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ARTIGO ORIGINAL

RESUMO

Introducdo: Evidéncias apontam que a ingestao exacerbada de frutose pode desencadear disturbios
caracteristicos da sindrome metabdlica. Objetivos: Analisar os efeitos da ingestdo de dieta rica em frutose
sobre aspectos metabdlicos de ratos da linhagem Wistar. Adicionalmente, verificar a capacidade aerdbia
através da identificacdo da méaxima fase estavel de lactato (MFEL). Métodos: Dezesseis ratos foram separa-
dos em dois grupos de oito animais: a) controle, alimentados com dieta balanceada, e b) frutose, alimenta-
dos com dieta rica em frutose. Foram analisadas a tolerancia a glicose (drea sob a curva de glicose durante
teste de tolerancia a glicose), sensibilidade a insulina (taxa de remocédo da glicose sérica apds sobrecarga
exogena de insulina), perfil lipidico sérico e concentragdo de lactato sanguineo [lac]s durante exercicio na
intensidade da MFEL. Resultados: Teste t ndo pareado (p < 0,05) revelou diferenca para a tolerancia a glico-
se e triglicérides, porém ndo houve diferenca na sensibilidade a insulina e na [lac]s. Anova one way com post
hoc de Newman-Keuls (p < 0,05) revelou diferenca para a cinética da glicose durante o teste de tolerancia,
mas ndo para a cinética do lactato durante exercicio na MSSL. Conclusdo: As alteragdes fisioldgicas provo-
cadas pela dieta rica em frutose e inerentes a sindrome metabdlica ndo prejudicam a capacidade aerébia
de ratos.

Palavras-chave: maxima fase estavel de lactato, sindrome metabdlica, exercicio.

ABSTRACT

Introduction: Evidence points that exacerbated ingestion of fructose may trigger disturbs characteristic
of the metabolic syndrome. Objectives: To analyze the effects of a fructose rich diet on metabolic aspects
of Wistar lineage rats. Additionally, to verify the aerobic capacity, through the identification of the maximal
lactate steady state (MSSL). Procedures: Sixteen rats were separated in two groups of eight animals: a) Con-
trol, fed a balanced diet, and b) fructose, fed a fructose-rich diet. The glucose tolerance, (area under serum
glucose during a glucose tolerance test), insulin sensibility (glucose disappearance rate after exogenous
insulin administration), serum lipid profile and blood lactate concentration [lac]b during exercise at MSSL
intensity, have been analyzed. Results: Non-paired t test (p<0.05) revealed difference between groups in
the area under the curve of glucose and serum triglycerides, no difference in insulin sensibility or in [lac]b
was detected, though. One-way ANOVA with Newman Keuls post hoc revealed difference in the glucose
kinetics during tolerance test, but not in the lactate kinetics during the MSSL. Conclusion: The physiological
alterations promoted by fructose-rich diet and intrinsic to the metabolic syndrome do not harm the aerobic
capacity of rats.

Keywords: maximum steady state lactate, metabolic syndrome, exercise.

INTRODUCAO

fisiolégicas humanas, ratos alimentados com frutose tém sido utilizados

O excesso de ingestao de frutose nos hébitos alimentares da socie-
dade contemporéanea” tem despertado interesse nos pesquisadores da
area da saude, pois foi reportado que, em ratos, dieta rica em frutose
promove anormalidades metabdlicas, como a hiperinsulinemia, resis-
téncia a insulina e dislipidemia®®?.

A associacao de dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 ou intolerancia
a glicose, hipertensdo arterial e obesidade caracterizam a sindrome
metabolica®. Esses multiplos fatores de risco aceleram a incidéncia
das doencas coronarianas®®. A hipotese fisiopatoldgica que mais am-
plamente unifica os diversos itens da sindrome metabdlica é interagdo
entre obesidade e resisténcia a insulina.

Uma vez que, os modelos animais mimetizam diversas respostas
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como modelo experimental da sindrome metabdlica humanat’®.

A maioria dos trabalhos”*'® analisa a influéncia da elevada inges-
tdo de frutose somente em parametros de repouso. Porém, o exercicio
fisico € um componente importante na prevencao e no tratamen-
to da sindrome; foi demonstrado que o nivel de capacidade aerébia
apresenta relacdo inversa com o risco de desenvolver essa doenca‘'”.
Adicionalmente, a atividade fisica pode atenuar a gravidade do diabetes
tipo 2 e melhorar a tolerancia a glicose('.

