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RESUMO

A intolerancia hereditaria a frutose (IHF) é uma doenca causada pela
deficiéncia da enzima aldolase B e caracterizada bioquimicamente pelo acumulo de
frutose e frutose-1-fosfato nos tecidos e fluidos biol6gicos dos pacientes afetados. Os
achados clinicos incluem vémitos, hepatomegalia, ictericia, hipoglicemia, hemorragia,
sindrome tubular renal proximal e insuficiéncia hepatica, que podem levar a morte e
cuja fisiopatologia ndo esta esclarecida. O objetivo do presente estudo é caracterizar
um perfil bioquimico em soro 12 e 24 h apdés a administragdo de frutose em ratos
jovens. Observamos que os niveis de glicose, albumina, proteinas totais, triglicerideos
e colesterol ndo foram alterados pela administragéo de frutose nos temos de 12 ou 24
horas apds a administracdo deste metabdlito. Nossos resultados indicam que a
administracao de frutose em ratos nao foi capaz de alterar os parametros bioquimicos

avaliados na dose e tempos utilizados neste estudo.
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1. INTRODUCAO

A frutose (CgH120g) € um carboidrato simples (monossacarideo) e importante
fonte de energia na dieta. Sua obtencdo se da através da dieta alimentar,
principalmente em frutas, mel e legumes. Também podemos obté-la através da quebra
do dissacarideo sacarose no intestino delgado pela acdo da enzima sacarase,
originando dois monossacarideos, glicose e frutose, sendo absorvida principalmente
pelo transportador de glicose 5 (GLUT 5) independente de insulina (Smith et al., 2005).
Apéds a absorgao na mucosa do intestino delgado, a frutose é utilizada principalmente
no figado, rins e intestino delgado. O metabolismo da frutose se baseia na presenca
de trés enzimas: frutoquinase, aldolase tipo B e tiokinase (Hers, 1952)

A intolerancia hereditaria a frutose (IHF) é um erro inato do metabolismo de
heranga autossémica recessiva, causada pela deficiéncia da enzima aldolase B
(Steinmann et al., 2001). Em 1956, o primeiro caso de IHF foi descrito por Chambers e
Pratt, inicialmente denominada de idiossincrasia a frutose, em uma jovem de 24 anos
de idade. O principal sintoma relatado foi vomitos intensos apos ingestao de frutas
(Chambers e Pratt, 1956). Apenas em 1961 o defeito enzimatico foi identificado (Hers
e Joassin, 1961).

Criancas e adultos afetados por HIF sao perfeitamente saudaveis e
assintomaticos, contanto que nao consumam fontes de frutose. Portanto, durante a
amamentagao, os lactentes ndo apresentam nenhuma descompensagédo metabdlica.
Os sintomas aparecem apds o desmame, quando se acrescentam frutas e vegetais a
alimentagdo. Quanto maior for o consumo de frutose, maiores os danos causados
(Odiévre et al., 1978). Caso o consumo de fontes de frutose persista, episédios
hipoglicémicos e insuficiéncia renal e hepatica ocorrem, podendo levar o paciente a

morte (Mayatepek et al., 2010).



Os principais achados laboratoriais sugerem intoxicagao por frutose, incluindo
hipoglicemia, acidemia/aciduria lactica e hiperuricemia, além de altos niveis de frutose
e frutose-1-fosfato nos tecidos e fluidos biol6gicos (Steinmann et al., 2001).

O diagnéstico de IHF é feito principalmente pela quantificagcdo de frutose e
frutose-1-fosfato no soro e na urina de pacientes afetados por esta doenga,
(Steinmann et al., 2001). A principal forma de tratamento da IHF se baseia na restrigéao
total de fontes de frutose, incluindo sacarose e sorbitol (Marcason, 2010).

Apesar de a doenca ser conhecida ha mais de 50 anos, muitas questoes
permanecem desconhecidas quanto a toxicidade da frutose e seus metabdlitos.
Poucos estudos foram realizados com o intuito de demonstrar efeitos tdxicos da
frutose e da frutose-1-fosfato. Um dos efeitos principais parece ser a diminuicdo da
disponibilidade de fosfatos pelo acumulo de frutose-1-fosfato, inibindo a agcédo da
enzima glicogénio fosforilase hepatica e, consequentemente, a glicogendlise
(Oberhaensli et al., 1987). Tal fato levaria ao sintoma mais proeminente da IHF, a
hipoglicemia (Mayatepek et al., 2010). Além disso, a inibicao retroativa da frutoquinase
pela frutose-1-fosfato resulta em diminuicdo da captacao de frutose pelo figado,
levando ao aumento de frutose no plasma dos pacientes (Mayatepek et al., 2010).

