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RESUMO

O consumo de refrigerantes aumentou consideravelmente nas ultimas décadas e, entre
eles, as bebidas a base de xarope de cola. O consumo excessivo de refrigerantes a base de
xarope de cola esté associado a diversas doencas e pode estar ligado ao declinio cognitivo,
particularmente prejuizos na memoria, em funcdo da grande quantidade de agUcares
presentes nos refrigerantes. Além disso, dietas com alto indice de aglcar tendem a
promover resisténcia a insulina, sindrome metabdlica e dislipidemia. Assim, 0 objetivo
do presente estudo foi avaliar as alteracdes comportamentais, inflamatdrias e oxidativas
em ratos Wistar machos tratados com refrigerante a base de xarope de cola. Os animais
com diferentes idades (2, 8 e 14 meses), foram tratados com refrigerante a base de xarope
de cola durante um periodo de 67 dias e foram divididos em grupo controle (agua) e grupo
refrigerante. Ao final do tratamento foram avaliadas as memorias espacial, de habituacao
ao campo aberto e aversiva, por meio dos testes do labirinto octogonal e em Y, habituacéo
ao campo aberto e esquiva inibitoria, respectivamente. Logo ap0s 0s testes
comportamentais, no 68° dia, os animais foram submetidos a eutanasia para retirado das
estruturas cerebrais. As estruturas do cortex frontal (CF) e hipocampo (HIP) foram
utilizadas para as analises dos niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucinas (IL) IL-1pB, IL-6, IL-10, atividades das enzimas superdxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT). Os niveis de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
e formacdo de radicais livres por reacdo ao 2'7'diacetato de diclorofluoresceina (DCFH)
foram analisados somente no HIP. Além disso, foi analisado a glicemia e o peso corporal
dos animais. Os resultados do presente estudo mostram que ndo houve diferenca para a
glicemia e peso corporal entre 0s grupos, mas o tratamento com refrigerante a base de
xarope de cola causou, de forma geral, dano de memoria espacial e de habituacdo em
todas as idades, exceto na memoria de habituacdo para animais com 14 meses. Entretanto,
ndo foi observado dano na memdria aversiva avaliada no teste de esquiva inibitéria. Os
animais com 2 e 8 meses administrados com refrigerante, apresentaram atividade
aumentada da CAT no HIP e os animais com 8 meses que ingeriram refrigerante,
apresentaram atividade diminuida no CF. Os animais com 8 e 14 meses administrados
com refrigerante, apresentaram atividade reduzida da SOD no CF. Os niveis de TBARS
e DCFH estavam aumentados no HIP de animais com 2 meses. Em animais com 14
meses, apenas 0 DCFH estava aumentado no HIP dos animais que ingeriram refrigerante.
Os animais com 8 meses de idade que receberam refrigerante apresentaram niveis
aumentados de TNF-a no CF e HIP. Além disso, os animais com 2, 8 e 14 meses de idade
que ingeriram refrigerante apresentaram niveis reduzidos de IL-10 no CF. Somente o HIP
de animais com 2 meses apresentou reducdo dos niveis de IL-10 induzido pelo
refrigerante. Portanto, o presente estudo mostrou que o tratamento crénico com
refrigerante a base de xarope de cola pode influenciar tanto nos danos de memoria
espacial e de habituacdo, como no aumento de pardmetros de estresse oxidativo e
inflamatérios & nivel molecular em estruturas cerebrais. E possivel observar que a idade
que foi mais susceptivel ao dano induzido pelo refrigerante, foi a idade de 8 meses,
seguido pela idade de 2 meses e por ultima a idade de 14 meses.

Palavras-chave:  Refrigerante; memoria;  inflamagdo;  estresse  oxidativo;
envelhecimento.



ABSTRACT

Consumption of soft drinks has increased considerably in recent decades, including syrup
cola-flavored beverages. Excessive consumption of cola-based soft drinks is associated
with several diseases and may be linked to cognitive decline, particularly memory
impairment, due to the large amount of sugars in soft drinks. In addition, diets with high
sugar content tend to promote insulin resistance, metabolic syndrome and dyslipidemia.
Thus, the objective of the present study was to evaluate the behavioral, inflammatory and
oxidative changes in male Wistar rats treated with cola-based soft drink. Animals with
different ages (2-, 8- and 14-month-old) were subjected to ingestion cola-based soft drink
for 67 days and were divided into control group (water) and soft drink group. At the end
of the treatment, the spatial, habituation and aversive memories were evaluated through
the radial- and Y- maze, habituation to the open field and inhibitory avoidance task,
respectively. Soon after the behavioral tests, on the 68th day, the animals were subjected
to euthanasia to withdraw from the brain structures. The structures of the frontal cortex
(FC) and hippocampus (HIP) were used to analyze levels of tumor necrosis factor alpha
(TNF-a), interleukins (IL) IL-1p, IL-6, IL-10, superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT). The levels of thiobarbituric acid reactive species (TBARS) and free radical
formation by reaction with dichlorofluorescein diacetate (DCFH) were analyze just in the
HIP. Moreover, glycemia and body weight of the animals were analyzed. The results of
the present study show that there was no difference in glycemia and body weight between
the groups, but treatment with cola-based soft drink caused, in general, spatial and
habituation memories damage at all ages, except in habituation memory for 14-month-
old animals. However, no damage was observed in aversive memory assessed in the
inhibitory avoidance task. 2- and 8-month-old animals that given soft drink had increased
CAT activity in the HIP and 8-month-old animals that ingested soft drink had decreased
CAT activity in the FC. 8- and 14-month-old animals that given soft drink showed
reduced SOD activity in FC. The levels of TBARS and DCFH were increased in the HIP
of 2-month-old animals. In 14-month-old animals, only the DCFH level was increased in
the HIP of the animals that ingested soft drink. The 8-month-old animals receiving soft
drink had increased TNF-a levels in FC and HIP. In addition, 2-, 8- and 14-month-old
animals that ingested soft drink had reduced I1L-10 levels in FC and in HIP. Just 2-month-
old animals HIP had reduced IL-10 levels induced by soft drink. Therefore, the present
study showed that chronic treatment with cola-based soft drink can influence both spatial
and habituation memories damages, as well as increased oxidative stress and
inflammatory parameters at the molecular level in brain structures. It is possible to
observe that the age that was most susceptible to the damage induced by the soft drink
was the age of 8 months, followed by the age of 2 months and the last age of 14 months.

Keywords: Soft drink; memory; inflammation; oxidative stress; aging.
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ABREVIATURAS
AGEs - Produtos finais de glicacdo avancada (do inglés: Advanced Glycation End-
products)
AMP - Adenosina monofosfato
APO-E — Apolipoproteina-E
ATP — Adenosina trifosfato
BAA — Bebidas adogadas com agucar
BDNF - fator neurotrofico derivado do encéfalo (do inglés: Brain-derived neurotrophic
fator)
CAT - Catalase
CO2 - Dioxido de carbono
DA — Doenca de Alzheimer
DCF - 2°,7’-diclofluoresceina
DCFH - 2'7'diacetato de diclorofluoresceina
D-gal - D-galactose
DHAP - Di-hidroxiacetona-fosfato
DHGNA - Doenga hepética gordurosa nao alcodlica
DNA - acido desoxirribonucleico (do inglés: deoxyribonucleic acid)
EESGP - Extrato etan6lico de sementes de gergelim preto
EFF - Excesso de frutose livre (do inglés excess free fructose)
EnFruAGE - Antigenos produzidos pelo alto teor de frutose através da glicacdo
ERNSs - Espécies reativas de nitrogénio
EROs - Espécies reativas de oxigénio
GPx - Glutationa peroxidase
HDL — Lipoproteinas de alta densidade (do inglés: High Density Lipoproteins)
HFCS - Xarope de milho rico em frutose (do inglés high-fructose corn syrup)
IGF-1 - Fator 1 de crescimento tipo insulina (do inglés: insulin-like growth factor 1)
IL-10 — Interleucina 10
IL-10 — Interleucina la
IL-1p — Interleucina 1
IL-6 — Interleucina 6
LDL — Lipoproteinas de baixa densidade (do inglés: Low Density Lipoproteins)
MCP-1/CCL2 - Proteina quimiotatica de mondcitos-1



MDA - Malondialdeido

MRPS - Produtos de reacdo de Maillard (do inglés Maillard reaction products)
NF-KB - Fator nuclear Kappa B (do inglés: nuclear factor kappa B)

OMS - Organizagdo Mundial da Saude

PET - Politereftalato de etileno

RAGE - Receptor de AGE

SNC - sistema nervoso central

SOD - Superéxido dismutase

TBA - Acido tiobarbittrico

TBARS - Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

TNF-a - Fator de necrose tumoral
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1. Introducgéo
1.1 Alto consumo de refrigerantes na sociedade moderna

O termo refrigerante abrange os refrigerantes, juntamente com outras bebidas
acucaradas, como bebidas de frutas, limonadas e chas gelados. O termo soda engloba bebidas
adocgadas com acgucar (BAA) e carbonatadas tais como as bebidas & base de xarope de cola. Na
segunda metade do século XVIII, nos Estados Unidos, j& existiam técnicas de carbonatagdo de
liquidos. Nesta época, a agua gaseificada ficou conhecida como agua de soda, pois era utilizado
bicarbonato de sédio para produzir carbonatacdo. Foi o farmacéutico, Thomas Henry, que
publicou a receita de carbonatacdo em panfletos e distribuiu, sendo esta, utilizada na producéo
de cervejas e mais tarde do refrigerante (Wolf, Bray et al. 2008). Ha uma estimativa de que foi
na virada do século XIX que surgiram as primeiras receitas de refrigerantes, que misturavam
xaropes de frutas com agua gaseificada. Entretanto, foi em 1886 que a industria do refrigerante
teve um dos seus marcos mais importante, quando o farmacéutico John Pemberton combinou
0s ingredientes que serviram como base para o desenvolvimento do refrigerante Coca-Cola®.
Inicialmente esta formula era vendida como tonico estimulante e mais tarde vendida como
refrigerante (Wolf, Bray et al. 2008).

A primeira industria de refrigerante no Brasil, surgiu nos primeiros anos do século XX.
Até os anos de 1930, existiam apenas trés unidades em atividade. A partir da década de 50, com
a popularizacdo dos eletrodomésticos, no Brasil, o consumo de refrigerantes ganhou espaco de
maneira significativa como consequéncia do surgimento dos refrigeradores e da utilizacdo de
embalagens alternativas ao vidro, como o politereftalato de etileno. Por se tratar de um processo
ainda artesanal, estas fabricas produziam pouco mais de uma centena de unidades por hora.
(PET) (CRUZ, 2012). E, em nosso pais, os sabores de refrigerantes mais consumidos sao,
respectivamente, cola (50,9%), guarana (24,5%) e outros sabores (24,6%). Em seu processo de
producdo, os sabores concentrados sdo misturados com acgucar e insumos, produzindo um
xarope. Apos, é acrescentado agua e gas carbonico. Dentro do cenério mundial, o Brasil se
encontra em terceiro lugar entre os produtores de refrigerante, ficando atras apenas dos Estados
Unidos e do México. Contudo, quando observado o consumo per capita, o Brasil se encontra
na 28? posigdo, consumindo em média anual de 69 litros por habitante, enquanto os Estados
Unidos (EUA), que se encontra em 12 lugar consome em média de 184 litros por habitante
(Nielsen and Popkin 2004).

H& uma grande preocupacdo em relacdo a rapida trajetéria de aumento do consumo

dessas bebidas em muitos paises em desenvolvimento, onde o acesso as BAA cresceu
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concomitantemente com as taxas crescentes de urbanizacdo (Barquera, Hernandez-Barrera et
al. 2008). Os niimeros de vendas do relatério anual de 2007 da Coca Cola® mostram que,
durante 2007, a india e a China experimentaram os crescimentos de 14 e 18%, respectivamente,
no volume de bebidas vendidas, o que indica um aumento substancial das vendas em nivel da
populagdo (Malik, Popkin et al. 2010). Os refrigerantes, assim como 0s sucos de frutas
industrializados e as bebidas energéticas conhecidas como BAA, apresentam alto teor de
agucares, pois estes sdo acrescentados durante o seu processo de fabricacao. Estas sdo bebidas
que contém a adicdo de adocantes caldricos, tais como sacarose, xaropes de milho ricos em
frutose ou concentrados de suco de frutas. Independente da natureza desses adocantes, todos
irdo resultar em efeitos metabolicos semelhantes. O consumo excessivo de frutose esta,
hipoteticamente, associado ao risco de doenca metabolica (Hu and Malik 2010, Emond,
Patterson et al. 2014, Walker, Dumke et al. 2014).