Porém, diante das diversas alteracées morfofisioldgicas, provocadas
por dieta rica em frutose, torna-se necessario investigar se a capacidade
aerdbia também pode ser prejudicada, haja vista que é componente
fundamental na prescricao de exercicios.
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Desse modo, 0 objetivo do presente estudo foi analisar as carac-
terfsticas metabdlicas de ratos submetidos ao tratamento com dieta
rica em frutose. Adicionalmente, verificar a influéncia dos possiveis
disturbios metabdlicos, provocados pela dieta, na capacidade aerdbia
inferida pela maxima fase estavel de lactato sanguineo (MFEL).

METODOS

Animais e seu tratamento

Todos os experimentos com os animais foram realizados de acordo
com as resolucdes brasileiras especificas sob a Bioética em Experimen-
tos com Animais (Lei n° 6.638, de 8 de maio de 1979 e Decreto n°
24645, de 10 julho de 1934).

O estudo foi realizado com 16 ratos da linhagem Wistar, recém-
desmamados. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas de
polietileno, a temperatura de 25 £ 1°C e em ciclo claro/escuro de 12/12
horas, com livre acesso a dgua e ao alimento.

Tratamento dietético

A partir do desmame (21 dias) até a idade adulta (90 dias), o ali-
mento consistiu de dietas semipurificadas balanceadas - AIN-93G"?,
ou compostas por 60% de frutose, conforme composicao descrita na
tabela 1.

Tabela 1. Composicéo das dietas.

Componentes (g/kg) Balanceada Rica em frutose (60%)
Caseina 202 202
Amido 397 -
Dextrina 130,5 -
Sacarose 100 275
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 25 25

Grupos experimentais

Apos o desmame até a idade adulta, os animais foram separados
em dois grupos de tratamento compostos por oito ratos cada:

e Controle (GQ): alimentados com dieta balanceada;

e Frutose (GF): alimentados com a dieta rica em frutose.
Avaliacées gerais:

Todos os animais tiveram o peso corporal, ingestdo alimentar e
hidrica registrados uma vez por semana. No dia do sacrificio, o indice
de Leel??, um indicativo de sobrepeso, foi calculado para os dois grupos
pela equacao:
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3
v massa corporal (g)

comprimento focinho-anus (cm)

1.000

Teste de tolerancia a glicose - GTTo

O GTTo foi realizado com os animais aos 90 dias de idade, apds
15 horas de jejum. Os ratos foram moderadamente anestesiados com
éter etilico e uma primeira coleta de sangue foi feita através de cor-
te na extremidade da cauda do animal (tempo 0). Em seguida, uma
solucdo de glicose a 20% (2g/kg de massa corporal) foi administrada
aos ratos por sonda gastrica de polietileno. Amostras de sangue fo-
ram coletadas apds 30, 60 e 120 minutos com capilares hepariniza-
dos e calibrados para 25pL, visando a determinacdo das concentra-
coes de glicose.

As concentraces de glicose sanguinea foram determinadas pelo
método enzimatico colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase®",
com kit Wiener Lab. Apds 15 minutos de incubacdo em banho a 37°C,
as absorbancias das amostras e do padréo foram lidas em espectro-
fotdbmetro a 505nm. A drea sob a curva da glicose®? foi calculada
utilizando-se o software Origin 3.5.

Teste de tolerancia a insulina - ITT

O ITT foi realizado com os animais 48 horas ap6s o GTTo. Os
ratos foram moderadamente anestesiados com éter etilico e uma
primeira coleta de sangue foi feita através de corte na extremidade
da cauda do animal (tempo 0). Em seguida, foi administrada por via
subcutanea uma solucdo de insulina cristalina Lilly U 40 na dose de
30mU/100g de massa corporal do animal. Amostras de sangue foram
coletadas apds 30, 60 e 120 minutos com capilares heparinizados e
calibrados para 25uL, visando a determinagdo das concentracdes de
glicose.

As concentracoes de glicose sanguinea foram determinadas pelo
método enzimatico colorimétrico da glicose oxidase-peroxidase, com
kit Wiener Lab. Apds 15 minutos de incubagdo em banho a 37°C, as ab-
sorbancias das amostras e do padrao foram lidas em espectrofotdmetro
a 505nm. A constante de reducdo da glicemia (K-ITT) foi calculada
utilizando-se o software Origin 3.5.

