peso corporal e tolerancia a glicose normais (ZAVARONI et al, 1989). De acordo com
Duncan & Schimidt (2001), a sindrome metabdlica caracteriza-se por um agrupamento de
fatores de risco para doencas cardiovasculares e diabetes, geralmente ligados a resisténcia a
insulina e a obesidade central.

Recentemente, a Associacdo Européia para o Estudo do Diabetes (EASD), em
conjunto com a Associacdo Americana de Diabetes publicou posicionamentos a respeito da
sindrome metabdlica. De acordo com essas associa¢Bes, a sindrome metabolica, que é

considerada como preditora de doencas cardiovasculares, € definida inadequadamente, usada



de maneira inconsistente, sendo necesséarias mais pesquisas para auxiliar na compreensdo da
maneira pela qual deve ser tratada (GALE, 2005; KAHN et al, 2005).

Ainda segundo as associagdes citadas, a sindrome metabdlica é geralmente definida
pela presenca de trés ou mais das seguintes caracteristicas: elevada circunferéncia da cintura,
concentragBes sanguineas de triglicerideos aumentadas, pressdo arterial elevada, colesterol
HDL circulante reduzido e altas concentragdes de glicose sanguinea (KAHN et al, 2005,
GALE, 2005).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) oferece uma definicdo um pouco diferente,
incluindo qualquer um que tenha diabetes ou resisténcia a insulina e duas das seguintes
caracteristicas: elevada razdo cintura/quadril, concentracfes elevadas de triglicerideos ou
baixa concentracdo de colesterol HDL, pressdo arterial elevada e alta excrecdo urinaria de
albumina (OMS, 1991).

De acordo com Gale (2005) e Kahn (2005), tomadas individualmente, cada uma das
condic@es citadas é considerada como fator de risco para doenga cardiovascular e deveria ser
tratada como tal. As definicbes nem se quer sdo concordantes sobre o qudo baixas as
concentracfes de HDL devem ser, assim como, 0 quéo elevada a presséo arterial deve ser para
serem consideradas inadequadas, notam 0s mesmos autores. O conjunto dessas observacoes
denota a urgéncia na ampliacdo dos estudos referentes a esta sindrome.

No tratamento da sindrome metabdlica, o exercicio fisico tem sido considerado de
grande importancia (CIOLAC; GUIMARAES, 2004). Tal intervencdo, comprovadamente,
melhora a toleréncia a glicose e reduz a resisténcia a insulina. Uma vez que, existem
limitagcGes nas pesquisas com seres humanos, modelos animais oferecem condigfes mais
adequadas ao estudo dessa questao.

Hipertensdo moderada, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia e
hipertrigliceridemia, que séo sinais da sindrome metabdlica, foram induzidas em ratos pela
alimentacdo prolongada com dieta contendo elevado teor de frutose (HWANG et al., 1987;
BEZERRA et al., 2001). Por essa razdo, ratos alimentados com esse tipo de dieta tém sido
bastante utilizados como modelo experimental da sindrome metabdlica humana (OKADA et
al., 2000; NAGAI et al., 2002; ORON-HERMAN et al., 2005; LEE et al., 2006).

Estudos demonstraram que a alta ingestdo de frutose acarretou intolerancia a glicose
(THORBURN et al., 1989; SHARABI et al., 2007) e hiperinsulinemia (HWANG et al., 1987,
THORBURN et al., 1989; GIRARD et al., 2006, SHARABI et al., 2007).

Ha& divergéncias na literatura quanto a alteracdo na homeostase glicémica pela

ministracdo de dieta rica em frutose. Alguns estudos colocam que essa alteragdo ocorre
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(THORBURN et al., 1989; KELLEY et al., 2004; GIRARD et al., 2006; SHARABI et al.,
2007), todavia outros negam essa alteracio (JURGENS et al., 2005; ROGLANS et al., 2007;
SANCHEZ et al., 2007), por isso o estudo dos fatores que caracterizam a Sindrome

Metabolica merecem atencéo.
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2. JUSTIFICATIVA

A sindrome metabolica ¢ um mal que, segundo projecOes realizadas em 1999
(SAMAD et al, 1999), podera no ano de 2010, atingir de 50 a 75 milhdes de pessoas somente
nos Estados Unidos. Dessa forma, € de grande interesse a implementacdo de procedimentos
mais eficazes para prevencéo e tratamento desta doenca. Uma vez que, existem limitagdes nas
pesquisas com seres humanos, torna-se necessario o desenvolvimento de modelos
experimentais apropriados ao estudo desta questéo.