As BAAs contém grandes quantidades de acgucares refinados. Tem-se observado uma
relacdo entre o aumento do consumo dessas bebidas acucaradas com doencas metabdlicas,
como a hipertensdo, a resisténcia a insulina, o diabetes Mellitus Tipo 2, a obesidade abdominal,
a hipertrigliceridemia e a sindrome metabdlica (Hu and Malik 2010, Gomez-Miranda, Jimenez-
Cruz et al. 2013, Colchero, Salgado et al. 2015). Estudos tem demonstrado que as taxas de
consumo de BAA estdo aumentando em todo o mundo, com uma média de ingestdo per capita
de 11,4 galBes por ano (Ludwig 2002, Hu and Malik 2010, Gomez-Miranda, Jimenez-Cruz et
al. 2013, Emond, Patterson et al. 2014). As taxas de consumo de BAA sdo mais elevadas no
México onde é consumido, em média, 31,5 galdes por pessoa ao ano, seguido dos EUA com
um consumo, em média, de 31,2 galGes por pessoa ao ano (Gomez-Miranda, Jimenez-Cruz et
al. 2013, Colchero, Salgado et al. 2015). Evidéncias baseadas em mais de 39 estudos
transversais e prospectivos sustentam uma relacdo positiva entre a ingestdo de BAA e a
probabilidade de criancas e adolescentes estarem com sobrepeso ou obesidade (Malik, Schulze
et al. 2006, Woodward-Lopez, Kao et al. 2011, Basu, McKee et al. 2013).

Nos EUA, por exemplo, pessoas adultas chegam a consumir 16% de suas calorias totais
através de alimentos que recebem adicao de agucares, desses, 46% sdo consumidos em forma
liquida, como os refrigerantes e bebidas energéticas (Basu, McKee et al. 2013, Miller, Merlo et
al. 2017). No Brasil, em uma classificagdo geral dos alimentos, o refrigerante aparece na 92
posicao, estando presente em 23% das residéncias. Quando classificado por faixa etaria e renda,
0 mesmo é majoritariamente consumido por individuos adolescentes e adultos de renda mais
elevada (Souza et al. 2013). Contudo, a obesidade e as taxas associadas ao diabetes estdo

aumentando em todo ambito terrestre. Mais de 1,5 bilh&o de pessoas em todo 0 mundo estéo
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agora com sobrepeso e, pelo menos, um em cada vinte adultos tém diabetes. Desde 1980, o
namero de pessoas obesas no planeta dobrou, de modo que a maior parte da populagdo mundial
agora vive em paises onde ha mais mortes atribuidas ao excesso de peso do que ao baixo peso
(Basu, McKee et al. 2013, Miller, Merlo et al. 2017).

1.2. Refrigerantes e o impacto na satde do individuo

Os aclcares contendo frutose que estdo atualmente presentes nas dietas sdo
alegadamente um fator de risco importante para o desenvolvimento da obesidade, doenca
cardiometabdlica, incluindo sindrome metabdlica e diabetes (Hu and Malik 2010, Malhotra
2013, Malik and Hu 2015, Khan and Sievenpiper 2016, Miller, Merlo et al. 2017). Os efeitos
adversos do acgucar para a saude hd muito tempo tém sido uma questdo de grande interesse
publico e cientifico. Durante décadas a alta ingestdo de aclUcar esteve associada ao
desenvolvimento de obesidade, diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares (DCV) (Khan and
Sievenpiper 2016, Miller, Merlo et al. 2017). A frutose é encontrada em sacarose ou agUcar de
mesa comum, que é um dissacarideo composto por 1 molécula de glicose e 1 molécula de
frutose ligada através de uma ligagdo glicosidica a1-4, e € obtida a partir de cana-de-agUcar ou
beterraba (Sievenpiper, de Souza et al. 2014). A frutose e ou a glicose também sdo encontradas
como monossacarideos naturais que existem em frutas, mel e alguns vegetais (Sievenpiper, de
Souza et al. 2014, Malik e Hu 2015).

O metabolismo da frutose difere da glicose devido a presenca de diferentes enzimas e
reacOes para seus passos metabolicos iniciais. A frutose é absorvida do intestino na veia porta
e € metabolizada no figado, onde é convertida em frutose-1-fosfato pela enzima frutokinase. A
frutose-1-fosfato é entdo dividida pela aldolase em duas moléculas de 3 carbonos,
nomeadamente o gliceraldeido e a di-hidroxiacetona-fosfato (DHAP). O gliceraldeido € ainda
convertido em gliceraldeido-3-fosfato, que juntamente com DHAP pode entdo entrar em varias
vias metabdlicas para formar substratos energéticos classicos como a glicose, o glicogénio, o
lactato e os acidos graxos. Como esses processos ndo dependem da insulina, a frutose €
metabolizada sem a necessidade de secrecédo de insulina e sem 0 aumento da glicose plasmatica.
Dado o destino metabdlico distinto que diferencia a frutose da glicose (figura 2), a atencéo
recente foi focada na frutose como tendo um papel Unico de risco na etiologia de doencas
ligadas a obesidade e sindromes metabdlicas (Sievenpiper, de Souza et al. 2014, Malik and Hu
2015).
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Figura 1: O metabolismo da frutose em células hepaticas. O metabolismo da frutose difere da glicose devido a
presenca de diferentes enzimas e reacGes para seus passos metabélicos iniciais. A frutose absorvida pelo figado
pode ser oxidada em CO2 e depois convertida em lactato e glicose. Glicose e lactato sdo subsequentemente
liberados na circulacdo para o metabolismo extra-hepético ou convertidos em glicogénio ou gordura hepética. A
absorcdo macica e a fosforilacdo da frutose no figado podem levar a uma grande degradacéo da adenosina trifosfato
(ATP) para adenosina monofosfato (AMP) e &cido Urico. (Malik and Hu 2015).

Adocantes como o xarope de milho rico em frutose do inglés high-fructose corn syrup
(HFCS) sdo produzidos a partir do amido de milho por meio de processamento industrial. Estes
adocantes sdo constituidos de frutose livre e glicose livre em proporc¢des relativamente iguais e
tém substituido progressivamente o uso de agUcar, principalmente devido ao seu baixo custo.
As formas mais comuns de HFCS contém frutose na proporcao de 42% (HFCS-42) ou 55%
(HFCS-55), juntamente com glicose e agua (Sievenpiper, de Souza et al. 2014, Malik and Hu
2015). Os refrigerantes sdo bebidas ricas em frutose e podem estar envolvidos no aumento da
obesidade em funcdo da grande quantidade deste agucar (Basu, McKee et al. 2013). Um alto
consumo de bebidas caloricas tais como bebidas alcoolicas ou adogadas (refrigerantes), tem
sido associado a menor sensacgdo de saciedade, podendo contribuir para o ganho de peso e a
ingestdo de liquido ao invés de calorias sélidas (Schulze, Liu et al. 2004, Perez-Morales,
Bacardi-Gascon et al. 2013, Fresan, Gea et al. 2016, Miller, Merlo et al. 2017). A obesidade,
nas Ultimas décadas, tornou-se uma pandemia global. De acordo com a Organizagdo Mundial

da Saude (OMS) estima-se que em 2025, cerca de 2,3 bilhdes de adultos estejam com sobrepeso
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e mais de 700 milhdes, obesos. O nimero de criangas com sobrepeso e obesidade no mundo
podera chegar a 75 milhdes (World Health Organization, 2012). A principal causa da obesidade
é o desequilibrio de energia. Existem alguns fatores que contribuem para o aumento da
obesidade como o estilo de vida sedentario, os fatores epigenéticos e a ingestdo caldrica
excessiva através de alimentos e bebidas (Fresan, Gea et al. 2016).

O consumo de bebidas com excesso de frutose livre, do inglés excess free fructose
(EFF), aumentou nas ultimas décadas e as ingestdes podem exceder as dosagens associadas a
méa absorcdo de frutose em subgrupos da populacdo (Basu, McKee et al. 2013, Colchero,
Salgado et al. 2015, DeChristopher, Uribarri et al. 2016). Com niveis elevados de frutose néo
absorvida e com condicdes alcalinas favoraveis no intestino superior, a frutose ndo absorvida
glica proteinas dietéticas parcialmente digeridas e as transforma em antigenos (enFruAGE). A
ma absorcao subjacente e a reatividade da frutose no sistema gastrointestinal, podem contribuir
para a formacdo in loco de enFruAGEs. Os antigenos enFruAGEs podem ser uma fonte
negligenciada de produtos de AGEs que contribuem para o aumento de doengas metabdlicas
como o diabetes tipo 2 (Basu, McKee et al. 2013). A formacdo intestinal in situ de enFruAGE
pode produzir AGEs que sdo menores e possuem maior facilidade para se difundir para fora do
compartimento vascular e para os tecidos circundantes do que as AGEs presentes na dieta ou
as formadas na circulacdo sisttmica. Uma vez 14, o enFruAGE pode iniciar uma cascata
inflamatéria promovendo danos teciduais e, devido ao seu pequeno tamanho, podem se
acumular no pancreas resultando em pancreatite, insuficiéncia de insulina e diabetes tipo 2
(DT2). O enFruAGE pode ser precursor de inflamagdo cronica sendo capaz de promover a
sinalizacdo pro-inflamatéria (Basu, McKee et al. 2013, DeChristopher, Uribarri et al. 2016).

O consumo de refrigerantes aumentou consideravelmente nas Gltimas décadas e, entre
eles, as preparacdes a base de xarope de cola. Estes sdo possivelmente os refrescos com as
maiores vendas em todo o mundo (Nielsen and Popkin 2004, Vereecken, Inchley et al. 2005).
Com isso, foram levantadas preocupacfes importantes sobre os possiveis efeitos prejudiciais
do consumo cronico de bebidas a base de xarope de cola, entre eles pode-se citar a
desmineralizagcdo 6ssea (Tucker, Morita et al. 2006), o amolecimento do esmalte dos dentes
(Jensdottir, Holbrook et al. 2006), o desenvolvimento de sindrome metabdlica e o diabetes tipo
2 (Dhingra, Sullivan et al. 2007). Existem evidéncias de que os refrigerantes carbonatados e a
base de xarope de cola, em particular, podem estar associados a menor densidade de massa
0ssea (McGartland, Robson et al. 2003, Tucker, Morita et al. 2006). A cafeina é um ingrediente
presente na maioria dos refrigerantes a base de xarope de cola, e foi identificada como fator de

risco para a osteoporose (Massey and Whiting 1993, Rapuri, Gallagher et al. 2001). Além disso,
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as colas contém &cido fosforico, que demonstrou interferir na absorcéo de calcio e contribuir
para desequilibrios que levam & perda adicional de célcio (Amato, Maravilla et al. 1998,
Fitzpatrick and Heaney 2003).

Em adultos de meia-idade o consumo de refrigerantes esta associado a uma maior
prevaléncia e incidéncia de multiplos fatores de risco metabolicos. Existem vérios efeitos
fisiologicos de refrigerantes que podem representar um risco metabolico adverso. O alto
consumo de adogantes nutritivos adicionados, como o HFCS utilizado como adogante primario
em refrigerantes, pode levar ao ganho de peso, ao aumento da resisténcia a insulina, a uma
diminuicdo de lipoproteinas de alta densidade, do inglés High Density Lipoproteins (HDL) e ao
aumento nos niveis de triglicerideos (Otero-Losada, Grana et al. 2011). Estudos demonstraram
gue o consumo crdnico de bebidas a base de xarope de cola causa alteracdes no perfil lipidico
de ratos e na APO-E em camundongos, 0 que inclui um aumento nos niveis plasmaticos de
triglicerideos. Também foi observada a diminui¢do de alimentos solidos, porém, sem haver
alteracé@o no peso corporal (Otero-Losada, Grana et al. 2011, Otero-Losada, Mc Loughlin et al.
2013).

