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RESUMO

A intolerancia hereditdria a frutose (IHF) é uma doenga de heranca
autossOmica recessiva caracterizada pelo acimulo de frutose em tecidos
e fluidos bioldgicos de pacientes. Esta doenca resulta da deficiéncia de
enzima aldolase B, enzima presente em figado, rins e intestino delgado.
Os principais sinais e sintomas incluem alteracdes hepdticas, renais,
musculares e cerebrais. No presente trabalho, investigou-se o efeito de
administrag@o aguda de frutose sobre parametros bioquimicos em cértex
cerebral, figado, rim, misculo esquelético, soro e liquido
cefalorraquidiano (LCR) de ratos Wistar machos com 30 dias de idade.
Os animais foram divididos em dois grupos experimentais: grupo
frutose, cujos animais receberam uma tnica administragdo subcutineade
frutose (5 pumol/g), e grupo controle, cujos animais receberam uma
unica administracdo de soluc¢do salina nas mesmas condi¢des. Uma,
doze ou vinte e quatro horas apds as administracdes, os animais foram
anestesiados e foi coletado o LCR por pungfo na cisterna magna.
Imediatamente apds a puncdo, os animais sofreram eutandsia por
decapitacdo e o cortex cerebral, o figado, os rins e amostras de musculo
esquelético foram dissecados, limpos e homogeneizados em tampao
especifico para cada técnica. Também foi coletado sangue periférico
para obtencdo do soro. Foi observado um aumento da atividade do
complexo I-IIl em figado de animais do grupo frutose 1 h apds a
administragdo deste carboidrato. Adicionalmente, observou-se um
aumento da atividade da enzima malato desidrogenase (MDH) em rins
dos mesmos animais, bem como uma inibicdo das atividades dos
complexos II e II-IIT em musculo esquelético em comparacido ao grupo
controle. Também foram encontrados niveis aumentados de
triacilglicerdis em soro dos animais do grupo frutose. Doze horas apds a
administracdo do mesmo carboidrato, os niveis de colesterol total em
LCR encontraram-se aumentados, enquanto que os niveis de albumina
foram diminuidos, sem ocorrer nenhuma alteracio dos niveis de glicose.
Também houve aumento dos niveis séricos de lactato nos animais que
receberam administracio de frutose. Vinte e quatro horas apds a
administragdo deste monossacarideo houve um aumento da atividade da
enzima MDH em coértex cerebral de animais do grupo frutose em
comparagdo com o grupo controle. Tomados em conjunto, os resultados
do presente estudo indicam que administracdo aguda de frutose induz






alteragdes do metabolismo energético em diferentes tecidos, o que
poderia contribuir para a patogénese da IHF.

Palavras-chave: cadeia respiratdria; ciclo de Krebs; frutose; frutosemia;
intolerancia hereditdria a frutose; metabolismo energético.






ABSTRACT

Hereditary fructose intolerance (HFI) is an inherited autosomal recessive
disease characterized by fructose accumulation in tissues and biological
fluids of patients. The disease arises from a deficiency of aldolase B, an
enzyme expressed in liver, kidney and small intestine. The main
symptoms include liver, kidney, muscle and brain alterations. In the
present work it was investigated the effect of acute fructose
administration on biochemical parameters in cerebral cortex, liver,
kidney, skeletal muscle, serum and cerebrospinal fluid (CSF) of 30 day-
old male Wistar rats. The animals were divided into two experimental
groups: fructose group, which received a single subcutaneous injection
of fructose (5 pumol/g), and control group, which received a single
injection of saline solution in the same volume. One, twelve or twenty-
four hour after the administration, animals were anesthetized and CSF
was collected by puncture of magna cistern. Immediately after the
puncture, animals were euthanized by decapitation and cerebral cortex,
liver, kidney and skeletal muscle samples were dissected and
homogenized in specific buffer for each technique. Peripheral blood was
collected to obtain the serum. It was observed an increase of complex I-
IIT activity in liver of animals from fructose group one hour after the
administration of this sugar. Additionally, it was observed an increase of
malate dehydrogenase (MDH) enzyme activity in kidney of these
animals, as well as an inhibition of complex II and II-III in skeletal
muscle, as compared to control group. It was also found increased
triglyceride levels in serum of animals from fructose group. Twelve
hours after the administration of this sugar, total cholesterol levels in
CSF were found increased, whilst albumin levels were decreased,
without any alteration in glucose levels. Serum lactate levels were also
increased in the animals receiving fructose. Twenty-four hour after
fructose administration, it was found an increased MDH activity in
cerebral cortex from fructose group, as compared to control group.
Taken together, the data of the present study indicate that acute fructose
administration induces alterations in energy metabolism in different
tissues, which may contribute to the pathogenesis of HFL

Keywords: energy metabolism; fructose; fructosemia; hereditary
fructose intolerance; Krebs cycle; respiratory chain complexes.
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1 INTRODUCAO
1.1 FRUTOSE

A frutose € um monossacarideo com seis carbonos unidos em
ligacdes covalentes simples apresentando um grupo hidroxila e um
grupo carbonila (C¢H,0¢) (Figura 1) (Nelson e Cox, 2011). E isdmero
da glicose, apresentando grupo ceto na posicdo 2 da cadeia de carbonos
(Tappy e L&, 2010). A frutose estd presente no mel, no xarope de milho
rico em frutose, em adocantes e néctares (Foster-Powell et al., 2002;
Dutra-de-Oliveira e Marchini; 2008). Também estd presente em frutas e
vegetais, predominantemente em macas, laranjas, meldes, soja, ervilha e
feijoes (Hallfrisch, 1990; Raitheletal., 2013).

CH,OH
CH,0OH
0 2o H
H
OH H HO
HO OH HO CH,OH
OH OH H
Glicose Frutose

Figura 1. Estrutura molecular da frutose e da glicose. Fonte: Nelson e Cox
(2011).

O metabolismo da frutose ocorre principalmente no figado, mas
também no epitélio proximal dos tibulos renais e no intestino delgado
(Barreiros et al., 2005). No intestino delgado, a frutose é obtida através
da clivagem da sacarose pela acdo da enzima sacarase (EC 3.2.1.26). A
frutose €, entdo, absorvida na membrana apical do enterdcito pelo
transportador de glicose (GLUT) 5, que € um transportador
independente de insulina e especifico para esse monossacarideo (Smith
et al., 2007; Lozinsky et al., 2013). O GLUTS transporta a frutose da
regido apical dos enterdcitos do intestino delgado para a regido
basolateral e desta através da veia porta para o figado ou através da
artéria renal para o rim em humanos. A a¢do do GLUT5 em humanos
comega a se notabilizar a partir dos 6 meses de idade, quando criancgas
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comecam a se alimentar de frutas e vegetais (Ananth et al., 2003;
Quintana et al., 2009).

Outro transportador de frutose, embora de baixa afinidade, é o
GLUT?2, que também reconhece outros monossacarideos como glicose e
galactose (Lustig, 2010). A frutose é absorvida mais lentamente do que
a glicose. Porém, € rapidamente captada e metabolizada pelo figado (Cui
et al., 2004). A absorcdo da frutose é aumentada na presenca de glicose,
de galactose e de alguns aminodcidos e diminuida pela presenca de
sorbitol (Hoekstra e Van den Aker, 1996; Cui et al., 2004).