Apesar de ratos alimentados cronicamente com dieta rica em frutose representarem um
modelo da sindrome metabdlica humana, existem estudos demonstrando que, na auséncia de
outras manipulacdes dietéticas, os mesmos ndo manifestam o quadro completo da doenca
(BEZERRA et al., 2001).

Ha evidéncias de que a ma-nutri¢do intra-uterina pode “programar” os tecidos fetais de
maneira a torna-los mais vulneraveis a desordens relacionadas a alimentacdo tais como
diabetes tipo 2, sindrome metabdlica e doencas cronico-degenerativas na idade adulta
(HALES & BARKER, 1992). Devido ao fato de que os estudos que utilizam animais
mantidos com dieta rica em frutose como modelo experimental da sindrome metabdlica,
administrarem a dieta ap6s o nascimento, em diferentes periodos da vida, € de interesse
verificar os efeitos metabolicos tardios do recebimento da frutose in utero.

Além disso, demonstrou-se que a quantidade de alimento consumida durante a
amamentacdo tem papel importante na determinacdo no comportamento alimentar na vida
adulta. Em estudo com ratos mantidos durante a amamentacao em ninhadas de 4, 13, 17 ou 22
filhotes por mée, o tamanho da ninhada foi inversamente associado a ingestdo alimentar na
vida adulta (OSCAI, MCGAIT, 1978). De acordo com 0s autores, isso mostra que o controle
da ingestdo alimentar do rato neonato possibilita a “programac¢do” da ingestdo alimentar
posteriormente na vida. Assim, também é de interesse manipular a quantidade de alimento

oferecido ao animal neonato submetido ao tratamento com frutose.
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Como tratamento da sindrome metabdlica, o exercicio fisico tem sido considerado de
grande importancia, torna-se importante verificar se os protocolos de alimenta¢do impostos

precocemente aos ratos interferem na capacidade aerdbia na vida adulta.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Na busca de um modelo experimental adequado ao estudo do papel do exercicio no

tratamento da sindrome metabodlica, o presente estudo analisou o perfil metabolico e a
capacidade aerdbia de ratos mantidos dieta com rica em frutose na vida intra-uterina e pés-
natal.
3.2. Objetivos especificos

Analisar, em ratos submetidos a dieta rica em frutose na vida intra-uterina e pos-natal,
mantidos em ninhadas pequenas ou adequadas durante a amamentacao:
1. Aspectos metabolicos: tolerancia & glicose e sensibilidade periférica a insulina;
conteudo pancredtico de insulina; peso e concentracdo de lipidios totais no tecido adiposo de
diferentes regibes e concentragdes séricas de glicose, insulina, triglicerideos, colesterol total,
colesterol HDL e LDL colesterol;
2. Capacidade aerobia, pela determinacdo da maxima fase estavel de lactato durante

exercicio de natagdo.
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4. MATERIAIS E METODOS

Animais e seu tratamento

Foram utilizadas ratas adultas (90 dias) da linhagem Wistar, prenhes, alimentadas
durante a prenhez e a lactacdo com dois tipos de dieta: balanceada (AIN-93G) e rica em
frutose (60% de frutose). Durante a amamentacéo, os filhotes foram distribuidos em ninhadas
pequenas (4/mae) ou adequadas (8/mae). Apds o desmame, foram mantidos nas mesmas
dietas até os 90 dias. Todos o0s animais tiveram peso corporal e ingestdo alimentar registrados
uma vez por semana ao longo do experimento, a partir do desmame (21 dias). Todos 0s
procedimentos adotados com os animais foram aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal/CEEA da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)®, sob o
protocolo n°® 1487-1.

* O presente projeto foi submetido a Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da UNICAMP devido a
auséncia da referida comissdo na unidade da UNESP (Instituto de Biociéncias — Rio Claro), onde o trabalho foi
realizado. O referido comité foi instalado na unidade da UNESP (Instituto de Biociéncias — Rio Claro ap6s a
implementacéo do presente projeto.
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Tratamento dietético

Durante o experimento, o alimento constituiu de dietas semipurificadas balanceada ou
rica em frutose, conforme composicao descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Composic¢éo das dietas

Componentes (g/kg) Balanceada® Rica em frutose (60%0)
Caseina’ 202 202
Amido 397 -
Dextrina 130,5 -
Sacarose 100 27,5
Frutose - 600
L-cistina 3 3
Oleo de soja 70 70
Mistura de sais (AIN-93GMX)* 35 35
Mistura de vitaminas (AIN-93GVX)* 10 10
Fibra 50 50
Cloridrato de colina 2,5 2,5

1. De acordo com American Institute of Nutrition (AIN-93G) J.Nutr. v.123, p.1939-1951,
1993.
2. Valores corrigidos em funcdo do contetdo de proteina na caseina.