Outro fato interessante é a ocorréncia de uma diminuicdo da dissociacao
da glicoquinase, importante enzima do metabolismo hepético da glicose, de sua
proteina regulatéria pela frutose-1-fosfato, levando a uma menor disponibilidade desta
enzima (Van Schaftingen, 1989; Veiga-Da-Cunha e Van Schaftingen, 2002).
Considerando que, até o presente momento, o efeito da frutose sobre diferentes
parametros bioquimicos ainda ndo esta descrito, e que estes parametros podem
indicar alteracées em diferentes sistemas e 6rgaos centrais e periféricos. O objetivo
deste trabalho foi investigar os efeitos da frutose sobre diversos parametros
bioquimicos no soro de animais que receberam administracdo aguda de frutose, na
tentativa de procurar tratamentos mais adequados para melhorar a qualidade de vida

dos pacientes afetados por IHF.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados 24 ratos Wistar machos de 30 dias de vida fornecidos pelo
Biotério da Unidade Académica de Ciéncias da Saude, Universidade do Extremo Sul
Catarinense. Os animais foram mantidos em ciclos de claro-escuro de +12 horas a
uma temperatura de 24+1°C. Os animais tiveram livre acesso a agua e ao alimento.
Foram excluidos do estudo todos os animais que morreram. A utilizagdo dos animais
seguiu Principios de Cuidados de Animais de Laboratério (Principles of Laboratory
Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos da América, NIH,

publicagdo numero 85-23, revisada em 1996).

2.2 Calculos do tamanho da amostra

Com base em estudos prévios em modelos animais in vivo e in vitro, para uma
diferenca de até 20% nos parametros a serem analisados entre 0s grupos, com uma
variancia de no maximo 10% entre as médias calculou-se um tamanho de amostra de
6 animais por grupo, para um erro alfa de 0,05 e um poder de 80%. Também se
considerou o nimero de animais geralmente utilizados na literatura para determinagéao

de perfil bioquimico.

2.3 Experimentos in vivo
Para os experimentos bioquimicos, foram utilizados 24 animais (12 animais
para o grupo controle e 12 animais para o grupo frutosemia). Os animais receberam
uma injegao Unica de frutose (5 umol/g de peso corporal). Metade dos animais (6 do
grupo controle e 6 do grupo frutosemia) foram mortos 12 hora apds a administragéo de
frutose. O restante dos animais (6 do grupo controle e 6 do grupo frutosemia) foram

mortos 24 horas apés a administracdo do carboidrato. Os niveis séricos de frutose



foram determinados por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC) e foram

realizadas as determinacdes de parametros bioquimicos em soro dos animais.

2.4 Preparo da Amostra

Os animais sofreram eutanasia por decapitagdo com guilhotina e sem
anestesia, o sangue foi coletado e destinado a obtencdo de soro através de
centrifugacao (4000 rpm por 10 minutos). O soro foi armazenado em freezer a -70°C

até o momento das determinagées bioquimicas.

2.5 Determinagao de Parametros Bioquimicos
Os niveis de glicose, albumina, proteinas totais, triglicerideos, e colesterol

foram avaliados por kits comerciais produzidos pelas empresas Labtest® e Analisa®.

2.6 Analise estatistica

A andlise estatistica utilizada foi selecionada de acordo com o desenho
experimental utilizado e com o tipo de distribuicdo apresentado pelo conjunto dos
dados. Na comparagédo entre duas médias, foi utilizado o teste t de Student para
amostras independentes. As andlises estatisticas foram feitas pelo programa SPSS

versdo 17.0. Foram consideradas diferengas significativas quando o valor de P < 0,05.

2.7 Critérios de Incluséao e Exclusao

Foram incluidos no estudo animais saudaveis, do sexo masculino, com 30 dias
de vida e que ndo haviam sido utilizados em estudos anteriores. Foram excluidos do
estudo todos os animais que morreram durante o tratamento, antecedendo o tempo

determinado para a eutanasia dos animais.

2.8 Medidas para minimizar o sofrimento dos animais



Os animais foram mantidos em local fresco e arejados, com agua e
alimentacdo padrdo a disposicdao. Os animais foram mantidos longe do local da
eutanasia, para que nao sentissem cheiro de sangue, assim nao “pressentindo” sua
morte.

A utilizagdo dos animais seguiu os Principios de Cuidados de Animais de
Laboratorio (Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saude dos
Estados Unidos da América, NIH, publicacao niumero 85-23, revisada em 1996) e os

Principios do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (Cobea).

2.9 Biosseguranca
O manuseio de reagentes e os cuidados para a protecdo do pesquisador
seguiram as normas de biosseguranca estabelecidas pela Fundacdo Oswaldo Cruz

(http://www.fiocruz.br/biosseguranca/bis/bismanua.htm).