O aumento da incidéncia de obesidade tem acompanhado a crescente proporcdo de
ingestdo de energia representada por edulcorantes nutritivos que estéo relacionados ao aumento
do peso corporal (Malik, Popkin et al. 2010). Os gostos doces estimulam varios sistemas de
neurotransmissores, por exemplo, dopamina e opidides endégenos, envolvidos na resposta de
recompensa, que desempenham um papel na modulacdo do comportamento alimentar (Green
and Murphy 2012). Os alimentos doces podem ser preferencialmente procurados e selecionados
devido a ativacdo do sistema de recompensa, ou possivelmente consumidos em excesso devido
a compensacdo por uma resposta de recompensa lenta (Wang, Volkow et al. 2001, Volkow,
Wang et al. 2002, Davis, Patte et al. 2007, Green, Jacobson et al. 2011). Em estudo realizado
por Malik et al (2010) foi demostrado que além do ganho de peso, o maior consumo de BAA
esta associado ao desenvolvimento de sindrome metabdlica e diabetes tipo 2. Estes dados
fornecem evidéncias empiricas de que a ingestdo de BAA deve ser limitada para reduzir o risco
de doencas metabolicas cronicas associadas a obesidade (Malik, Popkin et al. 2010).

O consumo excessivo de dietas ricas em acgucar refinado ndo esta apenas ligado ao
aumento da taxa de obesidade em todo o mundo, mas tem sido associado ao declinio cognitivo,
particularmente prejuizos na memdria produzindo mudancas funcionais no hipocampo e no
cortex frontal, levando a perturbagdes no controle comportamental (Kanoski and Davidson
2011, Cheke, Simons et al. 2016). O hipocampo esta situado em uma posicdo estratégica para

processar informagdes derivadas das areas de associacéo polimodal do neocdrtex e redistribui-
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las para regides corticais e subcorticais envolvidas na modulagéo de processos comportamentais
complexos, como a aprendizagem e a memoria (Walsh and Emerich 1988). Esta regido cerebral
pode ser considerada o principal local de armazenamento temporario da memoria. E a estrutura
primordial para transformar a memoria de curto prazo em memoria de longo prazo, sendo
responsavel por selecionar e armazenar fatos, eventos e questdes espaciais (memoria espacial)
(Yu and Frank 2015). O cértex pré-frontal medial desempenha um papel fundamental na
memoria, conforme destacado por seu envolvimento seletivo na recuperacdo de memorias
remotas (Bontempi, Laurent-Demir et al. 1999, Frankland, Bontempi et al. 2004, Takashima,
Petersson et al. 2006). Outros estudos mostram que o cOrtex pré-frontal medial esta implicado
na memoria recente quando sua inativagdo se mostrou prejudicial para a lembranga da memaria
do medo que foi aprendida no dia anterior (Corcoran and Quirk 2007). Ja foi visto que ratos
com lesdes no cortex pré-frontal medial tém dificuldade em recordar associacGes de
recompensas ao longo de um atraso de 30 minutos (Seamans, Floresco et al. 1995), ou esperar
por uma resposta durante um atraso de 30 segundos (Narayanan, Horst et al. 2006). Em resumo,
ha evidéncias de que o cértex pre-frontal medial desempenha um papel critico em memdrias
remotas, recentes e de curto prazo em uma ampla gama de tarefas.

O cortex pré-frontal medial e 0 hipocampo desempenham papéis bem reconhecidos no
processamento da memdria (Eichenbaum, Schoenbaum et al. 1996, Baddeley 1998, Fuster
2001, Vertes, Hoover et al. 2007). O hipocampo projeta-se densamente e exerce fortes acoes
excitatorias no cortex pré-frontal medial. Curiosamente, o cértex pré-frontal medial, em ratos e
em outras espécies, ndo tem projecdes de retorno direto para 0 hipocampo e possuem poucas
projecdes para as estruturas para-hipocampais, incluindo o cértex entorrinal (Ferino, Thierry et
al. 1987, Laroche, Davis et al. 2000, Euston, Gruber et al. 2012). Ja esta bem estabelecido que
0 nucleo de reunido do talamo da linha média é a principal fonte de aferéncias talamicas do
hipocampo (Takagishi and Chiba 1991, Laroche, Davis et al. 2000, Vertes 2004) . Um estudo
realizado por Vertis et al. (2007), mostrou a nivel microscopico, que as fibras do cortex pré-
frontal medial formam multiplos contatos sindpticos putativos com dendritos de neurénios
hipocampais que se projetam ao longo da extensdo do nucleo reunido. Mostrou também, em
nivel ultraestrutural, que as fibras corticais pré-frontais mediais formam contatos assimétricos
predominantemente com hastes de células dendriticas, projetando-se hipocampalmente. Esses
achados indicam que o nucleo de reunido representa um elo critico entre o cortex pré-frontal
medial e o hipocampo, funcionando como um interruptor “liga/desliga” para essas duas

estruturas. (Vertes, Hoover et al. 2007).
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Estudos sugerem que problemas de saude relacionados & obesidade como o diabetes e a
hipertensdo, juntamente com o0 excesso de peso corporal, ttm um impacto significativo na
estrutura e funcdo do cérebro em modelos de estudo pré-clinicos com roedores (Molteni,
Barnard et al. 2002, Kanoski, Meisel et al. 2007, Erion, Wosiski-Kuhn et al. 2014) e, também
em estudos com humanos (Jagust, Harvey et al. 2005, Bruehl, Sweat et al. 2011, Mueller,
Sacher et al. 2012) indicando que os sistemas neurais envolvidos na cogni¢do e na memaria
também sdo afetados negativamente na obesidade (Stranahan, Norman et al. 2008, Stranahan
and Mattson 2012). Um estudo que reduziu a adiposidade através do treinamento em esteira em
camundongos BL/C57 deficientes em receptores de leptina, mostrou que essa intervengéo
reduziu a inflamacdo central e adiposa e reverteu os déficits de plasticidade cognitiva e sindptica
entre os neurénios do hipocampo (Erion, Wosiski-Kuhn et al. 2014). Relatos recentes indicam
gue danos seletivos ao hipocampo de roedores e patologias que sdo relacionadas ao hipocampo
em humanos, estdo associados com o aumento e a frequéncia da ingestdo de energia através da
alimentacédo (Davidson, Kanoski et al. 2005, Davidson, Chan et al. 2009). Em estudo realizado
por Wong et al. (2017) foi observado que uma dieta com alto teor de sacarose causa impacto
nos processos de memaria espacial e de trabalho em roedores (Wong, Dogra et al. 2017). Esses
achados sugerem que os fatores dietéticos podem estar associados ao surgimento da patologia
hipocampal e, a patologia do hipocampo, pode estar associada ao surgimento de aumento da
ingestdo alimentar e ganho de peso corporal.

1.3 Envelhecimento

O envelhecimento é caracterizado pela deterioracdo progressiva das funcdes
fisiologicas, levando a uma homeostase prejudicada do organismo e aumentando a
suscetibilidade a doenca e a morte. O envelhecimento é considerado um importante fator de
risco para muitas doencas, incluindo cancer, distarbios cardiovasculares, diabetes e doencas
neurodegenerativas, entre elas, a de maior incidéncia é a Doenca de Alzheimer (DA) (Ismail,
Nguyen et al. 2011, Meng, Lv et al. 2017). Durante o envelhecimento, o nimero de células
nervosas cerebrais € notavelmente reduzido, bem como as alteragdes no fluxo sanguineo
cerebral que estdo associados ao aumento do risco de dano cognitivo. Ocorre também perda
neuronal em algumas partes especificas do cérebro, tais como o locus ceruleus, substancia
negra, hipocampo, ndcleo caudado, putdmen e cortex cerebral (Cesari, Vellas et al. 2013, Zlatar,
Bischoff-Grethe et al. 2016). Essas alteracdes fisioldgicas e anatbmicas acabam levando a
prejuizos de memoria, principalmente da memoria recente (lzquierdo, Barros et al. 1998). As

alteracbes na cognicdo que ocorrem com o0 processo de envelhecimento normal estdo



22

relacionadas com a reducdo de trés recursos chave do processamento cognitivo: a velocidade
com que a informagdo é processada, a memdria de trabalho e as capacidades sensoriais e
perceptuais (Yu, Oh et al. 2016). A respeito da repercussdo da idade sobre o desempenho
cognitivo, observou-se que o tipo de memoria mais afetado pela idade é a memoria de curto
prazo, em especial a memoria de trabalho, em razdo da menor capacidade de armazenamento
de informacdes (Scherling, Wilkins et al. 2016). Portanto, além do processo de envelhecimento
ser uma deterioracdo progressiva de todos os mecanismos homeostaticos do cérebro, também é

acompanhado de declinio cognitivo (Bishop, Lu et al. 2010).

O envelhecimento dispde de muitas teorias que buscam explicar as alteragfes
fisiologicas decorrentes desse processo. Dentre essas se destacam as teorias estocasticas e
genéticas. As estocasticas sugerem que a perda de funcionalidade no envelhecimento € causada
pelo acumulo aleatorio de lesdes, associados a acdo ambiental em moléculas vitais, que
provocam um declinio fisiol6gico progressivo. Estdo incluidas neste grupo, a teoria da quebra
de ligagdes (Cristofalo, Gerhard et al. 1994), a teoria da glicacdo avancada (Zimmerman,
Meistrell et al. 1995), a teoria do estresse oxidativo (Harman 1956) e a recente teoria do
Inflammaging (Davinelli, Maes et al. 2016). Dentre as teorias genéticas, destacam-se: a teoria
do envelhecimento celular (Hayflick and Moorhead 1961), teoria da mutagénese intrinseca
(Burnet 1974) e a teoria dos teldmeros (Kurenova and Mason 1997). Muito embora sejam
apresentadas diferentes teorias para elucidar o envelhecimento, ambas acabam seguindo as
mesmas direcdes conclusivas, ou seja, 0 organismo senescente, com o0 avanco da idade,
apresenta diminuicao da funcionalidade organica (Samanez-Larkin and Knutson 2015).

A glicacdo avangada é um processo lento e continuo que ocorre no envelhecimento
normal que da origem aos produtos finais de glicacdo avancada (AGEs - do inglés: Advanced
Glycation End-products). No entanto, € significativamente elevado em diabetes devido a
hiperglicemia recorrente ou controle glicémico deficiente (Shcheglova, Makker et al. 2009,
Kang, Chung et al. 2016). Os AGEs iniciam patologias dos tecidos vasculares por dois
mecanismos principais: alteracdo da matriz extracelular por meio de reticulagdes de proteina e
a modulacdo das fungdes celulares através da interacdo com receptores especificos (Figura 1)
(Shcheglova, Makker et al. 2009).
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Figura 2: Os produtos finais da glicacdo (AGEs) avancada em patologias. A glicacdo da proteina devido a
hiperglicemia ou ao envelhecimento normal sdo modificadas no organismo para AGEs. Estes AGEs podem ser
ainda desagregados em peptideos glicosilados e AGEs de baixo peso molecular. Tanto os AGEs de alto e baixo
pesos moleculares podem ser absorvidos pelos tecidos vasculares, pelos receptores celulares e pela reticulacdo da
matriz extracelular. Estas modificacfes sdo responsaveis pela citotoxicidade e necrose tecidual e, em Ultima
andlise, levam a patologias vasculares como é visto nas complicacdes diabéticas. Adaptado de (Shcheglova,
Makker et al. 2009).