Grupos experimentais

1. Controle (C): animais mantidos com a dieta balanceada na vida intra-uterina e pos-
natal, amamentados em ninhadas adequadas (n=7);

2. Ninhada pequena (CP): animais mantidos com a dieta balanceada na vida intra-uterina
e p6s-natal, amamentados em ninhadas pequenas (n=7);

3. Frutose (F): animais mantidos com a dieta rica em frutose na vida intra-uterina e pds-
natal, amamentados em ninhadas adequadas (n=7);

4. Frutose/ninhada pequena (FP): animais mantidos com a dieta rica em frutose na vida

intra-uterina e pos-natal, amamentados em ninhadas pequenas (n=7).

Teste de tolerancia a glicose - GTT

O GTT foi realizado, ao final do experimento, com o0s animais apos 12 horas de jejum.
Uma primeira coleta de sangue foi feita por meio de corte na extremidade da cauda do animal
(tempo 0). Em seguida, uma solucéo de glicose a 20% (2 g/kg de peso) foi administrada aos
ratos por meio de sonda gastrica de polietileno. Amostras de sangue foram coletadas apds 30,
60 e 120 minutos com capilares heparinizados e calibrados para 25pL, visando a
determinacdo das concentragdes glicose. As concentracfes de glicose sanguinea foram
determinadas pelo método glicose-oxidase usando-se kits comerciais. Os resultados foram
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analisados pela determinacdo das &reas sob as curvas de glicose séricas durante o teste pelo
método trapezoidal (Mathews et al., 1990), utilizando-se o software ORIGIN 3.5 (1991).

Teste de tolerdncia a insulina - ITT

A sensibilidade a insulina, ao final do experimento, foi avaliada pelo teste de
tolerdncia a insulina 48 horas apos a realizacdo do GTT. O teste consiste na aplicacdo de
solucdo de insulina (30mU/100g de peso corporal), via subcutdnea na regido dorsal aos
animais sem jejum prévio. Amostras de sangue (25ul) foram coletadas em capilares
heparinizados, realizado por meio de corte na extremidade da cauda, nos tempos 0, 30, 60 e
120 minutos para determinacdo da glicose. Os resultados foram analisados pela determinacéo
da taxa de remocdo de glicose (KITT) expressa em %/minuto, calculada pela férmula
0,0693/t/2) X100. A glicose sanguinea (t/2) foi calculada pela curva de analise dos minimos
quadrados dos teores de glicose no sangue de 0 a 60 minutos ap6s a administracao de insulina,

quando as concentragdes de glicose decairam linearmente (LUNDEBAEK, 1962).

Avaliacdo da capacidade aerobia

A avaliacdo da capacidade aerobia dos animais foi efetuada, pelo protocolo de
Maxima Fase Estavel de Lactato (MFEL) tendo sido iniciado 48 horas apés a realizagdo do
ITT. A MFEL equivale a mais alta concentracdo de lactato sanguineo onde sua entrada na
circulacdo € compensada pela remoc¢éo durante exercicios com cargas constantes (HECK et
al., 1985) e sua determinacdo tem se mostrado Util na prescricdo de exercicios e na avaliacéo
da capacidade aer6bia. Recentemente, nosso grupo de pesquisa descreveu um protocolo para a
determinacdo da MFEL para ratos durante exercicio de natacdo (GOBATTO et al., 2001), que

foi usado no presente estudo.

Resumidamente, os animais foram submetidos a varios testes de natacdo suportando
sobrecargas constantes e crescentes (entre 5 e 7% do peso corporal), com intervalos de 48
horas entre eles, até que ndo foi mais possivel estabilizacdo das concentragdes de lactato
sanguineo durante a sessdo de exercicio. Cada teste consistiu de 25 minutos de natacdo
continua suportando uma carga, com coleta de sangue, por corte na extremidade da cauda a
cada 5 minutos para a determinacdo das concentragdes de lactato. As concentracdes de lactato
sanguineo foram determinadas por espectrofotometria O critério de estabilizacdo empregado
foi a diferenca igual ou inferior a 1,0mM de lactato sanguineo entre 25° e 10° minutos de

exercicio.
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Obtencado de material biolégico

e Sangue
Ao final do experimento, os animais foram mortos por decapitacdo, 48 horas depois da