A primeira etapa do metabolismo de frutose, de forma semelhante
ao da glicose, € a fosforilagdo e ocorre no figado, onde esse carboidrato
¢ fosforilado no carbono na posi¢do 1, convertendo-se em frutose-1-
fosfato pela acdo da enzima frutocinase (EC 2.7.1.4) (Barreiros et al.,
2005). A frutose-1-fosfato é convertida pela acio da aldolase B (frutose-
1,6-bisfosfato aldolase; EC 4.1.2.13) em duas trioses: di-hidroxiacetona-
fosfato (DHAP) e gliceraldeido, ambos intermedidrios glicoliticos
(Figura 2) (Tappy et al., 2013). Essas duas trioses podem seguir trés
caminhos distintos, com finalidades diferentes: 1) participar da via
glicolitica, fornecendo piruvato; 2) liberar energia para serem reduzidas
até glicerol, necessdrio para a sintese de triacilgliceréis (TAG),
fosfolipideos e outros lipideos, e 3) serem condensadas para formar
frutose-1,6-bisfosfato e, a partir desta, formar glicose e/ou glicogénio
(Lim et al., 2010; Nomura e Yamanouchi, 2012) (Figura 2).

A hexocinase (EC 2.7.1.1), presente no musculo e no tecido
adiposo, também pode converter frutose a frutose-6-fosfato, embora de
forma lenta (Smith et al., 2007). A enzima frutose-1,6-bisfosfatase
(FBfase; EC 3.1.3.11) € a tnica enzima na via da gliconeogénese que
converte frutose-1,6-bisfosfato em frutose-6-fosfato e fosfato
inorgénico. Essa enzima tem a sua atividade mais relevante no figado,
nos rins e no intestino delgado (Steinmann et al., 2001).
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Figura 2. Vias metabdlicas de frutose e inter-relacdo com metabolismos
lipidico e glicidico. Formagdo de frutose a partir de glicose no organismo.
Fonte: Barreiros et al. (2005).

1.2 INTOLERANCIA HEREDITARIA A FRUTOSE

Os EIM sdo doengas hereditarias resultantes de uma deficiéncia
enzimatica, levando a interrupcdo de uma via metabdlica (El Husny e
Fernandes Caldato, 2006), alterando os processos de sintese,
degradacdo, armazenamento ou do transporte de moléculas no
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organismo (Chiaratti de Oliveira et al., 2001). A frutosemia é uma
caracteristica comum aos EIM da frutose, todas devido a deficiéncia de
uma das enzimas responsdveis pelo metabolismo hepético, renal e
intestinal da frutose adquirida pela dieta (Figura 3). Todas as formas de
frutosemia s3o doencas genéticas de heranca autossOmica recessiva
(Bouteldja e Timson, 2010; Wilder-Smith et al., 2014).

As mutagdes genéticas que resultam em alteragdes do
metabolismo de frutose podem originar consequéncias clinicas
importantes, como hipoglicemia, acidose metabdlica e edema cerebral,
além de alteraces hepdticas, renais e musculares (Steinmann et al.,
2001). Os trés tipos conhecidos de frutosemia incluem frutosiria
essencial (FE; OMIM 229800; deficiéncia da enzima frutocinase),
intolerancia hereditaria a frutose (IHF; OMIM 229600; deficiéncia da
enzima aldolase B) e deficiéncia da FBfase (OMIM 229700) (Barreiros
et al.,, 2005) (Figura 3). A IHF ¢ a forma mais comum e mais grave
(Mayatepek et al., 2010).

Na IHF, a atividade da aldolase B hepatica apresenta uma
reducdo de 15% em relacdo aos valores normais, levando ao acimulo de
frutose e frutose-1-fosfato nos liquidos biolégicos e tecidos de pacientes
acometidos por essa doenca (Hommes, 1993; Cox, 1994). Mais de 20
mutacdes foram identificadas até o momento no gene da aldolase B,
incluindo muta¢des de translocag@o, inversdo, duplicacdo e delegdo
(Coffee e Tolan, 2010). A IHF apresenta uma incidéncia geral estimada
de 1:40.000 recém-nascidos independentemente do género (Smith et al.,
2007; Coffee et al., 2010). Na Europa, a incidéncia dessa doenga é de
1:20.000,enquanto que na América do Norte é de aproximadamente
1:40.000 (Tommaso, 2006).
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Figura 3. Metabolismo da frutose nas frutosemias. Fonte: Adaptado de
Bouteldja e Timson (2010).

Pacientes afetados pela IHF sdo sauddveis e assintomdticos ao
nascimento. O inicio dos sintomas se di apenas quando alimentos
contendo frutose, como frutas e vegetais, sdo introduzidos na dieta
(Sénchez-Gutiérrez et al., 2002). O recém-nascido ndo apresenta
nenhum distirbio metabdlico durante a lactagdo. Entretanto, ao se
introduzir frutose a sua dieta, os primeiros sintomas aparecem de forma
proporcional a ingestdo desse monossacarideo (Quintana et al., 2009).
Criangas afetadas por IHF que sobrevivem até seis meses de idade
apresentam melhor progndstico, visto que, nessa idade, elas tendem a
recusar alimentos contendo frutose (Froesch, 1976).

Os principais sinais e sintomas da IHF incluem hipoglicemia,
nauseas, vomitos, anorexia e distdrbios do desenvolvimento (Sanchez-
Gutiérrez et al., 2002). Outros achados clinicos sdo diarreia, dor
abdominal, insuficiéncia renal e hepdtica, hepatoesplenomegalia,
ictericia, edema, oliguria, antria, ascite, recusa de alimentagdo, febre,
convulsdes e choque grave, podendo levar a morte durante as crises (Ali
et al., 1998; Ananth et al.,, 2003; Coffee et al., 2010). Dentre as
principais manifestacdes cerebrais estdo letargia, irritabilidade, coma e
edema cerebral (Steinmann et al., 2001).

Com o aumento da idade, os sintomas clinicos adicionais podem
incluir episédios de irritabilidade, sonoléncia, dispnéia, taquicardia,
hipotonia muscular, hepatomegalia, doenca febril com a recusa de
alimentos e vOmitos, podendo evoluir a coma e 6bito (Steinmann et al.,
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2006). Os achados laboratoriais durante as crises metabdlicas
apresentam niveis de glicose sanguinea geralmente abaixo de 40 mg/dL
e acumulo de 4cido lactico de até 20 mmol/L, com pH abaixo de 7,1
(Barreiros et al., 2005; Coffee e Tolan, 2010). A IHF é diagnosticada
pela quantificagdo de frutose na urina, dosagem de fosfato inorganico
sérico e de glicose sanguinea apds a ingestdo de frutose (Mayatepek et
al., 2010). O diagndstico confirmatério se dd pela determinacdo da
atividade da enzima deficiente em bidpsia hepdtica (Coffee e Tolan,
2010; Mayatepek et al., 2010; Choi et al., 2012).

O tratamento da IHF consiste basicamente na retirada de frutose,
sorbitol e sacarose da dieta, com o intuito de evitar os sinais € sintomas
de intoxicacdo (Tappy e Mittendorfer, 2012). A completa exclusdo da
frutose na alimentacdo é geralmente dificil e hd risco constante para os
individuos acometidos por IHF, devido ao uso generalizado de frutose
como edulcorante comercial e como componente de alguns
medicamentos e infusdes parenterais (Coffee et al., 2010). O tratamento
das crises € realizado por meio de infusdo endovenosa ou administracao
oral de glicose e bicarbonato para controle de hipoglicemia e acidose
metabdlica, respectivamente, e a terapia de manutengdo consiste em
evitar o jejum prolongado e o fornecimento de dieta adequada nos
episddios febris (Asberg et al., 2010). Em criancas com idades entre 6
meses € 2 anos, a restricio de frutose, sacarose e sorbitol ¢é
especialmente recomendada (Mayatepek et al., 2010; Wirth et al., 2014).