2.10 Destino dos animais p6s-experimentacao

O descarte dos residuos biolégicos se deu pelo acondicionamento em saco
branco que foi encaminhado e armazenado em freezer nas dependéncias da
universidade. Posteriormente, foram coletados e transportados por uma empresa
terceirizada. Os residuos foram tratados fisicamente e encaminhados para disposicao
final em aterro sanitario. Todos os procedimentos estdo de acordo com a RDC

306/2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.



3. RESULTADOS

Inicialmente, observamos que os niveis de glicose nao foram alterados nos
animais que recebem a administragéao de frutose, nos tempos de 12 horas e 24 horas,
quando comparados aos animais que receberam solugdo salina (grupo controle)
(Figuras 1 e 2).

Em seguida, avaliamos a quantidade de albumina no soro dos animais, e
observamos que os niveis de albumina no soro ap6s 12 horas e 24 horas nao foram
significativamente diferentes quando comparados com os valores do grupo controle
(Figuras 3 e 4).

Nosso proximo passo foi avaliar o conteudo de proteinas totais no soro dos
animais apos 12 horas e 24 horas da administragdo de frutose. Nao foi observada
diferenca significativa neste parametro bioquimico, quando comparados com 0 grupo
gue recebeu solugéo salina (Figura 5 e 6).

As figuras 7 e 8 mostram que os niveis séricos de triglicerideos nos animais
apos 12 horas e 24 horas da administracao de frutose, ndo foram significativamente
diferentes dos niveis observados nos animais do grupo controle.

Por ultimo, observamos que os niveis séricos de colesterol medidos 12 horas e
24 horas apés a administragdo de frutose aos animais ndo apresentaram diferenga
significativa, quando comparados aos niveis séricos de colesterol medidos em animais

gue receberam solucao salina (grupo controle) (Figuras 9 e 10).



4. DISCUSSAO

Existem varios erros inatos do metabolismo da frutose, sendo a intoleréncia
hereditaria a frutose (IHF), o mais grave e prevalente deles. A IHF (Omim # 229600) é
uma doenga de heranga autossémica recessiva, causada pela deficiéncia da enzima
aldolase B (Steinmann et al., 2001).

Criancas e adultos afetados por HIF sao perfeitamente saudaveis e
assintomaticos, contanto que ndo consumam fontes de frutose na dieta. Portanto,
durante a amamentacao, os lactentes ndo apresentam nenhuma descompensacao
metabdlica. Os sintomas aparecem apds o desmame, quando se acrescentam frutas e
vegetais a alimentagdo. Quanto maior for o consumo de frutose, maiores os danos
causados ( Odiévre et al., 1978).

Os principais sintomas apresentados por pacientes afetados pela IHF incluem
recusa alimentar, voémitos e irresponsividade (falta de resposta aos estimulos)
(Steinmann et al, 2001). Por se tratarem de sintomas altamente inespecificos, o
diagnostico se torna dificil. Caso o consumo de fontes de frutose persista, episddios
hipoglicémicos e insuficiéncia renal e hepatica ocorrem, podendo levar o paciente a
morte (Mayatepek et al., 2010). Apesar de a doenga ser conhecida ha mais de 50
anos, muita questées permanecem desconhecidas. Neste sentido, a toxicidade da
frutose e de seus metabdlitos ainda ndo estd completamente esclarecida. Ate o
momento poucos estudos foram realizados com o intuito de demonstrar efeitos téxicos
da frutose (Oberhaensli et al., 1987).Dessa forma, no presente trabalho avaliamos os
efeitos provocados pela administragdo aguda de frutose sobre diferentes marcadores
bioquimicos no soro de ratos.

Inicialmente avaliamos os niveis séricos de glicose nos ratos que receberam
frutose agudamente em diferentes tempos apds a administracdo deste carboidrato (12

e 24 horas). Nao foi observada diferenca nos niveis de glicose nos animais que



receberam a administracdo de frutose, quando comparados aos animais que
receberam solugao salina (grupo controle).

Apos, analisamos a quantidade de albumina e proteinas totais, no soro apos
12 horas e 24 horas da administracdo de frutose. Concentracées elevadas de
albumina estdo presentes somente em desidratacdo aguda. Por outro lado,
concentragdes reduzidas de albumina podem ser vista em inUmeras patologias como
inflamacdo, doenca hepatica, perda urinaria entre outras (Tietz, et al.,2008).
Observamos que os niveis de albumina e proteinas totais ndo apresentaram diferenga
significativa comparados com o grupo controle.