Gltima avaliacdo "in vivo", em repouso, sendo 0 sangue coletado para a separacdo do soro e
dosagem de glicose, triglicerideos, colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, por
métodos calorimétricos e insulina por radioimunoensaio, utilizando-se kits comerciais.

e Tecido adiposo

O tecido adiposo das regides subcutanea posterior, mesentérica e retroperitoneal foram
removido para pesagem e determinacdo das concentracdes de lipidios totais. A excisdo dos
diferentes depdsitos de gordura foi realizada de acordo com a descricdo de Cinti (2005). As
concentracOes de lipidios nesses depdsitos foram determinadas pelo procedimento descrito
por Nogueira et AL (1990)

e Péancreas

Inicialmente, 0,2 g de pancreas foram coletados em frascos contendo 2 mL de HCI 1N. O
material foi incubado em estufa a 40 °C durante 24 horas. O material extrato foi diluido
1:5000 em soro-albumina bovina a 0,25% em tampéo borato pH 5,5, conforme preconiza
Carpinelli (1978). O teor de insulina das amostras foi dosado pelo método do

radioimunoensaio.

Estatistica

Os resultados foram analisados pela Anélise de Variancia (ANOVA) e quando
necessario pelo post hoc de Newman-Keuls, com nivel de significAncia pré-estabelecido em
5%.
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A Tabela 1 e Figura 1A e 1B mostram a evolucdo do peso corporal dos animais ao

longo do experimento. A analise dos dados foi realizada pela &rea sob a curva de peso

corporal. Os grupos alimentados com a dieta rica em frutose (F e FP) apresentaram menor

peso corporal do que os controles, sendo os menores valores apresentados pelo grupo

mantido em ninhada de tamanho normal durante a amamentacdo (F).

Tabela 1: Média, de 7 animais por grupo, do peso corporal (g) e da area sob a curva do

peso corporal (g x 10 semanas) durante o experimento.

Semanas

1

© 00 ~N oo o B O w N

10

Area sob a curva
do peso corporal

C
75,0£17,5
116,2+23,6
184,7+30,5
209,9+34,4
238,2+34,6
258,1+30,0
274,6+34,3
281,2+31,8
285,5+35,4
292,9+40,6

1743,11+222,4°

CP
78,0+10,9
121,5+15,2
188,5+17,7
205,2+19,9
237,6+26,4
260,3+30,4
280,4+35,3
289,3+31,4
299,9+35,4
311,3+22,4

1771,73+168,56 *

=
58,2+5,8
95,2+9,8
154,6+19,6
179,5+19,0
185,8+22,4
204,8+27,7
215,0+31,9
214,2+26,2
207,1+45,3
224,6+47,1

1319,9+231,6°

FP
69,9+8,4
108,0+11,7
172,4+146
207,2+16,0
233,4+23 2
244,8+28 2
260,5+39,3
249,9+37 4
236,4+47 4
233,4+34,8

1526,9+291,1°

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (ANOVA Two-way e post-
hoc de Newman-Keuls, p<0,05)
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Figura 1-A: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo, do peso corporal (g) e B
area sob a curva do peso corporal (g x 10 semanas) durante o experimento.

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativas (ANOVA Two-way e post-
hoc de Newman-Keuls, P<0.05).
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A Tabela 2 e Figura 2A e 2B apresentam os resultados do comprimento focinho-anus
dos animais durante as 10 semanas do experimento. A andlise dos dados foi efetuada pela area
sob a curva do comprimento focinho-anus dos animais. N&o foi encontrada diferenca

significativa entre 0s grupos.

Tabela 2: Média e desvio-padréao de 7 animais por grupo, do comprimento focinho-anus
(cm) e area sob a curva do comprimento focinho-anus (cm x 10 semanas), durante o

experimento.

Semanas C CP F FP
1 13,840,7 14,1+0,6 13,0+0,6 13,6+0,5
2 16,1+0,8 15,3+1,0 14,7+0,7 16x0,7
3 17,8+0,8 17,9+0,7 16,3+0,8 17,5%0,7
4 19,1+0,8 19,1+0,7 17,1+0,9 18,6+0,6
5 20,0£1,2 19,4+1,3 17,9+0,7 19,4+0,8
6 21,4+0,8 20,5+1,2 19,0+1,3 20,1+1,1
7 20,0+1,4 20,3+1,3 18,9+0,8 21,0412
8 23,4+0,8 22,6112 21,3+1,0 22,3+0,6
9 22,5+0,8 22,8413 21,0114 22,1+0,9
10 23,60,7 23,7+0,7 21,4412 21,2+0,5

Area sob a curva do 155,845,5 153,545,0 137,3+2,42 139,3+20,4
comprimento
corporal

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA Two-way
p<0,05)



21

0

0

=0 E
U

£i2{ -=(p ¢

- 0

10 i %

£

Q

£

0

0

P £

Grupos

Semanas

Figura 2-A: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo do comprimento focinho-
anus (cm) e B area sob a curva do comprimento focinho-anus (cm x 10 semanas) do
desmame (21dias) ao final do experimento (90 dias).