Apesar da IHF ser conhecida hd mais de 58 anos, ainda existem
questdes que permanecem desconhecidas quanto a toxicidade da frutose
e de seus metabdlitos (Tappy e Mittendorfer, 2012). Os sintomas
gastrointestinais como diarreia, dor abdominal e meteorismo decorrentes
da m4 absor¢do da frutose sdo associados a permanéncia do agicar no
intestino, resultando no aumento da osmolaridade. Alia-se a isso o fato
da frutose servir como substrato para fermentagdo bacteriana no célon
(Rana e Malik, 2014; Berg et al., 2015). Recém-nascidos e criancas na
primeira infancia sdo mais suscetiveis aos sintomas gastrointestinais em
decorréncia do atraso no desenvolvimento da capacidade do intestino de
absorver a frutose (Nobigrot et al., 1997; Jones et al., 2011; Melchior et
al., 2014).

Estudos com animais e seres humanos tém demonstrado que tanto
o consumo crénico como agudo de quantidades elevadas de frutose
aumentam niveis de TAG, quando comparado as dietas com
carboidratos complexos (Crescenzo et al., 2015). Isso sugere que ocorra
aumento da sintese de lipideos em detrimento da gliconeogénese (Song
et al., 2012). O consumo de alto teor de frutose contribui para o
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surgimento de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica, obesidade e
resisténcia a insulina (Basaranoglu et al., 2015).

Um dos principais efeitos téxicos da frutose parece ser o acimulo
de frutose-1-fosfato e diminui¢do da disponibilidade de fosfato
inorgénico (Elliott et al., 1967; Wang e Van, 1981), inibindo a a¢do da
enzima glicogénio fosforilase hepdtica (Oberhaensli et al., 1987). Tal
fato daria origem aos sintomas como hipoglicemia e acidose metabdlica
(Mayatepek et al., 2010; Lima et al., 2015), além da inibi¢do da
atividade da enzima frutocinase pela frutose-1-fosfato, resultando na
diminuicio da captacdo de frutose pelo figado e levando ao aumento de
frutose no plasma de pacientes com IHF. Outros efeitos téxicos da
frutose incluem inducdo de estresse oxidativo em cértex cerebral (Lopes
et al., 2014).

O aumento do consumo de frutose em pacientes estd associado ao
aumento de acido drico no plasma e a deplecdo intracelular detrifosfato
de adenosina (ATP) (Abdelmalek et al., 2012; Vieira et al., 2014).
Estudos anteriores estabeleceram que a elevacio de niveis plasmaticos e
urindrios de dcido drico em humanos era devido a rdpida degradacgdo do
ATP hepatico usada na reacdo da frutocinase (Perheentupa et al., 1967,
Bjornstad et al., 2015). O excesso desse composto nitrogenado no
organismo pode desencadear a doenga conhecida por gota, além de
célculos renais, nas vesiculas e vias biliares (Rho et al., 2011). Estudos
recentes demonstraram que o consumo de dieta rica em frutose induz
disfun¢do mitocondrial e desencadeia apoptose em musculo esquelético,
prejudicando o metabolismo energético muscular (Jaiswal et al., 2015).
Assim, sabe-se que inimeros processos celulares necessitam de energia
na forma de ATP (Nelson e Cox, 2011). Existem diferentes moléculas
como glicose, dcidos graxos livres e aminodcidos que podem servir
como substratos energéticos (Nelson e Cox, 2014). Havendo a disfuncio
mitocondrial pela administracdo aguda de frutose, ocorrerd o bloqueio
do transporte de elétrons ou alteracdes do bombeamento de prétons da
matriz para o espaco intermembranas na cadeia transportadora de
elétrons (CTE) e, consequentemente, alterard a formacdo do potencial
eletroquimico, prejudicando a fosforilacdo do difosfato de adenosina
(ADP) a ATP no complexo V da CTE (Cushion et al., 2000).

1.3 METABOLISMO ENERGETICO
A frutose, a semelhanca de outros monossacarideos, pode ser um

substrato energético em células animais (Nelson et al., 2011). Estudos
mostram que o excesso de frutose induz disfuncdo mitocondrial e
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desencadeia alteracdes em células do musculo esquelético, induzindo
estresse oxidativo (Jaiswal et al.,2015). Apesar das complicagdes
causadas pela frutose, este monossacarideo € indispensdvel para a
realizacdo de vdrias fungdes, tais como transporte ativo de ifons e
moléculas e sintese de macromoléculas, incluindo biomoléculas
envolvidas na contracdo muscular (Nelson e Cox, 2011).

A energia necessdria para realizar essas funcdes € obtida a partir
da degradagdo de glicogénio ou pela oxidacdo de nutrientes como
glicose ou dcidos graxos livres (Voet et al., 2008). A glicose pode ser
obtida a partir de precursores nio glicidicos como lactato, albumina,
piruvato ou glicerol (Huidekoper et al., 2010; Nielsen et al., 2015). O
ATP € a principal moeda energética utilizada nos processos celulares
que exigem energia. A energia quimica liberada pela hidrdlise desse
nucleotideo serve para impulsionar uma série de reacdes como a
catalisada pela Na',K'-ATPase, principal consumidora de ATP nas
células (Lehninger et al., 2007; Voet et al., 2008). A glicose € a principal
fonte de energia usada pela maioria das células e ocupa uma posi¢io
central no metabolismo energético (Benarroch, 2014). O acetil-
Coenzima A (acetil-CoA) formado pela oxidagdo de diversos nutrientes,
incluindo a glicose pela descarboxilacio oxidativa do piruvato catalisada
pela enzima piruvato desidrogenase (PDH; EC1.2.4.1), serd
completamente oxidado a CO, no ciclo de Krebs.

1.3.1 Ciclo de Krebs

O ciclo de Krebs ocorre na matriz mitocondrial (Osellame et al.,
2012; Lee, 2014) e consiste em uma sequéncia de reacdes em que, em
cada volta do ciclo, sdo formadas trés moléculas de dinucleotideo de
nicotinamida e adenina reduzido (NADH), uma molécula de
dinucleotideo de flavina e adenina reduzido (FADH,) e uma molécula
de trifosfato de guanosina (GTP) (Nelson e Cox, 2014). O acetil-CoA
dard inicio ao ciclo ao ser condensado com o oxalacetato pela acdo da
enzima citrato sintase (CS; EC 2.3.3.1), formando o primeiro
intermediario do ciclo de Krebs, o citrato (Kim et al., 2012). O citrato é
convertido a isocitrato pela a¢do da enzima aconitase (EC 4.2.1.3)
(Eprintsev et al., 2015), formando um intermedidrio instdvel (cis-
aconitato). Na préxima etapa, a enzima isocitrato desidrogenase (IDH;
EC 1.1.1.42) catalisa a descarboxilagdo oxidativa do isocitrato para
formar o-cetoglutarato (Leonardi et al., 2012) que, por descarboxilagéo
oxidativa catalisada pelo complexo o-cetoglutarato desidrogenase (o-
KGDH; EC 1.4.1.13), resultando na formagdo de succinil-CoA (Gibson
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et al., 2015). A enzima succinil-CoA sintetase (EC 6.2.1.4), por sua vez,
catalisa a reacdo reversivel entre succinil-CoA e sucinato (Li et al,.
2013; Nolte et al., 2014), que € entdo oxidado pela acdo da enzima
succinato desidrogenase (SDH; EC 1.3.5.1), formando fumarato
(Sierotzki e Scalliet, 2013). O fumarato € convertido a malato pela acio
da enzima fumarase (EC 4.2.1.2) (Mescam et al., 2011). Finalmente, o
malato pode ser oxidado formando oxaloacetato, através de uma reagio
catalisada pela enzima malato desidrogenase (MDH; EC 1.1.1.37)
(Taillefer et al., 2015).