Os AGEs séo formados naturalmente no corpo humano e denominadas analogos in vivo
dos produtos da reacdo de Maillard do inglés Maillard reaction products (MRPs). Os MRPs,
descritos pela primeira vez pelo bioquimico francés C. Maillard no inicio do século XX, sdo
formados por reacfes ndo enzimaticas de aclcares reativos e proteinas, conferindo aos
alimentos, termicamente processados, sua cor, sabor e odor tipicos (Vlassara, Brownlee et al.
1986, Pastoriza, Rufian-Henares et al. 2016, Mondaca-Navarro, Avila-Villa et al. 2017). Com
excecdo da via classica de sua formacdo em condicdes hiperglicémicas, existem caminhos
alternativos eficazes de formacdo de AGEs sob estresse oxidativo e carbonilico utilizando
aldeidos reativos formados durante a peroxidacdo lipidica e auto-oxidacdo da glicose
(Nowotny, Jung et al. 2015). Inicialmente, os carbonilos sdo introduzidos por meio da reacéao
de Amadori e podem ser retidos em varios adutos protéicos gerados na reacdo de Maillard
subsequente. Posteriormente, a degradacdo desses adutos produz aldeidos de baixo peso
molecular, dialdeidos e peptideos glicados, que podem reagir novamente para modificar outras
proteinas. Assim, 0 conceito de "estresse carbonilico™ passou a ser um indicio das patologias
cronicas resultantes da glicacdo e oxidacdo (Soulis-Liparota, Cooper et al. 1991). Os AGEs
estdo relacionados ao envelhecimento patoldgico e em diferentes doengas ndo transmissiveis
alterando a estrutura e a funcéo das proteinas (Thorpe and Baynes 1996, Gurecka, Koborova et
al. 2015) .
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Diversas vias de citotoxicidade sdo sugeridas pela variedade de receptores implicados
na captacdo de AGE, incluindo o receptor de AGE (RAGE), receptor de macrofagos, galectina-
3 e megalina (Smedsrod, Melkko et al. 1997, Saito, Nagai et al. 2003). Além da citotoxicidade
direta, os AGEs podem induzir a apoptose interagindo com o seu receptor RAGE. A descoberta
de receptores especificos de superficie celular para AGEs, o RAGE, possibilitou a
caracterizagdo de vias nocivas indiretas levando a um estresse oxidativo aumentado, efeitos
pré-inflamatorios, diabetogénicos e aterogénicos (Bierhaus, Humpert et al. 2005, Ramasamy,
Yan et al. 2009). O RAGE é um receptor de transducdo de sinal da superfamilia de
imunoglobulinas que transduz os efeitos de multiplos ligantes, incluindo AGEs, produtos de
proteina de oxidacdo avancada, S100/calgranulinas, grupo de alta mobilidade box-1, peptideo
B-amilodide e fibrilas de folha beta (YYan, Ramasamy et al. 2010). As familias ligantes de RAGE
estdo relacionadas a respostas fundamentais de estresse agudo e cronico. O RAGE transduz
sinais estimulados por moléculas liberadas e ou reguladas em respostas inflamatdrias (Bierhaus,
Humpert et al. 2005, Ramasamy, Yan et al. 2009). A ativacdo de cascatas de transducdo de sinal
e fatores de transcricao, tais como fator nuclear-kB (NF-kB), a interacdo AGE-RAGE produz
estresse oxidativo e aumento da expressao de citocinas inflamatorias (YYan, Ramasamy et al.
2009, Lv, Lv et al. 2016) que também estdo descritas no processo de envelhecimento (Salmon,
Richardson et al. 2010).

Recentemente, foi proposto que o0 RAGE desempenha um papel crucial de dano em
processos celulares, tais como a neuroinflamacdo, a neurodegeneracdo, a excitotoxicidade e o
estresse oxidativo (Tobon-Velasco, Cuevas et al. 2014, Hong, Shen et al. 2016, Lei, Zhu et al.
2016). O envolvimento de RAGE em processos fisiopatoldgicos tem sido demonstrado para
varias doencas neurodegenerativas (Cai, Liu et al. 2016, Pugazhenthi, Qin et al. 2017, Rahimi,
Aghabozorg Afjeh et al. 2018). Ap6s os AGEs se ligarem ao RAGE, o estresse oxidativo é
aumentado, entdo, a sua superexpressdo produz ciclos viciosos que perpetuam o estresse
oxidativo e contribuem para a neuroinflamacdo Durante o processo de ligacdo, a transducéo
desencadeia mecanismos de oxidacdo através da formacgdo de espécies reativas de oxigénio,
seguida pela ativagdo das proteinas RAS p21 e MAP quinases, bem como pela regulacdo
positiva do NF-kB, que ativa varios genes envolvidos na inflamag&o e estimula a produgéo de
citocinas pro-inflamatdrias como as interleucinas IL-1a e IL-6 e o fator de necrose tumoral-o
(TNF-a) (Vlassara 2001, Mene, Festuccia et al. 2003, Lu, He et al. 2004, Srikanth, Maczurek
etal. 2011), incluindo a expressdo de RAGE, para induzir uma ativacgao prolongada, sustentada
e promover mecanismos de sinalizagdo para danos celulares (Srikanth, Maczurek et al. 2011,
Chen, Zhou et al. 2012, Tobon-Velasco, Cuevas et al. 2014).
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Em sintese, considerada uma fonte exdgena, uma dieta rica em aculcares e gorduras
possui uma forte influéncia na formacdo de AGEs a partir da oxidag&o de agucares ou lipidios.
AGEs tem a capacidade de modificar a funcionalidade e a quimica de estruturas cerebrais,
aumentando a perspectiva para o desenvolvimento de diversas doencas. Em paralelo a formacéo
de algumas AGEs, ocorre a formacao das espécies reativas de oxigénio (EROs) e interacBes
com receptores celulares, que como consequéncia promovem estresse oxidativo e a producao
de citocinas inflamatdrias (Fournet, Bonte et al. 2018).

O estresse oxidativo estd presente no decorrer do envelhecimento e se caracteriza por
ser um desequilibrio entre os sistemas anti e pro-oxidantes, apresentando o aumento do nimero
de compostos oxidantes em detrimento as defesas antioxidantes do organismo (Morcillo,
Estrela et al. 1999, Sies 2015, Sies, Berndt et al. 2017). Tal desequilibrio apresenta
consequéncias deletérias para a célula, tais como a peroxidacdo lipidica, a oxidagdo e
consequente inativacdo de proteinas e lesbes oxidativas ao DNA, podendo levar a perda de
funcdo e morte celular (Droge 2002, Halliwell 2006, Gutteridge and Halliwell 2018). A
oxidacdo lipidica € problematica em sistemas alimentares, onde a rancidez oxidativa causa
perda nutricional e o desenvolvimento de compostos toxicos e, na fisiologia humana, onde a
oxidacdo de lipidios € um dos principais contribuintes para doengas como, por exemplo, a
aterosclerose (Spickett and Pitt 2015). A oxidacdo lipidica prossegue através de um mecanismo
de cadeia de radicais livres resultando em muitos produtos finais com a proeminéncia de
aldeidos entre eles. Um dos aldeidos mais estudados ¢ o malondialdeido (MDA) que, entre
outras caracteristicas, atua como um marcador de dano oxidativo em sistemas fisioldgicos (Del
Rio, Stewart et al. 2005). Existem numerosos métodos para medir o MDA, o método mais
comum € através da reacdo de MDA com 4cido tiobarbitirico (TBA) para produzir um
composto dimérico de cor rosa (Salih, Smith et al. 1987). As EROs e ERNSs sdo radicais livres
ou compostos que produzem radicais livres por interacdo com varios componentes celulares
(Lichtenberg and Pinchuk 2015). O ensaio de Diacetato de 2 ', 7'-diclorodi-hidrofluoresceina
(DCFH) é comumente utilizado para monitorar reagdes de radicais livres (RL), espécies reativas
de oxigénio (ERO) ou espécies reativas de nitrogénio (ERN). ApOs oxidacdo as espécies
reativas presentes no meio oxidam o DCFH, produzindo o produto fluorescente 2°,7’-
diclofluoresceina (DCF) (LeBel and Bondy 1992, Laggner, Hermann et al. 2006).

Durante os processos metabdlicos a formacdo de EROs ou de ERNs, atua como
mediadora para a transferéncia de elétrons em varias reac@es bioquimicas (Tretter and Adam-
Vizi 2005). Em proporgdes adequadas, sua producgdo possibilita a geracdo de trifosfato de

adenosina (ATP) por meio da cadeia transportadora de elétrons, a regulacdo da sinalizagédo
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celular e a participacdo de mecanismos de defesa durante o processo inflamatério (Murphy
2009). A defesa do organismo contra o excesso destes agentes pro-oxidantes, que causam o
estresse oxidativo, € garantida pela atuacdo de trés enzimas principais: superoxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), sendo que cada uma possui Seu
respectivo mecanismo de reagcdo. A SOD é responsavel por converter o anion superdxido em
peroxido de hidrogénio, que é posteriormente convertido em compostos mais comuns e menos
reativos, como agua, por exemplo, pela acdo da CAT e da GPx, que neutralizam o peroxido de
hidrogénio (Halliwell 2007).

As EROs contribuem para 0 aumento de lesdes e mutagGes mitocondriais, 0 que acabam
interferindo, consequentemente, no processo de produgdo de energia e nas fungdes vitais da
célula. Sabe-se também que as EROs sdo capazes de gerar danos nas moléculas de DNA e nas
proteinas, além de destruirem as membranas por meio de reacdes com 0s acidos graxos
insaturados, promovendo uma série de reacdes de peroxidacdo lipidica e também proteica
causando a destruicdo celular (Grimm, Hoehn et al. 2011). O estresse oxidativo esta presente
mais acentuadamente no processo de envelhecimento quando comparado ao individuo jovem
(Salmon, Richardson et al. 2010).

Outro processo fisiopatdlogico envolvido no envelhecimento estd relacioando ao
inflammaging. Esta € uma das teorias mais recentes sobre o envelhecimento, esté relacionada a
resposta imune, e leva em consideracdo a ativacdo da inflamacéao cronica subclinica de baixo
grau que ocorre com o envelhecimento. As pessoas que desfrutam de uma vida longa,
especialmente centenaria, parecem lidar com a inflamacéo crénica subclinica através de uma
resposta anti-inflamatoria, chamada, portanto, anti-inflammaging (Davinelli, Maes et al. 2016,
Minciullo, Catalano et al. 2016, Prattichizzo, De Nigris et al. 2016). O inflammaging é um fator
de risco muito significativo tanto para a morbidade e mortalidade na populacdo idosa como
para a maioria das doencas relacionadas com a idade que compartilham uma patogénese
inflamatoria. Este fendmeno é provocado por uma carga antigénica continua e estresse
(Franceschi, Bonafe et al. 2000, Franceschi and Campisi 2014). Estudos crescentes sugerem
que uma comunicacdo bidirecional entre o cérebro e o sistema imunolégico é crucial para
manter a homeostase do sistema nervoso central (SNC). Um dos mais reconhecidos efeitos do
envelhecimento cerebral é a desregulacdo do sistema imunologico como resultado da produgéo
ndo controlada de EROs e de citocinas pro-inflamatorias (Esiri 2007, Davinelli, Maes et al.
2016).

No cérebro, a principal célula imunoldgica é a micloglia. Ela tem por atribui¢éo conferir

imunidade inata. Os astrocitos e oligodendrocitos também se encontram envolvidos na resposta
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inflamatoria neural (Tansey et al., 2007; Taylor et al., 2013). A microglia residente no cérebro
saudavel exibe um fenétipo de repouso sofrendo ativagdo quando submetida a tensfes, como a
invasdo de patdgenos, lesbes ou o acumulo de proteinas tdxicas, iniciando respostas imunes
para estimular o reparo dos tecidos, fazendo a detoxificacdo de detritos e células apoptdticas.
A atuacdo dessa célula promove a homeostase cerebral por meio da producdo do fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), fator de crescimento tipo insulina-1 (IGF-1) e
citocinas anti-inflamatdrias como a interleucina 10 (IL-10). No entanto, a persisténcia dos
estimulos inflamatdrios pode acarretar na superproducdo de fatores neurotoxicos incluindo
citocinas, quimiocinas e prostaglandinas. As citocinas pro-inflamatorias tais como fator de
necrose tumoral-(TNF-a) e a IL-1[, irdo agir nos astrocitos, induzindo a resposta imune
adaptativa, enquanto que as quimiocinas, como a proteina quimiotatica de monadcitos-1 (MCP-
1/CCL2), atuam no recrutamento de células imunitarias adicionais aumentando o processo
inflamatério e levando a reducdo da plasticidade sindptica e levando ao dano celular e
consequente morte neuronal (Taylor, Main et al. 2013).