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA Two-way
p<0,05)
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Na Tabela 3 e na Figura 3A e 3B é apresentada a progressao da ingestdo alimentar e
area sob a curva de ingestdo alimentar por 100g de peso corporal dos animais (g/100g x 10

semanas) durante o experimento. N&o foi encontrada diferenca significativa entre 0s grupos.

Tabela 3: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo da ingestéo alimentar (g/100g x
10 semanas de peso corporal) e area sob a curva da ingestao alimentar (g/100 g de peso

corporal x 10 semanas) dos animais durante o experimento.

Semanas C CP F FP
1 17,2422 14,6%0,3 15,3%1,2 15,943,1
2 13,0+2,8 14,015 16,4+1,3 15,443,2
3 8,8+1,5 8,2+0,6 9,242,2 8,4+0,8
4 8,1+1,3 9,748,6 8,942,6 7,3£2,1
5 6,6+1,2 7,541,2 6,6+1,5 6,7+1,5
6 5,6+2,3 7,740,5 5,5+0,9 6,4+3,1
7 4,940,3 5,1%0,5 5,842,0 4,240,2
8 7,0£0,9 7,740,2 3,541,9 4,3+1,1
9 7,8+1,8 7,6+0,8 3,6%0,7 2,540,9
10 2,740,9 2,1+2,4 2,0£2,6 3,242,8
Area sob a curva da 71,7£9,0 75,9+9,2 68,1+9,9 63,41+4,7

ingestdo alimentar

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA Two-way
p<0,05)
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Figura 3-A: Média e desvio-padréo de 7 animais por grupo, da ingestdo alimentar por
100g de peso corporal dos animais (g/100g) e B area sob a curva da ingestdo alimentar
(9/100 g x 10 semanas) de peso corporal, do desmame (21dias) ao final do experimento
(90 dias).

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA Two-way
p<0,05)
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A Tabela 4 e as Figuras 4A mostram os valores de glicemia durante o teste de
tolerancia a glicose (GTT) e a Figura 4B mostra os valores de area sob a curva glicémica
durante o teste de tolerdncia a glicose. N&o foi observada diferenca estatisticamente

significativa entre 0s grupos.

Tabela 4: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo dos valores de glicose sérica

(mg/dl) e da area sob a curva de glicose (mg/dl.120 min) durante o teste de tolerancia a

glicose.
Tempo (min) 0 30 60 120 Area
apos
administracéo
de glicose
C 79,1+11 .4 97,0+18,2 117,5+24.8 93,7+15,2 1219741558
CP 93,4+12,1 101,2+20,6 112,5+10,3 93,4+7,9 12453+1037
F 79,0+4,3 103,9+6,0 103,0+£16,5  107,8+19,9 12188+725
FP 91,7+15,0 109,6+15,9 111,0+10,7  100,4+10,1 126704966

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA Two-way
p<0,05.
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Figura 4-A: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo dos valores de glicemia
(mg/dl) durante o teste de tolerancia a glicose e B. Média, de 10 animais por grupo da
area sob a curva dos valores de glicemia (mg/dl 120).

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA Two-way
p<0,05)
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A Tabela 5 e a Figuras 5A mostram os valores de glicemia no teste de tolerancia a
insulina (ITT) e a Figura 5B mostra a constante de remocéo de glicose (KITT) durante teste
de tolerancia a insulina. O grupo F apresentou valores de KITT significativamente menores

que os demais, denotando resisténcia a insulina.

Tabela 5: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo dos valores de glicose sérica

(mg/dl) e do KITT (%/min) durante o teste de tolerancia a insulina.

Tempo (min) 0 30 60 120 KITT
apoés
administracdo de
insulina

C 89+6° 68+11 57+8%® 63+12 0,85+0,29°
CP 81+9% 66+12 58+14 % 67+17 0,69+0,56°
F 71+10° 6745 66+7° 75+17 0,31+0,19°
FP 768" 608 58+17° 65+8 0,84+0,35°

Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (ANOVA Two-way e post-
hoc de Newman-Keuls, p<0.05)

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.
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Figura 5-A: Média e desvio padrédo de 7 animais por grupo, dos valores de glicemia
(mg/dl) durante o teste de tolerancia a insulina e B Area sob a curva da constante de
remocao de glicose KITT.