A conservacdo de energia proveniente da oxidagdo do acetil-CoA
se dd pela formacdo de equivalentes reduzidos através da transferéncia
de elétrons para as coenzimas oxidadas dinucleotideo de nicotinamida e
adenina (NAD™) (nas reagdes catalisadas pelas enzimas IDH, a-KGDH e
MDH) e dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) (na reacio catalisada
pela enzima SDH), bem como pela formacdo de uma molécula de GTP
na reacdo catalisada pela succinil-CoA sintetase (Yang et al., 2014)
(Figura 4). Estas moléculas de equivalentes reduzidas formadas no ciclo
de Krebs podem ser oxidadas na cadeia respiratdria, sendo utilizadas
para sintese de ATP em um processo conhecido como fosforilagdo
oxidativa (Masoudi-Motlagh et al., 2015).
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Figura 4 — Esquema de reacdes do ciclo de Krebs. Fonte: Adaptado de
Lehninger et al. (2007).
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1.3.2 Fosforilacao oxidativa

A fosforilagdo oxidativa é o processo pelo qual a energia
proveniente da oxidagcdo dos compostos da dieta é utilizada para a
formacdo de ATP nas mitocOndrias, através da transferéncia sequencial
de elétrons pela CTE, tendo o oxigénio como aceptor final de elétrons
(Lee e Huttemann, 2014) (Figura 5). A cadeia respiratéria € composta
por 5 complexos proteicos, denominados: i) complexo I ou NADH
desidrogenase (EC1.6.5.3); ii) complexo II ou SDH (EC 1.3.5.4); iii)
complexo III ou coenzima Q-citocromo ¢ redutase (EC 1.10.2.2); iv)
complexo IV ou citocromo ¢ oxidase (EC 1.9.3.1); e v) complexo V ou
ATP-sintase (EC 3.6.3.14) (Voet et al., 2008; Beutner et al., 2014). A
CTE possui também elementos méveis para a transferéncia de elétrons
entre 0os complexos: a coenzima Q ou ubiquinona, que transfere os
elétrons dos complexos I e II para o complexo III, e o citocromo ¢, que
transfere os elétrons do complexo III para o complexo IV (Voet et al.,
2008; Xu et al., 2014). Quando os elétrons sdo transportados através dos
complexos I, Il e IV da CTE, ocorre o bombeamento dos prétons da
matriz mitocondrial para o espago intermembranas, resultando na
formagcdo de um gradiente eletroquimico chamado de potencial de
membrana mitocondrial (Voet et al.,, 2008; Beutner et al., 2014). A
dissipagdo deste potencial através do complexo V fornece a forga
préton-motriz que impulsiona a fosforilagdo de ADP na fragdo F1 da
ATP-sintase, fosforilando o ADP e, consequentemente, formando ATP
(Juel et al., 2015).

Espago

Membrana
Mleerna
HOSBBEEM

Matriz

Figura 5. Esquema do fluxo de elétrons através dos complexos da cadeia
transportadora de elétrons. Fonte: Nelson e Cox, 2007.
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1.4 JUSTIFICATIVA

Considerando que os mecanismos fisiopatolégicos dos danos
teciduais encontrados em pacientes acometidos por frutosemia ainda sdo
pouco conhecidos, e que a frutose pode ser um agente téxico, torna-se
importante investigar o efeito de frutose sobre pardmetros do
metabolismo energético, na tentativa de esclarecer a fisiopatologia da
doenga e, assim, colaborar para o estabelecimento de novas estratégias
terapéuticas para os pacientes.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da administragdo aguda de frutose sobre

pardmetros bioquimicos em cérebro e tecidos periféricos de ratos jovens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

7
0.0

Investigar o efeito da administracdo aguda subcutanea de frutose
sobre as atividades dos complexos da cadeia respiratdria
mitocondrial (I-IV) em cortex cerebral, figado, rim e misculo
esquelético de ratos jovens;

Investigar o efeito da administragdo aguda subcutinea de frutose
sobre as atividades de enzimas do ciclo de Krebs (CS, IDH, SDH,
fumarase e MDH) em coértex cerebral, figado, rim e musculo
esquelético de ratos jovens;

Investigar o efeito da administragdo aguda subcutdnea de frutose
sobre os niveis de glicose e TAG em soro de ratos jovens;

Investigar o efeito da administracdo aguda subcutanea de frutose
sobre os niveis de glicose triacilglicerdis, colesterol e albumina em
liquido cefalorraquidiano (LCR) de ratos jovens;

Investigar o efeito da administracdo aguda subcutanea de frutose
sobre os niveis de lactato desidrogenase (LDH) e de lactato em soro
de ratos jovens;

Investigar o efeito da administracdo aguda subcutanea de frutose
sobre o contetido de glicogénio em musculo esquelético e figado de
ratos jovens.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 ANIMAIS

Neste estudo foram usados ratos Wistar machos jovens de 30 dias
de vida, obtidos do Biotério da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (UNESC). Os ratos foram mantidos nas suas gaiolas até a
data do desmame (21 dias de idade). Os animais tiveram livre acesso a
dgua eao alimento. Os ratos foram mantidos em ciclos de claro-escuro
de £12 horas a uma temperatura de 22+1°C. A utilizacdo dos animais
seguiu o protocolo experimental aprovado previamente pela Comissio
de Etica no Uso de Animais da UNESC (Protocolo n° 076/2013-2)
(ANEXO A). Foram feitos esfor¢cos para minimizar o ntimero de
animais utilizados e seu sofrimento.

3.2 PREPARO DA SOLUCAO DE FRUTOSE

Para este estudo, a frutose foi dissolvida em veiculo (0,9% de
cloreto de s6dio). A solugdo de frutose sempre foi preparada no dia dos
experimentos e o seu pH foi ajustado para 7,4.

3.3EXPERIMENTOS
3.3.1 Modelo animal de frutosemia

Este modelo animal de frutosemia baseia-se em um trabalho
previamente descrito por Monteiro e colaboradores (2012). No primeiro
experimento para o desenvolvimento do modelo animal de frutosemia,
os ratos jovens de 30 dias de idade foram divididos em dois grupos: os
animais do grupo 1 (controle) que receberam uma unica injecdo
subcutinea (s.c) de solug@o salina. No grupo 2 (frutose), os animais
receberam uma dose tnica de injecdo s.c de frutose de 5 umol/g de peso
corporal (Figura 6).

Uma hora apds as administracdes de solugdo salina e de frutose,
os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina 6,6 mg/kg, e
xilasina 0,3 mg/kg, com uma agulha fina nimero 23 fez-se a punc¢éo na
cisterna magna para a obtengdo do LCR para pesquisar o nivel da
glicose em cortex cerebral apds uma hora da administragdo aguda de
frutose; seguiu-se a eutandsia de ratos com guilhotina; foi colhido
amostra do sangue periférico a fim de se obter o soro para pesquisa do
nivel de TAG sérico; o cortex cerebral, rins, figado e mdisculo
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esquelético foram rapidamente dissecados em placa de Petri e
posteriormente foram armazenados a -70°C (Figura 6).

Doze horas ou vinte e quatro horas apds as administragcdes de
solucdo salina e de frutose, os ratos foram anestesiados com cloridrato
de cetamina 6,6 mg/kg, e xilasina 0,3 mg/kg, com uma agulha niimero
23 fez-se a puncdo na cisterna magna para a obtencdo do LCR para
pesquisar o nivel da glicose, colesterol total e de albumina em cértex
cerebral apés 12 h e 24 h da administracdo aguda de frutose; seguiu-se a
eutandsia de ratos com guilhotina; foi colhido amostra do sangue
periférico a fim de se obter o soro para pesquisa do nivel de glicose,
lactato e LDH sérico; o cortex cerebral, figado e miisculo esquelético
foram rapidamente dissecados em placa de Petri e posteriormente foram
armazenados a -70 °C (Figura 6).

As estruturas foram pesadas e homogeneizadas com tampdo
SETH (sacarose 250 mM, &cido etilenodiamino tetra-acético — EDTA -
2 mM, Trizma base 10 mM e heparina 50 Ul/mL, pH, 7.4) e o
homogeneizado obtido foi levado a centrifugacdo a 800x g por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi separado e armazenado a -70
°C para a dosagem das atividades das enzimas do ciclo de Krebs, os
complexos da cadeia respiratoria mitocondrial. O periodo maximo entre
a preparacdo de homogeneizados e andlises de enzimas sempre foi
menor do que 5 dias.