Contudo, o envelhecimento e as evidéncias dos efeitos prejudiciais dos maus habitos
alimentares e, principalmente, o aumento da ingestéo de bebidas adocadas com agucar ricas em
HFCS e xarope de cola, apontam a necessidade de haver maiores investigacoes relacionadas ao
seu efeito comportamental e molecular no cérebro. Neste sentido a hip6tese do presente estudo
é a de que o consumo de refrigerante a base de xarope de cola pode desencadear danos de
memoria e moleculares no cérebro de animais jovens e envelhecidos diminuindo a qualidade

de vida, principalmente no envelhecimento.
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1.4 Justificativa

Com o aumento do consumo exacerbado dos refrigerantes a base de xarope de cola e
xarope de milho rico em frutose, hd um risco associado a obesidade e a sindrome metabdlica
que implicam no desenvolvimento de danos cognitivos na vida adulta e consequentemente
reducdo da qualidade de vida no envelhecimento (Malik, Popkin et al. 2010, Otero-Losada, Mc
Loughlin et al. 2013, Kang, Chung et al. 2016). Muitos estudos estdo sendo realizados para
identificacdo dos alimentos que podem desencadear danos cerebrais e alteracdes
comportamentais, bem como, os fatores de risco para doencas associadas ao envelhecimento.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito comportamental e molecular do
tratamento cronico com refrigerante a base de xarope de cola em ratos Wistar em processo de

envelhecimento.
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2. Objetivos
2.1 Objetivos gerais

Avaliar as alteracbes comportamentais, em pardmetros inflamatdrios e estresse
oxidativo em ratos Wistar machos com direntes idades e tratados com refrigerantes a base de

xarope de cola e os mecanismos envolvidos no efeito desta bebida.
2.2 Objetivos especificos

o Avaliar a memodria de habituacdo através do teste de habituacdo ao campo aberto em
ratos Wistar com 2, 8 e 14 meses de idade e tratados com refrigerantes a base de xarope de cola;
o Avaliar a memoria espacial através do labirinto octogonal e labirinto em Y em ratos
Wistar com 2, 8 e 14 meses de idade e tratados com refrigerantes a base de xarope de colg;

o Avaliar o efeito cronico da administracdo de refrigerante a base de xarope de cola na
memdria aversiva avaliada pela esquiva inibitoria em ratos Wistar com 2, 8 e 14 meses de idade;
o Avaliar o efeito cronico da administracdo de refrigerante a base de xarope de cola no
estresse oxidativo, através da avaliacdo dos niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS) e oxidacao
de DCFH na presenca de espécies reativas do oxigénio em hipocampo de ratos Wistar com 2,
8 e 14 meses de idade;

o Avaliar o efeito cronico da administracdo de refrigerante a base de xarope de cola no
estresse oxidativo por meio da atividade das enzimas antioxidates superdxido dismutase e
catalase em hipocampo e cértex frontal de ratos Wistar com 2, 8 e 14 meses de idade;

o Avaliar o efeito crénico da administracdo de refrigerante a base de xarope de cola nos
niveis de citocinas (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10) em hipocampo e cdrtex frontal de ratos Wistar
com 2, 8 e 14 meses de idade;

o Avaliar o efeito cronico da administracdo de refrigerante a base de xarope de cola nos
niveis glicémicos no sangue de ratos Wistar com 2, 8 e 14 meses de idade;

o Avaliar o efeito cronico da administracdo de refrigerante a base de xarope de cola no

ganho de peso corporal de ratos Wistar com 2, 8 e 14 meses de idade.
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3. Materiais e Métodos
3.1.Desenho experimental

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos com 2, 8 e 14 meses de idade
procedentes do biotério da UNESC pesando aproximadamente 250 a 300g, sendo que as idades
de 8 e 14 meses, correspondem, aproximadamente, as idades de 24 e 42 anos em humanos
(Sengupta 2013). Os ratos ficaram abrigados em 5 por caixa com acesso a alimento e agua ad
libitum e foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 horas (06:00 as 18:00) e temperatura
de 23 + 1° C. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEUA) da
Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob protocolo 042/2015-02.

3.2. Tratamento cronico

O efeito comportamental e molecular da administracdo crénica de refrigerante a base de
xarope de cola (Coca-cola® IndUstrias Ltda) foi avaliado em ratos Wistar machos adultos com
idade de 2, 8 e 14 meses. Para isso 0s animais de foram divididos em dois grupos experimentais
dentro de cada idade, sendo o grupo 1 controle que receberam somente agua ad libitum e, o

grupo 2 Refrigerante que receberam agua e refrigerante a base de xarope de cola ad libitum.

O experimento foi dividido em 3 etapas de acordo com as idades de 2, 8 e 14 meses
respectivamente:
Etapa 1: Animais com idade de 2 meses. Foram utilizados 15 animais por grupo experimental
para avaliacdo comportamental. Os animais receberam tratamento de 67 dias. Os animais foram
submetidos aos testes comportamentais do Labirinto Octogonal (do 57° ao 61° dia), do Labirinto
em Y (no 64° dia), da Habituacdo ao Campo Aberto (no 65° e 66° dias) e da Esquiva Inibitoria
(no 67° e 68° dias). No 68° ap6s o término do teste comportamental, os animais foram
decapitados na guilhotina para retirada do hipocampo e cértex frontal para as analises
bioquimicas de estresse oxidativo e niveis de citocinas. O sangue foi coletado para a analise
dos niveis glicémicos.
Etapa 2: Animais com idade de 8 meses. Foram utilizados 15 animais por grupo experimental
para avaliacdo comportamental. Os animais receberam tratamento durante 67 dias. Os animais
foram submetidos aos testes comportamentais do Labirinto Octogonal (do 57° ao 61° dia), do
Labirinto em Y (no 64° dia), da Habituagdo ao Campo Aberto (no 65° e 66° dias) e da Esquiva
Inibitdria (no 67° e 68° dias). No 68°, apos o término do teste comportamental, os animais foram
decapitados na guilhotina para retirada do hipocampo e cortex frontal para as analises
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bioquimicas de estresse oxidativo e niveis de citocinas. O sangue foi coletado para a anélise
dos niveis glicémicos.

Etapa 3: Animais com idade de 14 meses. Foram utilizados 15 animais por grupo experimental
para avaliacdo comportamental. Os animais receberam tratamento de 67 dias. Os animais foram
submetidos aos testes comportamentais do Labirinto Octogonal (do 57° ao 61° dia), do Labirinto
em Y (no 64° dia), da Habituacdo ao Campo Aberto (no 65° e 66° dias) e da Esquiva Inibitdria
(no 67° e 68° dias). No 68° apds o término do teste comportamental, os animais foram
decapitados na guilhotina para retirada do hipocampo e cortex frontal para as analises
bioquimicas de estresse oxidativo e niveis de citocinas.

O desenho experimental da etapa 1, 2 e 3 pode ser observado, resumidamente, na figura

Tratamento com refrigerante a base de xarope de cola
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Figura 1: Desenho experimental. Fonte: do autor, 2019.

3.3 Avaliacéo do peso corporal

Um dia antes de iniciar a mudanca da dieta os animais foram randomizados e pesados,
pesando entre 340g a 450g. Apds o inicio do tratamento os animais foram pesados

guinzenalmente até a Gltima semana de experimento.
3.4 Avaliacéo da ingestédo de agua e refrigerante

Os animais do grupo refrigerante receberam diariamente uma garrafa de &gua e uma de
refrigerante a base de xarope de cola. Enquanto o grupo controle recebeu, diariamente, apenas
a garrafa de 4gua. Para os dois grupos foram fornecidas bebidas ad libitum. Foi medido 900ml
de refrigerante ou &gua em uma proveta e disposto nas garrafas para os animais. As medidas

foram realizadas em trés momentos no decorrer do experimento, no 1°, 30° e 67° dias. Para a
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medic&o, apos 24 horas disponiveis para os animais as garrafas foram retiradas das gaiolas e o
restante de liquido foi aferido utilizando uma proveta para realizar a média de ingestdo de dgua

e refrigerante por gaiola em um dia.
3.5 Testes comportamentais
3.5.1 Labirinto octogonal

Através deste teste comportamental foi avaliada a memoria espacial de longo prazo
através dos seguintes parametros: erros totais e o tempo total (laténcia) que obtiveram para
encontrarem a recompensa nos 4 bracos (Packard and White 1991) . O animal foi colocado no
aparato do labirinto octogonal, um aparato de 8 bragos, numerados de 1 a 8 (48 x 12 cm), que
se estende radialmente a partir de uma éarea central (32 cm de didmetro). O aparelho foi colocado
50 cm acima do chéo, e apresentou formas geométricas posicionadas na reta do braco onde foi
colocada a comida. Estas pistas podem ser no final do braco. Dessa forma o animal foi colocado
neste aparato durante 5 minutos no primeiro dia de teste apenas para se habituar ao aparato,
apos retornou a caixa moradia e foi colocado aproximadamente 2 fruit loops por animal para se
habituarem a comida e depois ficara 22 horas sem ra¢cdo. No segundo dia de teste o animal foi
colocado novamente no aparato, porém, ja tinha comida (fruit loops) em quatro dos oito bracos
do labirinto, nos bracos em que tinha comida haviam pistas geométricas ao final dos bracos.
Foi anotado a entrada em cada braco, assim como, medido o tempo que cada animal demorou
a encontrar os 4 fruit loops, assim que o animal encontrou as 4 recompensas foi retirado do
aparato e retornou a caixa moradia. Apos retornarem a caixa moradia, 0s animais receberam a
racdo do biotério e tiveram a racdo durante 2 horas disponivel para alimentarem-se, apés foi
colocado novamente 2 fruit loops por animal e a racdo do biotério foi retirada, assim os ratos
ficaram em jejum durante as 22 horas subsequentes. O mesmo foi realizado nos proximos 3
dias de teste. (Foyet, Hritcu et al. 2011, Hritcu, Cioanca et al. 2012).