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significaticas (ANOVA Two-way e post-hoc de
Newman-Keuls, p<0,05)
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A Tabela 6 e a Figura 6A mostram os valores médios de carga (% peso corporal) e a
Figura 6B mostra a concentracdo de lactato sanguineo equivalente a maxima fase estavel de

lactato para os diferentes grupos. Nao houve diferenca estatistica entre 0s grupos.

Tabela 6: Média e desvio padréo de 7 animais por grupo dos valores de concentracao de
lactato sanguineo (mmol/L) e Carga (% peso corporal) durante o teste de Maxima Fase
Estavel de Lactato.

Concentracao T0 T5 T10 T15 T20 T25 Carga
de lactato
sanguineo
(mmol/L)

C 0,740,1  2,6%0,9 2,6+0,8 2,5+1,2 2,741,0 29+10 6,1+1.1

CP 1,2+0,4  3,6%0,7 3,310,9 3,140,5 3,6£0,9 34409 6,0£1,0

F 15405 3,1+l 3,111 2,7£1,0 2,8£0,7 3,1#1,1 6,407

FP 1,240,3  4,4+0,9 4,5+1,1 3,940,7 3,815 4,240,9  6.440,9

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (Anova Two-way,
p<0,05)
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Figura 6-A: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo da carga na qual foi
encontrada a Maxima Fase Estavel de lactato e B concentracédo de lactato sanguineo
(mmol/L) na Méxima Fase Estavel de lactato.

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA Two-way,
p<0,05)
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Na tabela 7 e Figura 7 estdo os valores de peso do tecido adiposo (g/100g) nas regides:
mesentérica, retroperitonial e subcutanea, e na Tabela 8 e Figura 8 estdo os valores referentes
a concentracéo de lipidios (g/100) no tecido adiposo das mesmas regides. N&o foi encontrada

diferenga significativa.

Tabela 7: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo dos valores do peso do tecido

adiposo (g/100g) das regides mesentérica, retroperitonial e subcutanea.

Grupos C CP F FP
Mesentérica 0,49+0,26 0,55+0,18 0,46+0,33 0,44+0,23
Retroperitonial 0,43+0,12 0,47+0,20 0,19+0,10 0,19+0,08
Subcutanea 0,32+0,05 0.37+0.9 0,21+0,11 0,19+0,03

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta

rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.
Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA Two-way, p<0,05)
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Figura 7: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo do peso do tecido adiposo
(9/1009) das regides: mesentérica, retroperitonial e subcuténea.

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA Two-way,
p<0,05)
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Tabela 8: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo dos valores de concentragdo de

lipidios totais (g/100g) no tecido adiposo das regides mesentérica, retroperitonial e

subcutanea.
Grupos C CP F FP
Mesentérica 87+26 63+20 55+12 68+22
Retroperitoneal 87+16 87£12 88+14 77£12
Subcuténea 72+10 72+9 60x7 69+19

C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA Two-way,
p<0,05)

120
100
80
60

cp
40

Lipidios (g/100g)
(@]

20
FP

0
MESENTERICA  RETROPERITONIAL  SUBCUTANEA

GRUPOS

Figura 8: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo da concentracdo de lipidios
totais (9/100g) no tecido adiposo das regides mesentérica, retroperitonial e subcutanea.
C= dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta
rica em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Nota: ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (ANOVA Two-way
p<0,05)
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Os parametros séricos dos grupos ao final do experimento sdo apresentados na Tabela
9. Néo foram encontradas diferencas significativas nas variaveis glicose e LDL, porém para a
variavel colesterol pode-se observar que o grupo FP foi estatisticamente maior do que o0s
grupos C e CP. Para os triglicerideos observa-se que os grupos F e FP mostraram valores
significativamente superiores ao grupo C. Foi observado valores significativamente maiores

de HDL nos grupos alimentados com dieta rica em frutose em rela¢do ao grupo C.

Tabela 9: Média e desvio padrdo de 7 animais por grupo dos valores das concentragdes
séricas de glicose (mg/dL), colesterol total (mg/dL), HDL (mg/dL), triglicerideos

(mg/dL), insulina (ng/mL.) e concentra¢6es pancreaticas de insulina (ng/mL.) aos 90 dias.