0h 1h 12h 24h

| | | |

| | | |
Injegios.cde 3 Inje;%o de anestesia, Inje;';io de a.nestesia__‘ njecio de anestesia,
umol/g de pungiode LCR da pun¢io de LCR da cisterna pungio de LCR da cisterna

solugdo frutosee  cisterna magna por agulha magna por agulha fina
solugéo salina aos fina mimero 23; eutandsia nimero 23; eutandsia de
ratos. deratoscomacoletado  ratos com a coleta do
Sangue para0soro,ea  sanguepara 0soro,ea
retirada cértex cerebral,  retirada do cértex cerebral
figado, rins e musculo ¢ armazenamento a-70 °C.
esquelético e
armazenamento desses

magna por agulha fina
nimero 23; eutandsia de
ratos com a coleta do
sangue para 0 soro, ea
retirada do cortex cerebral e
armazenamento a -70 °C.

orgios a-70°C.

Figura 6. Delineamento experimental e linha do tempo das administragcdes de
frutose. Elaborado pelo autor.



41

3.4 DETERMINACAO DE PARAMETROS BIOENERGETICOS

3.4.1 Atividade da enzima CS: Foi avaliada de acordo com Srere (1969)
em um meio contendo 0,1 mM 5’5 -ditiobis-(2-nitrobenzoato)
(DTNB), 0,2 mM de acido oxaloacético, 0,1 % de triton X-100, 0,1 mM
de acetil-CoA e 100 mM de Tris-HCI, pH 8,0, e aproximadamente 3 pg
de proteina (homogeneizado). A atividade enzimdtica acompanhada
espectrofotometricamente  pela redu¢do de DTNB a 5-tio-2-
nitrobenzoato (TNB) em comprimento de onda de 412 nm. Os
resultados sdo expressos em nmol TNB. min”. mg proteina'l.

3.4.2 Atividade da enzima IDH: Foi determinada em um meio contendo
tampao Tris-HC1 33 mM, pH 7,4, 10 uM de rotenona, 1,2 nM de MnCl,,
0,67 nM de ADP, 0,1 % de Triton X-100, 0,3 mM de NAD", 5 mM de
isocitrato e aproximadamente 75 pg proteina (homogeneizado) (Plaut,
1969). A redugio do NAD" a NADH foi acompanhada
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 340 nm e os
resultados estdo expressos em nmol NADH. min™'. mg proteina ™.

3.4.3 Atividade da enzima SDH: Esta atividade enzimdtica foi
determinada de acordo com o método de Fischer e colaboradores (1985)
acompanhando espectrofotometricamente a diminuicdo da absorvancia
devido a reducdo de 2,6-dicloroindofenol (DCIP) a 600 nm. Os
resultados estdo expressos em nmol. min™'. mg proteina.

3.4.4 Atividade da enzima MDH: Esta atividade foi medida segundo o
método descrito por Kitto (1969) em um meio contendo tampdo fosfato
de potdssio 50 mM, pH 7,4, contendo 10 uM de rotenona, 0,3 % de
Tween 20, 0,14 mM de NADH, 0,30 mM de oxalacetato e 25 ug de
proteina. A atividade da MDH foi determinada seguindo
espectrofotometricamente a oxida¢do de NADH em comprimento de
onda de 340 nm. Os resultados s@o expressos em nmol NADH. min”"
mg proteina.

3.4.5 Atividade de fumarase: Foi medida em 1 mL de tampdo de fosfato
de s6édio 100 mM, pH 7,3, e 50 mM de malato. A atividade foi
determinada pelo acompanhamento do aumento da absorvancia em
comprimento de onda de 250 nm (O’Hare e Doonan, 1985). Os
resultados estéo expressos em nmol de fumarato . min”" mg proteina'l.
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3.4.6. Atividade das enzimas da cadeia respiratdria mitocondrial

3.4.6.1 Determinagdo da atividade do complexo I+CoQ+III: A reagio
foi realizada em um meio contendo tampao fosfato de potassio 20 mM,
pH 8,0, 2 mM de KCN, 10 uM de EDTA, 50 uM de citocromo c e
aliquotas de homogeneizado contendo aproximadamente 40-80ug de
proteinas. O meio de incubagio foi mantido a 30 °C por 1 minuto. A
reacdo se iniciou pela adi¢do de 25 uM de NADH. As absorvancias
foram registradas por 3 minutos, apds os quais foram adicionados 10
uM de rotenona. A atividade do complexo [+CoQ+III foi medida pelo
aumento na absorvancia causada pela reducgio do citocromo ¢ a 550 nm
(Schapira et al., 1990). Os resultados estdo expressos em nmol . min™ .
mg de protel’na'l.

3.4.6.2 Determinagcdo da atividade do complexo II: O meio de
incubacgfo constituiu-se de tampao fosfato de potdssio 40 mM, pH 7,4,
16 mM de succinato de sédio (16 mM) e 8 uM de DCIP. Inicialmente
pré-incubou-se com 40-80 pg de proteinas do homogeneizado a 30 °C
por 20 minutos. Logo apds, foram adicionados ao meio 4 mM de azida
sodica e 7 uM de rotenona e iniciou-se a reagdo com a adi¢do de 40 pM
de DCIP. As absorbancias foram registradas por 5 minutos a 600 nm. A
atividade do complexo II foi determinada pela diminui¢do da
absorvancia devida a reducdo do DCIP (Fischer et al., 1985). Os
resultados estdo expressos em nmol . min™' . mg de proteina ™.

3.4.6.3 Determinacdo da atividade do complexo II+CoQ+IIl: O meio
de reacdo, constituido de tampao fosfato de potdssio 40 mM, pH 7.4,
contendo 16 mM de succinato de sédio, foi pré-incubado com 40-80 pg
de proteinas do homogeneizado a 30 °C por 30 minutos. Em seguida,
foram adicionados 4 mM de azida sédica e 7 uM de rotenona e a reagio
se iniciou pela adi¢do de 0,6 pg/mL de citocromo c. As absorbéncias
foram registradas por 5 minutos a 550 nm. A atividade do complexo
[I+CoQ+III foi determinada pelo aumento da absorvancia causado pela
reducdo do citocromo c¢ (Fischer et al., 1985). Os resultados estdo
expressos em nmol . min™ . mg de proteina™.

3.4.6.4 Determinagdo da atividade do complexo 1V: O meio de
incubacdo continha tampdo fosfato de potdssio 10 mM, pH 7,0, N-
dodecil-D-maltosideo 0,6 mM e 1020 pnpg de proteinas
(homogeneizado). A reacdo foi iniciada com a adi¢cdo de 0,7 ug de
citocromo ¢ reduzido. A atividade enzimadtica foi medida a 25 °C por 10
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minutos e foi determinada pelo decréscimo na absorvancia a 550 nm
devido a oxidagdo de citocromo ¢ previamente reduzido (Rustin et al.,
1994). Os resultados estdo expressos em nmol . min™ . mg de protel’na'l.

3.5 DETERMINACAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS

3.5.1 Determinacao dos niveis de glicose, albumina, TAG, colesterol,
LDH e lactato: os niveis destes marcadores foram avaliados em soro e
LCR por kits comerciais de acordo com o fabricante (Labtest® e
Analisa®).