3.5.2 Labirintoem Y

Esse teste é realizado para avaliar a memoria de reconhecimento espacial de curto prazo
e 0 aprendizado dos animais. O aparelho é feito de MDF preto e possui trés bracos iguais (50 x
10 x 20 cm, cada braco) afastados em 120°. Este foi colocado em uma sala escura com
iluminacdo de lampada vermelha, para deixar os animais mais confortiveis para explorar
(DEACON; RAWLINS, 2006) e com dicas visuais nas paredes do braco para facilitar a
localizagdo espacial dos animais. O protocolo consiste de duas sessbes separadas por um

intervalo de 2 horas. Na primeira sesséo, o animal foi colocado no final de um dos bragos,
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chamado de brago de “partida”, e teve livre acesso para explorar o “outro brago” durante 5 min.
Nesta sesséo inicial, o terceiro brago do labirinto estava bloqueado por uma porta guilhotina.
Apds os 5 minutos os animais retornaram a caixa moradia. Depois de 2 horas, na segunda
sessdo, o animal foi novamente colocado no brago de “partida” do labirinto para explorar
livremente os trés bracos durante 5 minutos, ja com o brago que estava fechado anteriormente,
chamado de brago “novo” disponivel para exploracdo. O tempo de permanéncia em cada brago
foi registrado, para avaliar a preferéncia dos animais por explorar o brago “novo” que ndo pdde

ser explorado na primeira sessdo (Figura 3) (DELLU et al., 2007).
3.5.3 Habituag&o ao campo aberto

Este teste comportamental tem por finalidade avaliar a memdria de habituacdo. Foi
realizado em um campo aberto de 40 x 60 cm delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura,
sendo 3 de madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo aberto é dividido em 9
quadrados iguais marcados por linhas pretas. Na sessdo de treino, os animais foram
cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho, a partir do
qual explora livremente o ambiente por 5 minutos. A sessao de teste foi realizada 24 horas apds
o0 treino, na qual se repete o procedimento do treino. Os nimeros de cruzamentos (Crossing)
através das linhas pretas e 0 nimero de levantamentos (Rearings) foram avaliados em ambas as

sessOes(Vianna, Alonso et al. 2000).
3.5.4 Esquiva inibitoria

Este teste comportamental possui o intuito de verificar a memdria imediata, média e de
longa duracdo. Consiste em uma caixa de acrilico na qual o piso é formado por barras paralelas
de metal (1 mm de didmetro). Os espacos entre as barras medem 1 cm. Uma plataforma com 7
cm de largura e 2,5 cm de comprimento é colocada junto a parede direita do aparelho. Na sessao
de treino os animais foram colocados sobre a plataforma onde é medido o tempo que o animal
levou para descer com as quatro patas da plataforma. Esse tempo é denominado laténcia.
Imediatamente apds descer da plataforma (com as 4 patas), o animal recebeu um choque de 0,4
Am durante 2 segundos. Na sesséo de teste, o animal foi novamente colocado na plataforma e
medido o tempo que ele levou para descer, porém, ndo foi administrado o choque. A laténcia é
um paré@metro classico de retengdo de memoria. Os intervalos entre o treino e o teste séo de 5
segundo para avaliar memoria imediata, 1 hora e meia para avaliar memoria de media duracao
e de 24 horas para avaliar a memoria de longa duracdo (lzquierdo, lzquierdo et al. 1998,
Quevedo, Vianna et al. 1999).
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3.6 Eutanasia

ApoOs os testes comportamentais, no 68° dia de experimento, os animais foram
submetidos a eutanasia por decapitacdo na guilhotina e estruturas cerebrais como hipocampo e
cortex frontal serdo dissecadas para posteriores analises imunoguimicas e o sangue foi coletado
para a andlise dos niveis de glicemia. Durante o procedimento de eutanésia, os animais ficaram

mantidos em uma sala individualizada, a 21°C, com livre acesso a agua e alimento.
3.7 Analises Bioquimicas
3.7.1 Processamento das amostras

Durante o procedimento de eutandsia, foram retiradas as estruturas cerebrais cortex
frontal e hipocampo, acondicionadas em eppendorfs previamente identificados e congeladas
imediatamente utilizando nitrogénio liquido. Ao final da eutandsia as amostras foram

conservadas em freezer a temperatura -80°C.
3.7.2 Analise da glicemia

Um dia antes de iniciar a mudanca da dieta foi aferido os niveis de glicemia de 6 animais
de cada grupo. A verificacdo foi realizada semanalmente no mesmo horario, as 13 horas, até a

ultima semana do experimento.

A concentracdo de glicose no sangue foi analisada com o glicbmetro G-Tech (SD
Biosensor Inc, Republic of Korea) e tiras G-Tech (SD Biosensor Inc, Republic of Korea). Logo
apos a analise comportamental, foi utilizado um lancetador para retirar uma gota de sangue da
cauda dos animais. Esta gota de sangue foi inserida no espaco da fita e aguardado alguns

segundos para registrar a glicemia que apareceu no visor do glicosimetro.
3.7.3 Mensuracao de parametros de estresse oxidativo

Amostras de cértex frontal, hipocampo foram homogeneizadas. O estresse oxidativo foi
avaliado pela quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), Oxidacao
de 2'7'diacetato de diclorofluoresceina (DCFH), atividade da superdxido dismutase (SOD) e
da catalase (CAT).

Para determinacdo dos niveis de TBA-RS, a estrutura do hipocampo foi homogeneizada
em tampao PBS gelado (pH 7,4). Logo apds o homogeneizado foi precipitado por meio de uma
reacdo acida com &cido tricloroacético (TCA, Vetec®) a 10 % com sulfato de sodio adicionado
ao sobrenadante na proporcao 1:1 (v/v). Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi tratado com
acido tiobarbitdrico (TBA, Sigma-Aldrich® St. Louis, MO, EUA) 0,67 % na proporcdo de
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1:1(v/v). A mistura foi levada a um banho fervente durante 2 horas e, ap0s, resfriada em agua
a temperatura ambiente. A absorvancia obtida através da coloracdo résea resultante foi medida
em espectrofotdmetro a 532 nm. Concomitantemente, foi feita uma curva de calibragdo com
1,1,3,3- tetrametoxipropano, na qual todos os pontos foram tratados da mesma forma que as
amostras. Os resultados foram expressos como nmol de TBA-RS.mg de proteina-1 (Esterbauer
and Cheeseman 1990).

A producdo de espécies reativas em hipocampo de animais tratados ou ndo com
refrigerante a base de xarope de cola, foi determinada de acordo com o método de LeBel (1992),
utilizando-se o diacetato de 2,7-diclorofluoresceina (DCF-DA) (LeBel and Bondy 1992). As
aliquotas de amostras (80ug de proteina) previamente homogeneizadas, adicionou-se a forma
diacetato do DCF, a qual é permeavel a membrana celular, e essas aliquotas foram incubadas
durante 30 min a 37 °C. No meio intracelular, esterases clivam o grupamento acetato do DCF-
DA, gerando a forma reduzida DCFH. As espécies reativas presentes no meio oxidam o DCFH,
produzindo o produto fluorescente 2°,7’-diclofluoresceina (DCF). A fluorescéncia foi medida
usando comprimentos de onda de 480 (excitacdo) e 535 nm (emissdo). A curva de calibracédo
foi realizada utilizandose DCF padréo (0-10 uM) e os resultados estdo expressos como pmol
de DCF.mg de proteina™,

Atividade da SOD nas estruturas cerebrais do hipocampo e do cortex frontal, foi
avaliada através do método para o ensaio de atividade de superdxido dismutase (SOD) que se
baseia na capacidade de auto-oxidacao de pirogalol, um processo altamente dependente de O2
-2; um substrato para a SOD (Bannister and Calabrese 1987). Inicialmente, foram realizadas
leituras da auto-oxidacdo da adrenalina. Apds, foram adicionados a amostra CAT 10 mM,
tampéo glicina 50 mM e adrenalina 60 mM, e ao branco foi adicionada adrenalina 60 mM. A
atividade enzimatica foi determinada pela inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina medida
espectrofotometricamente em 480 nm a temperatura ambiente. A atividade da enzima foi
expressa em U.mg de proteina-1 (unidade de atividade da SOD por mg de proteina).

Esta atividade enzimatica da catalase em cérebro total foi determinada através do
método de Aebi (Aebi 1984). A amostra previamente homogeneizada, foi adicionado Triton
0,1 % seguido de agitagéo. Esta mistura foi conservada em gelo durante 15 minutos. Ao tampé&o
fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, foi adicionado H202 30% (v/v). Este meio foi colocado em
placa UV e o aparelho estabilizado contra um branco corrido separadamente de tampéo fosfato.
Apos adicdo da amostra, foi realizada a leitura da queda da absorvancia do H202 a 240nm, a
temperatura ambiente, durante 5 minutos com leitura de 40 em 40 segundos. Para o célculo,

utilizou-se o coeficiente de extin¢do do H202 de 43,6 mM-1cm-1. Os resultados da atividade
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enzimatica estdo expressos em U.mg de proteina-1 (unidade de atividade da CAT por mg de
proteina).

As dosagens de Proteinas foram determinadas pelo método de Lowry (Lowry,
Rosebrough et al. 1951) e a albumina sérica bovina foi utilizada como padrao.

3.7.4 Andlise dos niveis de citocinas

Amostras de cortex frontal e hipocampo foram homogeneizados em tampao fosfato.
Os niveis de citocinas (TNF-a, IL-1PB, IL-6 e IL-10) foram quantificadas por Kits de
imunoensaio enzimatico (ELISA) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), conforme as
recomendacdes do fabricante, descritas a seguir. As placas de microtitulacdo (96 pogos de fundo
plano) foram incubadas durante a noite com o anticorpo de captura. Posteriormente, as placas
foram lavadas trés vezes com tampao fosfato de lavagem, e em seguida, foram bloqueadas com
uma solucdo de tampéo fosfato com albumina 1% durante 1 hora. Apos, foram incubadas as
amostras homogeneizadas e a curva padrdo, diluidas em solucdo tampdo, durante 2 horas.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com tampdo de lavagem e, em seguida,
incubadas com anticorpo de detec¢do por mais 2 horas. Depois das lavagens, foi incubado uma
peroxidase conjugada com estreptavidina por 20 minutos, e apds o substrato (peroxido de
hidrogénio e tetrametilbenzidina, 1:1), e a reacdo foi finalizada pela adi¢do de acido sulfarico
2N. As placas foram lidas a 450nm em espectrofotdbmetro. A proteina total foi mensurada de
acordo com o método de Lowry (Lowry, Rosebrough et al. 1951), usando albumina de soro

bovino como padréo.
3.8 Analise estatistica

Os dados foram expressos por média + erro padrdo da média ou mediana + intervalo
interquartil (esquiva inibitéria). A diferenca entre os grupos para a glicemia, peso corporal,
niveis de citocinas e estresse oxidativo foi avaliada pela analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguido pelo teste post hoc de Duncan. Os dados do teste de habitua¢do ao campo
aberto e Y-maze foram avaliados pelo teste T de Student pareado. Os dados do labirinto
octogonal foram avaliados por ANOVA de uma via de medidas repetidas e quando o valor de
F foi significativo, foram realizadas comparagdes entre 0s grupos pelo teste post hoc de Duncan.
O teste de esquiva inibitdria foi avaliado pelo teste de Wilcoxon, ja que os dados ndo possuiam
distribuicdo normal. A significancia estatistica foi considerada para valores de p menores que
0,05.
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4. Resultados

A figura 4 (A e B) apresenta os resultados da taxa glicémica no sangue e do peso
corporal de animais tratados ou ndo com refrigerante a base de xarope de cola com idades de 2,
8 e 14 meses. Para realizar a analise estatistica foi aplicado a analise de variancia (ANOVA) de
uma via de medidas repetidas e o teste post hoc de Duncan foi realizado quando apropriado. A
ANOVA de uma via de medidas repetidas revelou diferencas significativas para a glicemia [F
(10,78) = 5,26; p<0,01] e o peso [F (10,170) = 41,06; p<0,01].

O teste post hoc de Duncan revelou, ao avaliar a taxa de glicemia no sangue (figura 4
A), que houve aumento da glicose no sangue dos animais com idade de 2 meses no grupo
controle (dgua) no 30° dia e no 67°dia, e no grupo tratado com refrigerante a base de xarope de
cola ao longo do 30°e 67°dia. Os animais com 8 e 14 meses ndo apresentaram aumento da taxa
glicémica no sangue tanto no grupo controle como no grupo tratado com refrigerante, durante
todo o periodo avaliado.

Quando avaliado o valor do peso corporal (figura 4 B), de acordo com o teste post hoc
de Duncan, foi observado que os animais com 2 meses de idade obtiveram ganho de peso tanto
no grupo controle (agua) no 30° dia e no 67°dia, como no grupo tratado com refrigerante a base
de xarope de cola ao longo do 30°e 67°dia. Ja os animais com 8 meses de idade apresentaram
ganho de peso apenas no 67° dia tanto no grupo controle (&gua) como no tratado. Os animais

com 14 meses ndo apresentaram ganho de peso em nenhum dos grupos avaliados.
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Figura 2 A e B: Efeito da administracdo cronica de refrigerante & base de xarope de cola durante 30 e 67 dias de
tratamento em animais com 2, 8 e 14 meses de idade, nos valores de glicemia e peso. (A) valores referentes a
glicemia n= 5-10 e (B) valores referentes ao peso corporal, com n= 10-24 animais por grupo experimental. Os
dados foram expressos como média £ EPM. Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via de medidas
repetidas e o teste post hoc de Duncan foi realizado quando apropriado. *p<0,05 quando comparado dentro do
mesmo grupo experimental com o primeiro dia de teste.