Teste de esforco

Aos 90 dias de idade, todos os ratos foram submetidos a testes
de esforco para a identificacado do limiar de transicdo entre os meta-
bolismos aerébio e anaerébio — MFEL. Esse limiar equivale a mais alta
concentragdo de lactato sangufneo [lac]s, onde sua entrada na corrente
sanguinea é compensada pela remocéao durante exercicios com inten-
sidade constante®?. A determinacdo da MFEL ¢ Util para a prescricao
de exercicios e avaliacdo do condicionamento aerdbio.

Os ratos foram submetidos a testes de nado de caracteristica
retangular apds quatro dias de adaptacdo a dgua. As sobrecargas
foram aplicadas em dias alternados, com intervalo minimo de 48 ho-
ras; para isso foram utilizadas pequenas bolsas com chumbo, atadas
ao térax, que variaram entre 4 a 8% da massa corporal, com 0,5%
para a unidade minima da variacdo. A duracdo dos testes foi de 25
minutos, com coletas de 25ul de sangue da extremidade da cauda
a cada cinco minutos, para dosagem de lactato pelo método de es-
pectrofotometria.

O critério para determinacdo da MFEL foi a carga de trabalho em
que a diferenca dos valores de lactato, entre o 25° e 0 10° minutos
de exercicio, era inferior a TmM. A [lac]s correspondente a MFEL foi
assumida como a média dos valores entre 0 10° e 25° minutos®?,
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SACRIFICIO DOS ANIMAIS E OBTENGAO DE MATERIAL
BIOLOGICO

e Sangue

Ao final do experimento, os animais foram sacrificados por deca-
pitacéo, 48 horas ap6s a Ultima avaliagao in vivo e apos jejum de uma
noite e em repouso. O sangue foi coletado e a separa¢do do soro reali-
zada para a dosagem de glicose, triglicérides, colesterol total, colesterol
LDL, colesterol HDL, por métodos colorimétricos®.

e Tecido adiposo

O tecido adiposo das regides subcutanea posterior, mesentérica
e retroperitonial foi removido para pesagem. A excisao dos diferen-
tes depositos de gordura foi realizada de acordo com a descricdo de
Cintj©o),

e Andlise estatistica

Foi aplicado teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade
dos dados e teste t ndo pareado para comparar entre 0s grupos: a
média de ingestdo alimentar e hidrica, a 4rea sob a curva do GTTo, o
K-ITT, a média de carga correspondente a MFEL e da [lac]s, a glicemia
basal, os lipidios séricos, o peso do tecido adiposo, a massa corporal
e o indice de Lee.

Para comparar o padrao da curva do GTTo e a cinética do lactato
sanguineo na carga de MFEL, de ambos os grupos, foi utilizada Anova
one way para medidas repetidas e, quando necessario, analise post hoc
de Newman-Keuls. O nivel de significancia preestabelecido em todas
as andlises foi de p < 0,05.

RESULTADOS

N&o foram encontradas diferencas significativas para a média de
ingestdo alimentar (GC: 6,43 £ 2,48 vs. GF: 6,24 + 2,23g/100g de massa
corporal) e ingestao hidrica (GC: 10,19 + 3,15 vs. GF: 8,0 + 2,20g/100g de
massa corporal) didrias. Nao houve diferenca entre as cargas de MFEL
encontradas (GC: 5,7 + 0,9 vs. GF: 5,6 + 1,1% da massa corporal). O GF
apresentou maior drea sob a curva de glicose e padrdo de resposta
glicémica em comparacdo com o GC. O perfil glicémico durante o
GTTo é apresentado na figura 1.
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Figura 1. Glicemia e drea sob a curva da glicose sérica durante teste de tolerancia a
glicose (média + desvio-padrao). * diferente do controle (p < 0,05).
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A sensibilidade a insulina foi semelhante nos dois grupos, conforme
evidenciado através do K-ITT (GC: 0,69 + 0,15 vs. GF: 0,72 + 0,35%.min™").
A MFEL determinada para os animais de ambos 0s grupos variou de 4
a 7% do peso corporal e ndo houve diferenca entre as concentracoes
meédias de lactato durante exercicio na intensidade da MFEL (GC: 4,97
+ 1,36 vs. GF: 5,59 + 1,55mmol/I).

A cinética do lactato sanguineo do GF néo foi diferente do GC; a
figura 2 apresenta o comportamento do lactato sanguineo durante
exercicio na intensidade da MFEL.
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Figura 2. Cinética do lactato sanguineo na intensidade da maxima fase estavel de
lactato (média + desvio-padrdo).