3.5.2 Determinacio do conteiido de glicogénio: foi medido no
musculo esquelético e no figado de acordo com Krisman (1962), com
algumas modificagdes. Os tecidos foram homogeneizados em KOH 33
% e fervidos a 100 °C durante 20 min, com agitacdo. Apds resfriamento,
as amostras foi acrescentado etanol 96% e essas foram aquecidas outra
vez a ebuli¢do e depois resfriadas em banho de gelo para precipitar o
conteido de glicogénio. Os homogeneizados foram centrifugados a
1300 x g durante 15 min. O sobrenadante foi descartado e os sedimentos
foram neutralizados com solu¢do saturada de NH4Cl. O sedimento foi
aquecido a 100 °C durante 5 min e solubilizado em 4gua. O contetdo de
glicogénio foi determinado por tratamento com reagente de iodo e a
absorvancia foi medida a 460 nm. Os resultados estdo expressos em mg
de glicogénio/g de tecido.

3.6 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A determinacdo de proteinas foi realizada através do método de
Lowry e colaboradores (1951), usando-se albumina sérica bovina como
padrao.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para a comparacdo entre duas médias, foi utilizado o teste ¢ de
Student para amostras independentes. As andlises estatisticas foram
feitas pelo programa Pacote Estatistico para Ciéncias Sociais (SPSS)
versdo 16.0. Foram consideradas diferencas significativas quando o
valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

Apés uma hora da administracdo de frutose, avaliou-se a
influéncia deste carboidrato sobre as atividades dos complexos da CTE,
observando-se um aumento da atividade do complexo I-III no figado
(p<0,01) (Figura 7A), quando comparados aos animais do grupo
controle. Nao foi observada nenhuma alteracio na atividade do
complexo I-IIl em coértex cerebral, rim e musculo esquelético.
Observou-se também uma redugdo das atividades dos complexos II e II-
III no musculo esquelético de animais que receberam frutose, quando
comparados aos animais do grupo controle (p<0,05 e p<0,001,
respectivamente) (Figuras 7B e 7C). Por outro lado, ndo se observaram
alteracdes nas atividades destes complexos nos demais tecidos
estudados. A administracdo aguda de frutose ndo alterou a atividade do
complexo IV da CTE em nenhum dos tecidos investigados quando
avaliados 1 h ap6s as administragdes (Figura 7D).
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Figura 7. Efeitos da frutose 1 h apds a sua administracdo aguda sobre as
atividades dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial em cdrtex
cerebral, figado, rins e musculo esquelético de ratos jovens. (A) Atividade do
complexo I-III; (B) Atividade do complexo II; (C) Atividade do complexo II-
III; (D) Atividade do complexo IV. Os dados representam médias + erro padrdo
para 6 animais por grupo e estio expressos em nmol . min" . mg protefna’ .
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 comparados ao grupo controle (Teste t de
Student para amostras independentes).

As atividades das enzimas SDH e MDH também foram
analisadas em animais que receberam frutose agudamente uma hora
antes da eutandsia. Observou-se que a atividade da SDH nio foi afetada
com a administracdo de frutose agudamente (Figura 8A). Por outro lado,
a atividade de MDH aumentou no rim dos animais que receberam
frutose, em comparacdo com o grupo controle (p<0,05) (Figura 8B).
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Figura 8. Efeitos da frutose 1 h apds a sua administracdo aguda sobre as
atividades dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial em cdrtex cerebral,
figado, rins e musculo esquelético de ratos jovens. (A) Atividade da enzima
succinato desidrogenase (SDH); (B) Atividade da enzima malato desidrogenase
(MDH). Os dados representam médias + erro padrdo para 6 animais por grupo e
estdo expressos em nmol. min"' . mg . proteina . *p<0,05 em comparagdo com o
grupo controle (Teste t de Student para amostras independentes).

A seguir, avaliou-se o efeito da administracdo aguda de frutose 1
h antes da eutandsia sobre os niveis de glicose e TAG em liquidos
biolégicos de ratos; observou-se que os niveis de glicose foram
semelhantes entre os grupos estudados. Por outro lado, os niveis de
TAG sérico foram aumentados nos animais que receberam
administracdo de frutose agudamente, em comparagdo ao grupo controle
(p<0,05) (Tabela 1). Avaliou-se também a influéncia da administracdo
aguda de frutose sobre parametros bioquimicos em LCR de ratos 12 h e
24 h apds a administragdo do carboidrato. Observou-se que os niveis de
colesterol total aumentaram 12 h apds a administracdo aguda de frutose.
Em contraste, os niveis de albumina diminuiram 12 h apds a
administragcdo deste carboidrato (Tabela 1). Observou-se também que,
24 h apds a administragdo de frutose, os niveis de colesterol total e de
albumina no LCR ndo foram diferentes em compara¢do ao grupo
controle. Os niveis de glicose no LCR nédo foram alterados em nenhum
dos tempos avaliados no presente estudo (Tabela 1).
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Tabela 1. Niveis glicose, triacilgliceréis (TAG), colesterol total e
albumina em liquidos bioldgicos 1, 12 e 24 h apds a administragio
aguda de frutose em animais submetidos a um modelo experimental de

frutosemia.

Controle Frutose
1h
Glicose (LCR) 70,6 9,1 75,4 +8,7
TAG (sérico) 125,8 +£16,9 252,6 £ 154*
12h
Glicose 69,5 +4,96 59,42 + 6,84
Colesterol total 6,88 +£0,98 13,5 + 1,00%%**
Albumina 0,31 +£0,06 0,18 +0,01*
24 h
Glicose 349 +7,05 36,3 +4,32
Colesterol total 26,4 +0,92 26,88 +1,09
Albumina 0,07 £ 0,006 0,09 +0,03

Os dados representam médias + erro padrdo para 6 animais por grupo e estao
expressos em mg/dL. *p <0,05; ***p<0,001 comparados ao grupo controle
(Teste t de Student para amostras independentes).

Também foi avaliado o efeito da administragdo aguda de frutose sobre
os niveis séricos de LDH e de lactato em ratos 12 h apds a
administracdo deste monossacarideo. Observou-se que os niveis de
lactato sérico aumentaram 12 h apds a administracdo de frutose em
comparagdo ao grupo controle, e tais niveis retornaram aos valores
normais 24 h apds a administracdo. Por outro lado, a atividade da LDH
nao foi alterada 12 h e 24 h ap6s a administracaode frutose (Tabela 2).




48

Tabela 2. Niveis séricos de lactato desidrogenase (LDH) e de lactato em
animais submetidos a um modelo experimental de frutosemia 12 h e 24 h
apods a administracdo de frutose.

Controle Frutose
12h
LDH 494 + 40,1 448 £73,2
Lactato 12,1 £0,97 21,7 £4,00*
24 h
LDH 113 +2,86 119 £2,94
Lactato 18,8 2,78 12,3 +0,44
Os dados representam médias + erro padrdo da média para 6 animais por grupo
e estdo expressos em Ul/dL para os niveis de LDH e mg/dL para os niveis de
lactato. *p < 0,05 em comparagdo com grupo controle (Teste ¢ de Student para
amostras independentes).

Adicionalmente, determinou-se o conteido de glicogénio em mdusculo
esquelético e figado de ratos que sofreram eutandsia 24 h apds a
administracdo de frutose. Nao foi observada diferenca significativa entre
os grupos em nenhum dos tecidos (Tabela 3).

Tabela 3. Contetido de glicogénio em musculo esquelético e figado de
ratos 24 h apés a administragdo de frutose.

Controle Frutose
Miisculo esquelético 0,39 +0,05 0,41 +£0,6
Figado 0,35 £ 0,04 0,33 £ 0,06

Os dados representam médias + erro padrdo da média para 6 animais por grupo
e estdo expressos em mg de glicogénio/g de tecido. Ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos (Teste ¢ de Student para amostras
independentes).