A figura 5 (A e B) apresenta os resultados do labirinto octogonal de animais tratados ou
ndo com refrigerante a base de cola e com idades de 2, 8 e 14 meses. A andlise de variancia
(ANOVA) de uma via de medidas repetidas revelou diferencga significativa na interagdo entre
0s grupos nas repeticdes em relacdo a laténcia (tempo) para encontrar a recompensa [F (15,201)
=5,70; p <0,001) e os erros totais para encontrar a recompensa [F (15,201) = 3,82; p<0,001].

O teste post hoc de Duncan revelou diferencgas significativas quando observado o tempo
(figura 5 A) para encontrar a recompensa nos grupos controles (dgua) nas idades de 2 e 8 meses.
As diferencas foram significativas nos 2°, 3° e 4° dias de teste, dessa forma os animais
demonstraram estar com a memoria espacial conservada, pois a cada dia foram diminuindo o
tempo para encontrar a comida. Ja os animais com 2 meses de idade que foram submetidos a
ingestdo de refrigerante apresentaram dano de memdaria espacial, pois ndo diminuiram o tempo

para encontrar a comida ao longo de todo o periodo de teste. Os animais de 8 meses tratados
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com refrigerante diminuiram o tempo para encontrar a comida apenas nos dois ultimos dias de
teste. Na idade de 14 meses 0s animais controle (agua) apresentaram dano de memoria espacial,
porém, os tratados com refrigerante foram capazes de diminuir o tempo para encontrar a comida
no ultimo dia de teste.

Quando avaliado o numero de erros totais (figura 5 B) para encontrar a comida, o teste
post hoc de Duncan apresentou diferenca estatistica entre os grupos. Os animais com 2 meses
de idade n&o apresentaram dano de memoria espacial, diminuindo o nimero de erros ao longo
dos dias de teste, ja& 0 grupo que recebeu o tratamento com refrigerante apenas diminuiu o
namero de erros no Gltimo dia de teste. Os animais com 8 meses de idade apresentaram dano
de memoria espacial no grupo controle (agua), ja o grupo tratado com refrigerante foi capaz de
reduzir esses erros no Ultimo dia de teste. Por fim, os animais controle (agua) com idade de 14
meses ndo apresentaram dano de memoria espacial quando avaliado o numero total de erros
para encontrar a comida, ja os tratados com refrigerante ndo foram capazes de reduzir o nimero
de erros ao longo dos dias de teste, demonstrando que o refrigerante pode ter causado danos de

memoria espacial nesses animais.
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Figura 3 A e B: Efeito do tratamento com refrigerante & base de xarope de cola por 67 dias em animais com 2, 8
e 14 meses na memdria espacial avaliada no teste do labirinto octogonal. (A) tempo para encontrar a recompensa
e (B) nimero de erros para encontrar a recompensa no 1°, 2°, 3° e 4° dias de teste, com n= 10-18 animais por grupo
experimental. Os dados foram expressos como média + EPM. Os resultados foram analisados por ANOVA de uma
via de medidas repetidas e o teste post hoc de Duncan foi realizado quando apropriado. *p<0,05 quando comparado
dentro do mesmo grupo experimental com o primeiro dia de teste.

A figura 6 apresenta os dados do labirinto em Y. Os mesmos foram analisados pelo teste
T de Student para amostras dependentes quanto ao tempo de permanéncia entre 0s bracos
“outro” e “novo” para animais com 2, 8 ou 14 meses de idade submetidos ou ndo a
administracdo de refrigerante a base de cola. Os animais controle com 2 [t(12) = -3,88; p<0,05]
e 8 [t(10) = 2,38; p<0,05] meses de idade ndo apresentaram dano de memdria espacial de curto
prazo, permanecendo, 0s animais, por maior tempo no braco “novo” quando comparado ao
“outro” brago, demonstrando que o0s animais souberam se localizar espacialmente e reconhecer
qual era o braco novo. Ja& os animais com 14 meses de idade ndo apresentaram 0 mesmo
desempenho mantendo exploragdo semelhante nos dois bragos avaliados [t(20) = 0,10; p=0,92].
Entretanto, quando avaliado o tempo de permanéncia no brago “novo” desses animais com 2, 8
e 14 meses de idade que foram submetidos a administracdo de refrigerante, foi observado o

dano de memoria espacial, onde os mesmos mantiveram a exploragao semelhante no “brago
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novo” e no “outro brago”, para 2 [t(14) = -1,27, p=0,23] e 8 [t(10) = 0,97, p=0,36] meses,
respectivamente, demonstrando néo reconhecer o novo ambiente (brago novo). Os animais com
14 meses [t(21) = 2,2; p<0,05] apresentaram um dano ainda maior, permanecendo por muito

mais tempo no “outro” braco durante o teste.
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Figura 4: Efeito do tratamento com refrigerante a base de cola por 67 dias em animais com 2, 8 e 14 meses na
memoria espacial avaliada no teste do labirinto em Y em ratos Wistars machos com idades de 2, 8 e 14 meses. A
figura mostra o tempo de explorag@o em segundos em cada brago do labirinto em Y: “outro” e “novo ”. Os dados
s80 expressos como média £ EPM de 9-21 animais por grupo, *p<0,05 quando comparado com o “outro” brago.

Os dados do teste de habituacdo ao campo aberto foram analisados pelo teste T de
Student para amostras dependentes. A figura 7 mostra os resultados da memoria de habituacéo
avaliada pelo teste de habituacdo ao campo aberto referentes ao nimero de cruzamentos (figura
7A) e levantamentos (figura 7B), entre as sessdes treino e teste de animais com 2, 8 e 14 meses
de idade.

Os animais do grupo controle agua aprenderam no teste de habituacdo ao campo aberto
quanto ao numero de cruzamentos (2 [t(14) = 3,27, p<0,05], 8 [t(13) = 2,90, p<0,05] e 14 [t(22)
= 6,81, p<0,05] meses) e numero de levantamentos (2 [t(14) = 4,65, p<0,05], 8 [t(14) = 2,42,
p<0,05] e 14 [t(22) = 6,51, p<0,05] meses). A ingestdo de coca-cola induziu dano na memoria
de habituacdo para os animais de 2 e 8 meses para 0 nimero de cruzamentos (2 [t(13) = 2,02,
p=0,06], 8 [t(11) = 0,63, p=0,54] meses) e numero de levantamentos (2 [t(13) = 1,34, p=0,20],
8 [t(11) = 0,71, p=0,49] meses), exceto para 0s animais de 14 meses em que o refrigerante nao
causou dano (cruzamentos [t(21) = 4,33, p<0,05] e levantamentos [t(21) = 3,69, p<0,05]).
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Figura 5 A e B: Efeito do tratamento com refrigerante a base de cola por 67 dias em animais com 2, 8 e 14 meses
na memoria de habituagdo avaliada no teste de habituagdo ao campo aberto em ratos Wistars machos com idades
de 2, 8 e 14 meses. (A) apresenta o nimero de cruzamentos e (B) nimero de levantamentos avaliados na sessao
treino e teste. Os dados foram expressos como média £ EPM com n = 12-23animais por grupo experimental. Foram
considerados significativos os resultados que apresentaram *p<0,05 quando comparados no mesmo grupo
experimental entre a sesso teste e treino.

A figura 8 mostra o teste de esquiva inibitdria. Esse teste foi analisado pelo teste ndo
paramétrico Wilcoxon. Os animais controle (dgua) com idade de 2 meses apresentaram dano
de memoria imediata (p=0,37), porém, demonstraram aprendizado nas memorias de curta e
longa duracgdo. O grupo de 2 meses tratado com refrigerante demonstrou aprendizado nas trés
memorias avaliadas. Os animais controle (dgua) e os tratados com refrigerante a base de cola
com idades de 8 e 14 meses demonstraram aprendizado da memoria imediata, de curta e de

longa duracéo.
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Figura 6: Efeito do tratamento com refrigerante a base de cola por 67 dias em ratos Wistar machos com idade de
2, 8 e 14 meses no teste de esquiva inibitéria. A figura mostra a laténcia em segundos em que 0s animais levaram
para descer da plataforma. 5 segundos ap6s o treino os animais foram recolocados na plataforma para avaliar a
memoria mediata, 1,5 horas novamente para avaliar a memdria de curta duracdo e 24 horas apds o treino para
avaliar a meméria de longa duracéo. Os dados sdo expressos como mediana + intervalo interquartil de 9-23 animais

por grupo e avaliados pelo teste de Wilcoxon. *p<0,05 quando comparado com o treino.

Na figura 9 estdo representados os dados obtidos da avaliacdo da CAT (figura 9A e 9B)
e da SOD (figura 9C e 9D). A ANOVA de uma via mostrou diferencas significativas entre 0s
grupos quando avaliada a atividade da CAT no cortex frontal [F (5,22) = 2,92; p<0,05] (figura
9A) e no hipocampo [F (5,22) = 7,99; p<0,001] (figura 9B). O teste post hoc de Duncan mostrou
qgue no cortex frontal de animais com idade de 8 meses de idade, os controles (&gua)
apresentaram atividade aumentada da CAT quando comparados ao grupo controle (agua) de 2
meses de idade, e os animais com 8 meses de idade administrados com refrigerante
apresentaram reducdo da atividade da CAT quando comparado ao grupo controle da mesma
idade. Quando avaliada a atividade da CAT no hipocampo, o teste post hoc de Duncan mostrou
gue os animais com idade de 2 meses que receberam tratamento com refrigerante a base de
cola, apresentaram atividade aumentada da CAT quando comparados ao controle (dgua) dentro
da mesma idade. Quanto aos animais com 8 meses de idade, 0 grupo controle agua apresentou
atividade reduzida da CAT, quando comparado ao grupo controle de 2 meses. Os animais com
8 meses de idade tratados com refrigerante a base de xarope de cola, demonstraram atividade
da CAT aumentada quando comparados ao grupo controle (dgua) de 8 meses.

Na figura 9C, a ANOVA de uma via demonstrou diferenca estatistica nos niveis da SOD
no cortex frontal [F(1,23) = 2,95; p<0,05]. O teste post hoc de Duncan mostrou que a SOD
apresentou atividade aumentada nos animais controles (agua) de 8 meses quando comparados

aos controles de 2 meses. Os ratos com 8 meses de idade, que receberam refrigerante,



44

apresentaram a atividade reduzida da SOD, quando comparado o grupo controle agua dentro da
mesma idade. Ainda na estrutura do cértex frontal, foi observado que 0s animais com 14 meses
de idade que receberam refrigerante apresentaram atividade reduzida da SOD quando
comparados ao grupo controle (dgua) dentro da mesma idade. Ja na estrutura do hipocampo a
ANOVA de uma via mostrou que ndo teve diferengas significativas entre 0s grupos
experimentais [F(5,25) = 0,56; p=0,73] (figura 9D).
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Figura7 A, B, C e D: Efeito do tratamento com refrigerante a base de cola durante 67 dias em ratos Wistar machos
com idade de 2, 8 e 14 meses nas atividades da CAT (A e B) e SOD (C e D) em estruturas cerebrais do cortex
frontal (A e C) e hipocampo (B e D). Os dados sdo expressos como média + EPM de 3-6 animais por grupo. Os
dados foram analisados pela ANOVA de uma via seguido pelo teste post hoc de Duncan. #p<0,05, quando
comparado ao grupo controle dentro da mesma idade e *p <0,05, quando comparado ao grupo controle (4gua) de
2 meses.

Na figura 10 (A e B) estdo representados os resultados obtidos na avaliacdo da taxa de
producdo de radicais livres (RL) pela Diclorofluoresceina diacetato (DCFH) [F (5,18) = 4,08;
p<0,05] e a avaliacdo da peroxidacdo lipidica através das substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) [F (5,20) = 7,03; p<0,05], respectivamente, na estrutura do hipocampo,
de acordo com a anélise de ANOVA de uma via.