Dados referentes aos lipidios séricos, peso do tecido adiposo em
diferentes regides, massa corporal e indice de Lee sdo apresentadas
na tabela 2. A concentracao de triglicérides séricos do GF foi maior
do que a encontrada no GC; as demais varidveis nao apresentaram
diferencas significativas.

Tabela 2. Glicose e lipidios séricos, peso do tecido adiposo de diferentes regides, massa
corporal e indice de Lee dos animais ao final do experimento (90 dias de idade).

Controle Frutose
Glicemia basal (mg/dl) 1273+ 149 1206 + 159
Triglicérides séricos (mg/dl) 60,6+ 17,1 96,2 + 223 %
Colesterol total sérico (mg/dl) 956+ 228 116,55+ 19,7
Colesterol HDL sérico (mg/dl) 377+103 418+116
Colesterol LDL sérico (mg/dl) 306+ 12,7 320+168
Gordura subcutanea posterior (g/100g animal) 0,77 £ 035 0,64 + 0,20
Gordura mesentérica (g/100g animal) 0,76 + 0,23 0,75+0,18
Gordura retroperitonial (g/100g animal) 0,71 +0,29 0,74 + 0,25
Massa corporal (g) 4226 +508 426,7 + 45,1
Indice de Lee 2988 + 7,65 3079 + 106

* Diferente do grupo controle (p < 0,05); valores expressos em média + desvio-padrao
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DISCUSSAO

O aumento no consumo alimentar de frutose coincide com a
crescente prevaléncia de obesidade e sindrome metabdlica nas duas
Ultimas décadas®?”. Foi demonstrado que uma dieta rica em frutose
em humanos e animais de laboratério pode afetar o metabolismo de
carboidratos e lipidios?. Essas alteracdes provocam disturbios caracte-
risticos da sindrome metabolica, a qual foi primeiramente descrita por
Reaven®. A ocorréncia dos componentes dessa patologia aumenta o
risco de desenvolvimento de diabetes tipo 2, aterosclerose, doencas
cardiovasculares e renais®®,

O modelo de sindrome metabdlica induzida em ratos pela ingestéo
de elevado teor de frutose caracteriza-se pela hipertensao, hiperinsu-
linemia, hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina®*. Foi reportado
que esse modelo experimental induz a resisténcia a insulina com perfil
metabolico muito similar ao da sindrome observada em humanos®.

No presente estudo, o peso corporal dos ratos nao diferiu entre os
grupos, o que coincide com achados anteriores®'%11252830) assim como
a ingestéo de alimento!>?9. De fato, poucas investigacoes relatam o
incremento no peso corporal devido a dieta rica em frutose!’*3".

A auséncia de diferencas no ganho de peso corporal, assim como
na quantidade de tecido adiposo nas regides mensuradas, demonstra
que a dieta apresentada néo foi eficaz na inducdo da obesidade. Esse
fato é importante, pois, de acordo com os atuais critérios para diagnds-
tico da sindrome metabdlica, propostos pela Federacéo Internacional
de Diabetes®”, a obesidade central é caracteristica indispensével. Essa
limitacdo do modelo pode estar associada a linhagem dos ratos ado-
tada no presente estudo, pois 0 ganho excessivo de peso em funcao
de elevada ingestdo de frutose foi relatada para ratos da linhagem
Sprague Dawley®>.

Corroborando estudos prévios!'%*, a elevada ingestao de frutose
ocasionou intolerancia a glicose, o que pode ter sido mediado pela
reducdo na translocacao dos transportadores de glicose do meio in-
tracelular para a membrana, ja que a resisténcia a insulina ndo foi
alterada®?.

Contrariamente aos nossos achados, Bezerra et al'V relataram re-
sisténcia a insulina ao observar a constante de decaimento da glicose
apos administracao endovenosa daquele hormoénio. Adicionalmente,
Joyeux-Faure et al'® aplicaram a técnica de clamp euglicémico-hi-
perinsulinémico em ratos Wistar e também constataram reducao na
sensibilidade a insulina. Uma possibilidade a ser investigada para esse
tipo de modelo seria menor sensibilidade do ITT com administracéo
subcutanea em comparacédo com a endovenosa. Contudo, uma vez
que, a resisténcia a insulina pode ser consequiéncia natural da intole-
rancia a glicose, infere-se que a exposicdo continuada a dieta somada
aos efeitos deletérios do envelhecimento culminaria nesse disturbio
adicional.