Finalmente avaliamos os niveis de triglicerideos e colesterol no soro apos 12
horas e 24 horas da injecdo de frutose em ratos jovens. Os lipidios tém importantes
funcbes em praticamente todos os aspectos da vida, servindo como horménio e fontes
de energia, ajudando na digestdo e atuando como componentes estruturais nas
membranas celulares. Além disso, os lipidios estdo intimamente envolvidos no
desenvolvimento de aterosclerose, um processo patogénico que € a causa subjacente
de distarbio cardiovascular comuns de infarto do miocardio, doenca cerebrovascular e
doenga vascular periférica (Tietz, et al.,2008). Os parametros bioquimicos avaliados
nao apresentaram aumento significativo, quando comparados com o grupo controle.
Nossos resultados diferiram de um trabalho anterior que demonstrou que 0 uso
excessivo de frutose ndo é isento de efeitos adversos, representados pelo aumento de
triglicerideos e de colesterol no sangue (Barreiros et al., 2005). Acreditamos que a
discrepancia entre os resultados apresentados possam ser justificados pela diferenga
entre o tempo de administragcao de frutose, uma vez que diferentemente do presente
trabalho, Barreiros e colaboradores (2005) utilizaram um modelo de administragéo
crénica de frutose.

Tomados em seu conjunto, nossos resultados indicam que a administracéo
aguda de frutose ndo foi capaz de alterar diversos importantes parametros

bioquimicos em soro de ratos. No entanto, a toxicidade da frutose sobre estes



parametros nao estd descartada, especialmente no caso de os niveis de frutose se
manter elevados por um longo periodo durante o desenvolvimento dos animais,
similarmente ao que ocorre nos pacientes afetados pela IHF. Dessa forma, mais
estudos devem ser realizados para clarificar esta questdo e auxiliar no
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas visando a prevengao e até mesmo

a reversao dos sintomas clinicos apresentados pelos pacientes afetados pela IHF.
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Figura 1. Niveis de glicose 12 horas apés a administracao aguda de frutose em
soro de ratos jovens. Os dados representam média * erro padrao de experimentos
independentes realizados em duplicata e estdo expressos em miligramas por decilitro

(mg/dL). Nao houve diferenga significativa sobre o Teste t independente.
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Figura 2. Niveis de glicose 24 horas ap6s a administracdao aguda de frutose em
soro de ratos jovens. Os dados representam média * erro padrdo de experimentos
independentes realizados em duplicata e estdo expressos em miligramas por decilitro

(mg/dL). Nao houve diferenca significativa sobre o Teste t independente.
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Figura 3. Niveis de albumina 12 horas apos a administracdao aguda de frutose
em soro de ratos jovens. Os dados representam média + erro padrdo de
experimentos independentes realizados em duplicata e estdo expressos em
miligramas por decilitro (mg/dL). Ndo houve diferenca significativa sobre o Teste t

independente.
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Figura 4. Niveis de albumina 24 horas apds a administracao aguda de frutose em
soro de ratos jovens. Os dados representam média * erro padrdo de experimentos
independentes realizados em duplicata e estdo expressos em miligramas por decilitro

(mg/dL). Nao houve diferenca significativa sobre o Teste t independente.
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Figura 5. Niveis de proteinas totais 12 horas apos a administracao aguda de
frutose em soro de ratos jovens. Os dados representam média £ erro padrao de
experimentos independentes realizados em duplicata e estdo expressos em
miligramas por decilitro (mg/dL). Ndo houve diferenca significativa sobre o Teste t

independente.
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Figura 6. Niveis de proteinas totais 24 horas apos a administracao aguda de
frutose em soro de ratos jovens. Os dados representam média * erro padrao de
experimentos independentes realizados em duplicata e estdo expressos em
miligramas por decilitro (mg/dL). Ndo houve diferenca significativa sobre o Teste t

independente.
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Figura 7. Niveis de triglicerideos 12 horas apés a administracao aguda de frutose
em soro de ratos jovens. Os dados representam média + erro padrdo de
experimentos independentes realizados em duplicata e estdo expressos em
miligramas por decilitro (mg/dL). Ndo houve diferenca significativa sobre o Teste t

independente.
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Figura 8. Niveis de triglicerideos 24 horas apds a administracao aguda de frutose
em soro de ratos jovens. Os dados representam média = erro padrdo de
experimentos independentes realizados em duplicata e estdo expressos em
miligramas por decilitro (mg/dL). Ndo houve diferenca significativa sobre o Teste t

independente.
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Figura 9. Niveis de colesterol 12 horas apds a administracao aguda de frutose
em soro de ratos jovens. Os dados representam média + erro padrdo de
experimentos independentes realizados em duplicata e estdo expressos em
miligramas por decilitro (mg/dL). Ndo houve diferenca significativa sobre o Teste t

independente.
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Figura 10. Niveis de colesterol 24 horas ap6s a administracao aguda de frutose
em soro de ratos jovens. Os dados representam média + erro padrdo de
experimentos independentes realizados em duplicata e estdo expressos em
miligramas por decilitro (mg/dL). Ndo houve diferenca significativa sobre o Teste t

independente.