Por fim, investigou-se o efeito da administracdo aguda de frutose
sobre as atividades das enzimas do ciclo de Krebs 24 h apds a
administragdo desse carboidrato em cértex cerebral de ratos. Os
resultados demonstram um aumento da atividade da MDH em cértex
cerebral dos animais submetidos ao modelo de frutosemia em
comparagdo com grupo controle. Por outro lado, as atividades das
enzimas CS, IDH, SDH e fumarase ndo foram alteradas pela
administragdo de frutose (Figura 8).
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Figura 9. Efeitos da administracdo aguda de frutose sobre as atividades das
enzimas (A) citrato sintase (CS), (B) isocitrato desidrogenase (IDH), (C)
succinato desidrogenase (SDH), (D) fumarase e (E) malato desidrogenase em
cortex cerebral de ratos apds 24 h apds a administragdo de frutose. Os dados
representam médias + erro padrdo para n igual 6 animais por grupo e estdo
expressos em nmol . min” . mg protel’na'l. *p<0,05 comparados ao grupo
controle (Teste t de Student para amostras independentes).



50

5 DISCUSSAO

A THF ¢ caracterizada por um aumento importante das
concentra¢des de frutose em tecidos e fluidos bioldgicos de pacientes
(Steinmann et al., 2001). No presente estudo, demonstrou-se um
aumento da atividade do complexo I-IIl da CTE em figado e uma
inibicdo das atividades dos complexos II e II-III em musculo esquelético
de ratos 1 h ap6s a administragdo de frutose agudamente. Sabe-se que os
complexos I e III da cadeia respiratéria sdo os principais geradores de
espécies reativas de oxigénio (ERO) (Drose e Brandt, 2012).
Previamente, foi descrito que a administragdo aguda de frutose provoca
estresse oxidativo em cdrtex cerebral de ratos jovens, aumentando os
niveis de substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS) e o
contetido de grupos carbonila, ambos marcadores de dano oxidativo,
aliados a diminuicdo da atividade da enzima antioxidante catalase
(Lopes et al., 2014). Outros estudos indicaram que a administracdo
aguda de frutose induziu estresse oxidativo em coragio e figado de ratos
(Busserolles et al., 2002; Mellor et al., 2010) e que a dieta rica em
frutose induz disfuncédo mitocondrial e apoptose em musculo esquelético
(Jaiswal et al., 2015). Neste contexto, ERO geradas em excesso podem
causar danos a componentes mitocondriais (Schapira, 1998), inclusive
em nivel do complexo II (Myers et al., 2010; de Oliveira et al., 2013;
Garnol et al., 2014). Assim, ndo se pode excluir que o estresse oxidativo
possa ser um fator que contribua para a inibi¢ao relativa dos complexos
mitocondriais II e II-IIT em musculo esquelético de ratos que receberam
a frutose agudamente. A administracdo de frutose também aumentou a
atividade de MDH em rim, uma enzima mitocondrial importante
envolvida na bioenergética celular. As alteracdes do metabolismo
mitocondrial t&ém efeitos deletérios sobre a funcdo da célula e sua
sobrevivéncia, especialmente em tecidos altamente dependentes do
consumo energético, tais como tecido cerebral e muscular (Cadenas
e Davies, 2000). No presente estudo, o musculo esquelético mostrou
maior vulnerabilidade durante a administracdo de frutose em relacdo a
pardmetros bioenergéticos, em compara¢do com os outros tecidos.

O GLUTS ¢é expresso principalmente no figado (Douard e
Ferraris, 2008), que possui uma taxa elevada de extra¢do de frutose
(Kim et al., 1988), rendendo a acessibilidade de grande parte de frutose
ingerida na dieta. Tal fato pode induzir o actimulo de diacilglicerdis e
proteina cinase ativada por mitégeno 8 (MAPKS), o que favorece a
inflamag@o no figado através da ativagdo da lipogénese, diminuindo a
transdu¢do do sinal da insulina, o que resulta na diminui¢do da
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tolerancia a glicose (Chan et al., 2013). Por outro lado, favorece a
dislipidemia e a esteatose hepatica (Johnson et al., 2007; Yokozawa et
al., 2008).

Adicionalmente, avaliou-se o perfil bioquimico do LCR de
animais submetidos a um modelo experimental de frutosemia 12 h e 24
h apés a administracdo aguda de frutose. Observou-se que o nivel de
glicose no LCR néo alterou em animais do grupo frutose 12 h e 24 h
apds a administracdo de frutose em comparagdo com o grupo controle.
Por outro lado, os niveis de albumina no LCR diminuiram 12 h apés a
administragdo de frutose em comparacdo com o grupo controle. Além
disso, 24 h apds a administracdo de frutose, os niveis de albumina, e
glicose do grupo frutose em LCR se restabeleceram aos do grupo
controle. A diminui¢do dos niveis dessa proteina observadas em 12 h
apods a administracdo de frutose ndo se pode atribuir a mé nutri¢do ja que
os niveis de albumina no LCR, diferente de albumina no soro, ndo estio
relacionadas com o estado nutricional do organismo (Wade et al., 1988).
Ainda segundo Wade e colaboradores (1988) observaram que ratos em
jejum possuiam os niveis de albumina inalterados no LCR, enquanto no
soro, os niveis de albumina diminuiram. Monteiro e colaboradores
(2012) mostraram que os niveis de albumina no soro ndo alteraram em
12 h e 24 h ap6s a administracdo de frutose agudamente.

Outros estudos mostraram que houve a diminui¢do de albumina
no LCR em pacientes afetados por esclerose miltipla e doenga de
Alzheimer (Hybelova et al., 2009; Ribeiro et al., 2012). Neste estudo os
niveis de albumina também diminuiram em cértex cerebral apés 12 h
apds a administracdo de frutose sendo que essa diminui¢do poderia ser
atribuida a protedlise, o que implicaria na falta de substrato glicose
obtido a partir da gliconeogénese. No entanto, esse aspecto pode ser
eliminado ja que os niveis de glicose no LCR ndo alteraram neste
modelo animal em estudo. Em paciente com frutosemia sempre se
observa a hipoglicemia apds o consumo de frutose por causa de inibicao
de enzimas da gliconeogenese, glicolitica e glicogénio fosforilase, mas
no modelo animal a glicose no LCR e no soro ndo alterou por isso
sugere-se mais estudos para melhor entender a descrepincia da
frutosemia em pacientes e em modelo animal.