A elevacdo nas concentracoes de triglicérides constatada no pre-
sente trabalho é quase unanimidade, nos mais diferentes estudos®*
1113151622252834) - oy alguns destes, tais modificacdes foram igualmente
observadas no figado!39,

Altos niveis de triglicérides séricos sdo descritos como consequ-
éncia da ingestao de frutose®, uma vez que esta é mais lipogénica
que a glicose®. Dentre os mecanismos sugeridos para explicar esse
fendmeno, destaca-se o aumento da lipogenése hepética com eleva-
da producéo de VLDL®”. Contrariamente aos nossos achados, alguns
estudos evidenciaram também aumento no colesterol total®?®. No
entanto, os efeitos da frutose no metabolismo do colesterol total nao
estdo bem claros?,
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Em linhas gerais, esse padrdo alimentar induz uma resposta estres-
sante ao figado e outros tecidos, que respondem com resisténcia a
insulina e desregulacdo no metabolismo de lipidios®®. Sanchez-Lozada
et al” verificaram relacdo direta entre 0 aumento na proporcao de
frutose ingerida na dieta com a piora nas caracteristicas da sindrome
metabdlica (controle < frutose 10% < frutose 60%).

As discrepancias com outros estudos relacionadas a inducéo de
obesidade*3 e resisténcia a insulina"''¥ também podem estar rela-
cionadas a linhagem dos animais adotados e ao tempo de exposicao
a dieta. Os periodos de administracdo da dieta descritos na literatura
variaram de duas a 13 semanas?111628303133 - muitos desses estudos
utilizaram ratos da linhagem Sprague-Dawley!?7101213283031) oy cepa
SHR - ratos espontaneamente hipertensos®”.

Aresposta do lactato sanguineo durante o teste de esforco permitiu
determinar a MFEL em ambos 0s grupos. Gobatto et al.?? relataram que
em ratos eutroficos a MFEL ocorreu quando os animais exercitaram-se
suportando sobrecargas equivalentes a 5-6% do peso corporal e foram
encontradas concentragcdes médias de lactato em 5,5mmol/L.

No presente estudo, para as cargas correspondentes a MFEL ndo
houve diferencas entre 0s grupos, o que indica que os animais alimen-
tados com frutose nédo tiveram sua capacidade aerdbia prejudicada.
Ainda, em exercicio na carga de trabalho referente a transicdo dos
metabolismos aerdbio/anaerébio, apresentaram respostas fisioldgicas
similares quanto a cinética e [lac]s final. Pode-se inferir que os meca-
nismos de producao e/ou remocao do lactato néo foram afetados ou
de alguma maneira contrabalanceados.

Na metabolizacdo da frutose ingerida, a maior parte é extraida
pelos tecidos esplanicos, nos quais pode ser convertida em glicose,
lipidios®® ou lactato®?. A auséncia de diferencas na glicemia basal e
no lactato sanguineo aponta para a via lipogénica do metabolismo
como preferencial organismo de ratos sedentérios.

O nivel de capacidade aerébia de humanos adultos? e criancas“?
apresenta relacdo inversa com o risco de desenvolver a sindrome meta-
bolica’®. Provavelmente, essa relacéo € o reflexo de um estilo de vida
fisicamente ativo, através do qual pode desenvolver-se capacidade
aerdbia mais elevada. Os achados de Hittel et al®¥ corroboram essa
hipotese, pois reportaram que a pratica regular de atividade fisica
promove alteragdes na atuacao de algumas enzimas-chaves do sistema
metabolico. Tais alteracdes sdo descritas como capazes de prevenir e
atenuar os efeitos da sindrome metabdlica®?.

A constatacdo de que a capacidade aerébia ndo é prejudicada
na presenca de algumas alteracdes fisioldgicas inerentes a sindrome
metabolica tem especial importancia para a prescricao de atividade
fisica para os grupos de risco. O fato de o metabolismo da frutose nao
alterar a MFEL indica que esse parametro também pode ser empre-
gado, em estudos futuros, para determinar a intensidade e o volume
adequados de exercicio.

Pode-se concluir que as alteracdes na tolerancia a glicose e nos
triglicérides séricos, provocados pela dieta rica em frutose, ndo preju-
dicam a capacidade aerdbia de ratos.
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