C cP F FP
Glicose 85+14 106+28 117447 114431
Colesterol total 53+2° 59+7° 6921 80+22°
HDL 2415 31+8% 368" 39+15"

LDL 3415 38+4 33#5 3745
Triglicerideos 42+10° 78+33% 118+66" 120+39°
Insulina 1,241,2 0,8+0,4 1,2#1,3 1,440,9
Insulina pancreatica 250491 177+99 176+33 2291161

C dieta balanceada, ninhada adequada; CP= dieta balanceada, ninhada pequena; F= dieta rica
em frutose, ninhada adequada; FP= dieta rica em frutose, ninhada pequena.

Letras diferentes indicam diferenca significativa entre grupos. ANOVA Two-way e post-hoc
de Newman-Keuls (p<0,05).
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6. DICUSSAO
Existem evidéncias clinicas e epidemiol6gicas que sugerem uma associacdo

progressiva entre o desenvolvimento da sindrome metabdlica e o elevado consumo de frutose
(ELLIOTT et al., 2002). Realmente, um expressivo aumento na prevaléncia da obesidade e
sindrome metabdlica tem sido relacionado a 30% de aumento na ingestdo total de frutose nos
Gltimos 20 anos nos Estados Unidos. Isso tem sido associado a introducdo de xaropes de
milho e adogantes em refrigerantes e outros alimentos com elevada quantidade de frutose
(NAKAGAWA et al., 2005). Adicionalmente, sabe-se que a ma-nutri¢do intra-uterina pode
“programar” os tecidos fetais de maneira a torna-los mais vulneraveis a desordens
relacionadas a alimentagdo tais como a sindrome metabolica (HALES & BARKER, 1992;
2001). Além disso, demonstrou-se que a quantidade de alimento consumida por ratos durante
a amamentagdo tem papel importante na determina¢do do comportamento alimentar na vida
adulta (OSCAI, MCGAIT 1978). Assim sendo, no presente estudo foram analisados os efeitos
da frutose e da quantidade de alimento durante o periodo fetal/neonatal sobre o perfil
metabdlico e a capacidade aerdbia de ratos na vida adulta.

Grande parte do conhecimento que se tem até hoje sobre a etiologia da sindrome
metabolica diz respeito a estudos realizados com modelos experimentais, porém séo raros 0s
estudos que conseguem desenvolver no animal todas as alteracbes metabdlicas que
caracterizam essa sindrome. Alguns estudos utilizam animais modificados geneticamente, que
apresentam isoladamente alterac6es como dislipidemia, hipertensao e obesidade (AITMAN et
al., 1999; KLIMES et al., 1995).

Dieta rica em frutose tem sido utilizada em varios estudos no sentido de desenvolver o
quadro da sindrome metabdlica para o estudo mais aprofundado dessa doenca que tem
acometido milhGes de pessoas em todo o0 mundo (HWANG et al., 1987; BEZERRA et al.,
2001).

O aumento da quantidade de frutose (grupo F) e/ou de alimento (grupos FP e CP)

administrada durante o periodo fetal/neonatal ndo alterou posteriormente a ingestdo alimentar
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dos animais quando comparados aos controles (grupo C). Achado semelhante foi relatado por
Moura et al. (2008). Estes autores verificaram que a administracdo precoce, apds o desmame
de quantidades elevadas de frutose na dgua de beber ou na racdo nao alteraram a ingestao
alimentar de ratos Wistar.

O aumento da quantidade de frutose e/ou de alimento durante a vida fetal/neonatal ndo
comprometeu o crescimento linear dos animais. Estes resultados sdo concordantes com
aqueles de Moura et al. (2008) observados em animais que receberam frutose apos o
desmame.

O grupo FP apresentou perda de peso corporal quando comparado ao grupo C e CP e
essa perda foi ainda mais expressiva no grupo que ingeriu F e foi mantido em ninhada
adequada, estudo como de Kelley et al. (2004) e de Bezerra et al. (2001), ndo constataram
diferenca no peso corporal dos animais alimentados com frutose, todavia esses estudos se
diferenciam do presente trabalho, pois a administracdo da frutose no presente estudo foi intra-
uterina, fase extremamente importante para a formacdo do individuo. Outro fator
extremamente relevante quando se fala em obesidade no modelo experimental € a linhagem
do animal, pois h& animais que sd@o mais susceptiveis a certas desordem metabdlicas.

Um aspecto que merece destaque no momento do sacrificio, observou-se que o
estbmago e os intestinos de alguns animais alimentados com a dieta rica em frutose
apareceram dilatados, aparentando conter grandes quantidades de gases. Sintomas como
aumento do diametro da area abdominal e dores abdominais sdo sinais presentes na
intoleréncia a frutose (CHOI et al., 2003). Desta forma, a administracdo muito precoce (fetal)
de elevadas quantidades de frutose talvez conduza & intolerancia ao substrato em alguns
casos, 0 que poderia levar & reducdo no ritmo de ganho de peso. Estudos adicionais sobre esta
questdo sdo necessarios.