O colesterol total em LCR € de cerca de 6-7 mg/dL. Tem sido
amplamente relatado que a frutose estimula a sintese de lipidios
incluindo o colesterol no figado (Hwang et al., 1987; Hulman e Falkner,
1994; Laville e Nazare, 2009; Tran et al., 2009; Chou et al., 2011), mas
ainda existem poucos estudos avaliando esses pardmetros no cérebro.
Sugeriu-se que os niveis elevados de colesterol no LCR servem como
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marcador de disfuncdo cognitiva (Leoni et al., 2013; Trushina et al.,
2013). Embora pouco conhecido os efeitos de frutose no sistema
nervoso central, alguns estudos demonstraram a associa¢do entre o
consumo elevado de frutose e um fator de risco significativo para o
desenvolvimentode deméncia (Johnson et al., 2007; Marriott et al.,
2009; Stephan et al., 2010). Ainda, estudos pré-clinicos mostraram que
uma dieta rica em frutose (60 % de frutose na dieta durante 6 semanas)
produziu os efeitos prejudiciais no cérebro de hamsters (Mielke et al.,
2005) e prejudicou a memoria espacial em ratos (Ross et al., 2009). O
aumento dos niveis de colesterol no LCR foi observado também em
pacientes afetados por xantomatose cerebrotendinea (Salen et al., 1987;
Torres et al., 2010) e em esclerose multipla (van de Kraats et al., 2014).
Os niveis de colesterol no LCR aumentaram em ratos que receberam
frutose 12 h apés a sua administracio em ratos. E possivel que o
aumento dos niveis do colesterol provocado pela administragdo de
frutose esteja relacionado com a funcdo cognitiva prejudicada que foi
encontrada em ratos que se alimentaram com alto teor de frutose (Cao et
al., 2007; Stranahan et al., 2008; Ross et al., 2009; Hsu et al., 2014).
Avaliou-se também o efeito da administracdo aguda de frutose
sobre o estado energético no soro de animais e foi observado que a
atividade de LDH em soro de animais que receberam frutose nio teve
diferenca significativa quando comparada ao grupo controle. Por outro
lado, a administra¢io aguda de frutose aumentou os niveis de lactato em
soro de ratos do grupo frutose 12 h apds a sua injecdo em comparagao
com o grupo controle. O estudo feito por Monteiro e colaboradores
(2012), mostrou que o nivel de glicose sérico ndo alterou em ratos do
grupo de frutose. O aumento dos niveis de lactato no soro sem afetar a
glicdlise sugere a possivel disfun¢dao mitocondrial. Tendo em vista que a
disfungdo mitocondrial aponta o aumento dos niveis de lactato no soro,
neste estudo avaliou o efeito da administracdo aguda de frutose nas
atividades de enzimas do ciclo de Krebs em homogeneizados de cortex
cerebral, em 24 h apds administracdo de frutose. Observou-se que a
atividade de MDH aumentou em cortex cerebral enquanto as atividades
de CS, IDH, SDH e fumarase ndo foram alteradas em animais que
receberam frutose em comparagdo com o grupo controle. O aumento da
atividade de MDH mostrou-se também aumentada em cérebro de
pacientes afetados pela esquizofrenia e pela doenca de Alzhemeir,
avaliacdo realizada post mortem em regides afetadas pelo estresse
oxidativo (Op den Velde e Stam, 1976; Bubber et al., 2005). Shi e
Gibson (2011) demonstram que H,O, aumentou a atividade de MDH nas
células hipocampais pelo aumento do nivel de mRNA do gene que
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expressa a enzima. Neste contexto, Lopes e colaboradores (2014)
demonstraram que a administracio aguda de frutose induziu danos
oxidativos a lipideos e a proteinas e alterou as enzimas de defesa
antioxidante em cértex cerebral. O aumento de atividade da MDH ainda
ndo é bem conhecido no cérebro. Contudo, especula-se que o aumento
dos niveis das atividades da MDH causado pela administracdo aguda de
frutose em cdrtex cerebral seja induzido pelo estresse oxidativo.

Sabe-se que a MDH ¢ a ultima enzima do ciclo de Krebs que
restaura os niveis de oxaloacetato para permitir a oxida¢do continua de
acetil-CoA na mitocOndria. Durante esta reacdo, os equivalentes
reduzidos de NADH produzidos no ciclo de Krebs sdao oxidados no
complexo I da cadeia respiratéria (Dupourque e Kun, 1969). O MDH
participa também na lancadeira de malato-aspartato, no transporte de
elétrons de NADH citosdlico para matriz mitocondrial para ser oxidado
na cadeia respiratria, j4 que as membranas mitocondriais sdo
impermedveis a esta coenzima. O aumento da atividade da enzima MDH
sem aumento paralelo de outras atividades enzimaticas do ciclo de
Krebs pode conduzir ao aumento da relagio NADH/NAD®, o que
poderd levar finalmente ao bloqueio do ciclo de Krebs, j4 que NAD"
também ¢ necessdrio nas atividades das enzimas IDH e a-KGDH. Esse
efeito bioenergético pode influenciar no dano da fun¢do cognitiva, na
plasticidade sindptica e na neurogénese hipocampal, bem como na perda
neuronal causada pela frutose (Cao et al., 2007; Stranahan et al., 2008;
Ross et al., 2009; Stephan et al., 2010; Van der Borght et al., 2011;
Rafati et al., 2013). Neste estudo, os niveis de lactato encontraram-se
aumentados em soro de animais 12 h apdés a administragdo de frutose.
Por outro lado, os niveis de glicose em soro ndao foram alterados 12 h e
24 h ap6s a administracdo de frutose (Monteiro et al., 2012). Tal
resultado é contraditério em relacdo a hipoglicemia encontrada em
pacientes acometidos por IHF. Portanto, sdo necessarios mais estudos
para elucidar este efeito.

No presente trabalho, observou-se que a frutose administrada
agudamente ocasiona alteracdes bioenergéticas e bioquimicas em cértex
cerebral e tecidos periféricos de animais e que tais efeitos podem ocorrer
até 24 h apds essa administracdo. Caso tais achados possam ser
extrapolados para a condi¢do humana, poderiam colaborar para o melhor
entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos dos danos teciduais
apresentados por pacientes afetados pela IHF.
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6 CONCLUSAO

Esse estudo demonstrou que a frutose exerce efeitos neurotoxicos
em coértex cerebral de ratos submetidos a um modelo animal de
frutosemia. Dados deste estudo indicam que a administragdo aguda de
frutose induz disfunc¢io do metabolismo energético mitocondrial, o que
pode contribuir para a patogénese de pacientes com frutosemia. Os
dados também sugerem que a toxicidade de frutose pode desempenhar
um papel relevante nos sintomas neuroldgicos observados em pacientes
afetados por frutosemia.
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ANEXO A- CARTA DE APROVACAO DA COMISSAO DE

ETICA NO USO DE ANIMAIS
o &
EUA
Unesc ’“"‘"Tﬁé}:"‘"‘ﬁj
Resofopdo

A Comissio de Etca mo Uso oy Animals, nomalizads pela Resolugdo n.
02201 1/C mara Propexde acordo com a Lai Federal 11.794, analisou o profeio aba i,

Protocaly. 07620152

Professor Responsdvel: Palripia Famania Seiugk

Equips: Emifip Lo Steck Gustavo da Corta Fameira, Maitan {ogdian Fernandes Costa,
Cingra Lugvly Gonpalves, Tamires Pavel Macan, Abigall Lopes, Mafns Scarabsiol Siefa,
Lugiana Aosa, Alexardra loppd Zugeo, Brona Kippel Farralra Carins Amabile 8uimargss,
Falips Dal Pizzpl, Fabrigia Cardoso Petronitho, Ddbora Dall“lgna, Frangleli Vgl Sollmy
B rassi Maraval g Thais Caresdr |lela.

Titwlp: = Invastigapdo de pardmestnos Moquimicos sm Boides ceebmis @ perifiicos oy raios
4 afias pongemirapies de fiifase .

Esta profate fof Aprovade sm seus agpepips ipor 8 metodoligices. Toda & qualguer
aftsrapdo do thaﬂ'wdw romunigade 8 CEUA. Foi awfprizads a oiifizapdo de 1. 140
Aalos heteroginicos Wisiar

5ias ag 08
15 digs 30y 258
3 dias 100y 258
80 dias 258
& dias % 58

Os mambros da CEUA nde pariiiparam do processe de avaliapdo dos profefos em que
CovElam comyo  pesquisadores. Fara demals odvidas conllar 2 CEUDA pelp s-mall

The amimal ressargh Ethics Cowvmites, sanctioned by e resplution momber
D220 1/ smara Propex, dn accordance with feceral law nomber 11,794, has anakesg the
iallowing Projact

Protocol momber 07820132

Pringipal lvestigator: Patripla Fermands Sefhock

Ressarphers: Emiip Loiz Strack Gostave da Costs Ferreira, Naithan Loaian Fernanges
Costs, Clram Logviy Sonpalves, Tamires Pavei Macan, Abigall Lopes, Malris Sparabalpt
Bigla, Lugiana Rosa, Alxandra loppd Zugno, Broma Kifppe! Farmira, Caring Amdbile
Guimardes, Felips Daf Pizod Fabvigla Cardose Patronilfo, Ddbora Dalllgna Francielf
Viredg, Sofiany Grass Maraval @ Thals Coresdr [ied.
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e oriinal varsion of B project must be previcusly submitled b e Commites for &ther
analyzes. May you hawe ficther guestions, ploase Cortact L W LBsc. mos proDaxCeua)ar
by gl coug oo S¢mal
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