A tolerancia a glicose dos animais ndo foi alterada pela excessiva ingestdo de frutose,
contudo, a sensibilidade a insulina reduziu no grupo que ingeriu frutose e foi mantido durante
a lactacdo em ninhada adequada. Isso contraria os dados de Moura et al. (2008), nos quais a
dieta rica em frutose administrada apds o desmame, tornou 0s animais intolerantes a glicose,
sem alterar a sensibilidade a insulina. Por outro lado, semelhante ao ocorrido no presente
estudo, Bezerra et al. (2001) constataram resisténcia a insulina, determinada pela constante de
remocdo de glicose (KITT) durante teste de tolerancia a insulina.

A capacidade aerdbia dos animais determinada pelo protocolo de méxima fase estavel
de lactato ndo foi prejudicada pela ingestdo de frutose, pois ndo foi encontrada diferenca

estatistica entre 0os animais que consumiram frutose ou dieta balanceada. Segundo outros
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estudos, que também utilizaram o protocolo de determinacdo de méaxima fase estavel de
lactato na natacdo, ndo foram encontrados efeitos deletérios provocados pela frutose na
capacidade aerdbia dos animais (Moura et al., 2008).

Apesar do efeito do exercicio fisico ser bem conhecido em algumas doengas que
fazem parte do quadro de sindrome metabolica como, diabetes, hipertriglicerideos,
hipertensdo e obesidade, pouco se sabe do efeito do exercicio na sindrome metabolica.
Contudo, pode-se dizer que um programa de atividade fisica de prevencdo e tratamento da
sindrome metabdlica, deve incluir componentes que melhorem o condicionamento
cardiorrespiratorio, forca e resisténcia muscular (CIOLAC; GUIMARAES, 2004).

Quanto ao acumulo de tecido adiposo nas regifes mesentérica, subcuténea e
retroperitoneal, observou-se que ndo houve influéncia da dieta rica em frutose nesses
parametros. Em estudos com ratos Sprague-Dowley adultos que receberam solucéo de frutose
aliado a dieta padrdo, verificou-se maior ganho de peso corporal e peso dos tecidos
gordurosos em relacdo ao grupo controle alimentados apenas com dieta padrdo (KANAREK;
ORTHEN-GAMBILL, 1982).

As concentracGes de colesterol total no presente estudo foram significativamente
maiores no grupo que ingeriu dieta rica em frutose e foi mantido em ninhada pequena (FP)
quando comparado ao grupo C. As concentracBes de triglicerideos apresentaram-se
aumentadas nos grupos alimentados com dieta rica em frutose quando comparado ao grupo C,
porém o grupo que juntamente com a dieta rica em frutose foi mantido em ninhada reduzida
(FP), esse aumento foi ainda mais acentuado. Diversos estudos também observaram o
aumento da concentracdo triglicerideos em animais submetidos a alimentacdo rica em frutose
independente da época da vida na qual a dieta foi ministrada (KELLEY et al 2004;
BEZERRA et al 2001).

Estudos tém demonstrado que um dos fatores que mais levam pessoas ao quadro de
resisténcia a insulina é o excesso de &cidos graxos livres (AGL) circulantes, que podem ser
advindos das lipoproteinas ricas em triglicerideos ou do tecido adiposo. Devido as acfes anti-
lipoliticas e do estimulo a lipase lipoprotéica da insulina, a resisténcia a este horménio é
determinante na lipdlise e no aumento de AGL. Os AGL atuam no figado de maneira a
aumentar a sintese de glicose, triglicerideos e induz o incremento do LDL circulante
(MACHADO et al. 2006). Isso explicaria, pelo menos em parte a origem da resisténcia a
insulina, aumento do colesterol e triglicerideos apresentados no presente estudo pelos ratos

que ingeriram frutose.
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7. CONCLUSAO

A partir dos resultados pudemos constatar que:

e A alimentacdo com dieta rica em frutose na vida intra-uterina e pds-natal conduziu a
resisténcia a insulina;

e Quando associada ao aumento da ingestdo alimentar (ninhada pequena), a
alimentacdo com dieta rica em frutose na vida intra-uterina e pdés-natal induziu
dislipidemia, com aumento nas concentracBes séricas de colesterol total e
triglicerideos;

e Tomadas em conjunto esses resultados, mostram que o modelo animal avaliado é

potencialmente interessante para o estudo da sindrome metabolica.
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