A taxa de producdo de RL por meio do DCFH (figura 10A) se mostrou aumentada nos
animais de 2 meses administrados com refrigerante, nos animais com 8 meses controles (4gua)
e no grupo tratado com refrigerante a base de xarope de cola e nos animais com 14 meses
administrados com refrigerante quando comparados ao grupo controle (agua) de 2 meses. Os
animais com idade de 14 meses que receberam refrigerante a base de xarope de cola
apresentaram taxa aumentada de RL quando comparados ao grupo controle (agua) de 14 meses.
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Na avaliacdo da peroxidacdo lipidica através do TBARS (figura 10B), foi observado o
aumento dos niveis do mesmo, nos animais com idade de 2 meses tratados com refrigerante a

base de xarope de cola quando comparados ao grupo controle (agua).
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Figura 8 A e B: Efeito do tratamento com refrigerante a base de cola durante 67 dias em ratos Wistar machos com
idade de 2, 8 e 14 meses nos niveis do DCFH (A) e TBARS (B) no hipocampo. Os dados sdo expressos como
média + EPM de 3-6 animais por grupo. Os dados foram analisados pela ANOVA de uma via seguido pelo teste
post hoc de Duncan. #p<0,05 quando comparado ao grupo controle dentro da mesma idade e *p <0,05, quando
comparado ao grupo controle (agua) de 2 meses.

Para avaliacdo dos niveis de TNF-a, IL-1B, IL-10 e IL-6, no cértex frontal e no
hipocampo dos ratos tratados ou ndo com refrigerante a base de xarope de cola em diferentes
idades, foi utilizada a ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc de Duncan quando
apropriado.

Na figura 11 (A e B) estdo representados, respectivamente, os resultados dos niveis
de TNF-a no coértex frontal e no hipocampo. A ANOVA de uma via revelou diferengas
significativas para os niveis de TNF-a no cortex frontal (figura 11A) [F (5,20) = 2,99; p<0,05]
e hipocampo (figura 11 B) [F (5,23) = 5,85; p<0,05].

O teste post hoc de Duncan mostrou que no cortex frontal, os niveis de TNF-a
encontravam-se aumentados no grupo que ingeriu refrigerante na idade de 8 meses, quando
comparados ao controle (agua) de 8 meses (figura 11A).

No hipocampo (figura 11B), foi observado o aumento dos niveis de TNF-a nos
animais com 8 meses de idade tratados com refrigerante, quando comparados ao controle (dgua)
dentro da mesma idade. Ainda na idade de 8 meses, 0s animais controles (agua) apresentaram
niveis reduzidos dessa citocina quando comparados aos controles (agua) de 2 meses de idade.
Na idade de 14 meses, tanto os animais controles (dgua) quanto os animais que ingeriram
refrigerante, apresentaram niveis reduzidos de TNF-a quando comparados aos animais

controles com idade de 2 meses.
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Figura 9 (A, B): Efeito do tratamento com refrigerante & base de cola durante 67 dias em ratos Wistar machos
com idade de 2, 8 e 14 meses nos niveis de TNF-o no cértex frontal (A) e hipocampo (B). Os dados sdo expressos
como média £ EPM de 3-6 animais por grupo. Os dados foram analisados pela ANOVA de uma via seguido pelo
teste post hoc de Duncan. #p<0,05, quando comparado ao grupo controle dentro da mesma idade e *p <0,05, **p
<0,001 quando comparado ao grupo controle (agua) de 2 meses.

Na figura 12 (A e B) estdo representados, respectivamente, os resultados dos niveis
de IL-1p no cortex frontal e no hipocampo. A ANOVA de uma via revelou diferengas
significativas para os niveis de IL-1p no hipocampo (figura 12B) [F (5,25) = 3,33; p<0,05], ja
no cortex frontal (figura 12A), ndo foram observadas diferencas estatisticas [F (5,18) = 1,14;
p=0,37].

O teste post hoc de Duncan mostrou que no hipocampo (figura 12 B) os niveis de
IL-1B dos animais controles (dgua) com 8 meses de idade e, também, dos tratados com
refrigerante, estavam diminuidos quando comparados ao controle (agua) com 2 meses de idade.

O mesmo padréo foi observado com o0s animais controles e tratados com refrigerante na idade
de 14 meses.
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Figura 10 (A, B): Efeito do tratamento com refrigerante a base de cola durante 67 dias em ratos Wistar machos
com idade de 2, 8 e 14 meses nos niveis de IL-1p no Cortex frontal e hipocampo. Os dados sdo expressos como

média + EPM de 3-6 animais por grupo. Os dados foram analisados pela ANOVA de uma via seguido pelo teste
post hoc de Duncan. *p <0,05, quando comparado ao grupo controle (agua) de 2 meses.

Na figura 13 (A e B) estéo representados, respectivamente, os resultados dos niveis
de IL-6 no cortex frontal e no hipocampo. A ANOVA de uma via mostrou diferenca
significativa para o hipocampo [F (5,20) = 2,01; p=0,12], mas ndo para o cértex frontal [F (5,22)
= 3,43; p<0,05].

No hipocampo, o teste post hoc de Duncan mostrou que os animais controle (dgua)

com 8 e 14 meses apresentaram reducdo dos niveis de IL-6 quando comparado ao grupo
controle 2 meses.
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Figura 11 (A, B): Efeito do tratamento com refrigerante & base de cola durante 67 dias em ratos Wistar machos
com idade de 2, 8 e 14 meses nos niveis de IL-6 no cértex frontal (A) e hipocampo (B). Os dados sdo expressos
como média £ EPM de 3-6 animais por grupo. Os dados foram analisados pela ANOVA de uma via seguido pelo
teste post hoc de Duncan. *p <0,05, **p <0,001 quando comparado ao grupo controle (agua) de 2 meses.

Na figura 14 (A e B) estdo representados, respectivamente, os resultados dos niveis
de IL-10 no cértex frontal e no hipocampo. A ANOVA de uma via revelou diferengas
significativas para os niveis de IL-10 nas estruturas do cortex frontal [F (5,18) = 5,37; p>0,05]
e do hipocampo (figura 13 B) [F (5,18) = 5,75; p<0,05].

Na estrutura do cortex frontal (figura 14A), o teste de pos hoc de Duncan revelou
que os niveis de IL-10 nos animais tratados com refrigerante nas idades de 2, 8 e 14 meses,
estavam diminuidos quando comparados aos animais controle (Agua) com 2 meses de idade. O
grupo refrigerante, em todas as idades, apresentou reducdo dos niveis de IL-10 quando
comparado também com cada um de seu respectivo grupo controle em cada idade.

No hipocampo (figura 14 B) foi observado que o refrigerante diminuiu os niveis de
IL-10 nos animais com 2 meses de idade quando comparados ao grupo controle dentro da
mesma idade. Na idade de 8 meses foi observado que os niveis de IL-10 estavam diminuidos

nos animais controles (agua) e nos tratados com refrigerante quando comparados ao controle
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(&gua) de 2 meses de idade. Os animais com 14 meses de idade também apresentaram niveis

diminuidos de IL-10 nos grupos controle (dgua) e tratado com refrigerante quando comparados
ao grupo controle (dAgua) com 2 meses de idade.
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Figura 12 (A, B): Efeito do tratamento com refrigerante & base de cola durante 67 dias em ratos Wistar machos
com idade de 2, 8 e 14 meses nos niveis de 1L-10 no cortex frontal (A) e hipocampo (B). Os dados sdo expressos
como média £ EPM de 3-6 animais por grupo. Os dados foram analisados pela ANOVA de uma via seguido pelo
teste post hoc de Duncan. #p<0,05, quando comparado ao grupo controle dentro da mesma idade e *p <0,05, **p
<0,001 quando comparado ao grupo controle (dgua) de 2 meses.
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5. Discussao

A ingestdo total de energia na dieta, particularmente o consumo de agUcares simples,
como a frutose, tem aumentado constantemente nas sociedades ocidentais, mas os efeitos de
tais dietas sobre o cérebro sdo pouco compreendidos (Gross, Li et al. 2004, Everitt, Hilmer et
al. 2006). O consumo excessivo de dietas ricas em acucar refinado, por exemplo, ndo esta
apenas ligado ao aumento da taxa de obesidade em todo 0 mundo, mas tem sido associado ao
declinio cognitivo, particularmente prejuizos na memoria(Wong, Dogra et al. 2017). O cérebro
dos mamiferos depende da glicose como sua principal fonte de energia. No cérebro adulto, os
neurbnios tém a maior demanda de energia, exigindo a entrega continua de glicose pelo sangue
(Howarth, Gleeson et al. 2012). Evidéncias indicam que aumentos relativamente modestos nas
concentracdes de glicose circulantes melhoram os processos de memaria e aprendizagem em
roedores e humanos (Gold 1995). Em contrapartida, uma dieta altamente caldrica reduz a
plasticidade sinéptica do hipocampo e prejudica a funcdo cognitiva (Farr, Yamada et al. 2008,
Stranahan, Norman et al. 2008).

Nesse sentido, no presente estudo foram avaliados os efeitos da administracdo de
refrigerante a base de xarope de cola nos processos de memoria espacial, de habituacdo e
aversiva, bem como nos parametros inflamatérios (TNF-a, IL-1pB, IL-6 e IL-10) e de estresse
oxidativo (atividade de CAT e SOD, niveis de TBARS e taxa de oxidacdo de DCFH) em ratos
Wistar machos com 2, 8 e 14 meses de idade.

A memo@ria espacial, no presente estudo, foi investigada por meio dos testes do labirinto
em Y e do labirinto octogonal com a presenca de orientacdo espacial para o animal completar
a tarefa (Dellu, Fauchey et al. 1997, Lee, Kho et al. 2014). Os animais que receberam
refrigerante a base de xarope de cola com idades de 2, 8 e 14 meses, apresentaram prejuizo na
memoria espacial. O teste comportamental do labirinto octogonal ocorreu durante 5 dias, sendo
0 primeiro somente habituacdo, pois ndo ha recompensa e 0s 4 seguintes como teste com a
recompensa. Neste teste, o animal precisa consolidar, armazenar e recordar em qual brago
estava a recompensa (cereal), aléem de néo retornar onde ja consumiu a mesma (Hritcu, Foyet
et al. 2011, Hritcu, Cioanca et al. 2012, Lee, Kho et al. 2014).

No teste do labirinto octogonal foi observado que os animais tratados com refrigerante
a base de xarope de cola ndo tiveram o mesmo desempenho quando comparados aos controles
(4gua) dentro da mesma idade, demonstrando ndo diminuirem o tempo e/ou nimero de erros
para encontrar a recompensa, mesmo quando conseguiram apresentar uma pequena diminuicdo

desses fatores, 0s mesmos s6 ocorreram nos ultimos dias do teste, e de maneira geral, de forma
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inferior ao desempenho dos animais controles (agua) dentro de cada idade (2, 8 e 14 meses),
quando junta-se a analise dos tempos total para encontrar a recompensa e 0 numero de erros
para encontrar a recompensa. Um estudo realizado com ratos machos com 2 meses de idade
que receberam dieta controle (frutose 0%) ou alta concentracdo de frutose (60%) durante 18
semanas, demonstrou que o grupo com dieta com alta concentragéo de frutose ao ser submetido
ao teste do labirinto aquatico de Morris na 19° semana do experimento, apresentou prejuizo na
retencdo de memoria espacial durante o teste que ocorreu 48 horas apds o treino e um aumento
no tempo de laténcia para encontrar a plataforma (Ross, Bartness et al. 2009). O estudo
realizado por Budni et al. (2016) mostrou que ratos com 4 meses de idade que receberam via
oral o aglcar de D-galactose (D-gal) (100mg/kg), apés 4 e 6 semanas de tratamento
apresentaram danos na memoria espacial quando avaliados por meio do teste do labirinto
octogonal (Budni, Pacheco et al. 2016). Outro estudo realizado com ratos machos Sprague—
Dawley com 2 meses de idade tratados com frutose durante 8 semanas, mostrou que a frutose
causou danos de memoria espacial quando avaliados no teste do labirinto de Banner (Agrawal,
Noble et al. 2016).

Em estudo realizado com ratos Wistar machos com idade de 21 e 56 dias que receberam
uma solucéo preparada com 10% de sacarose diluida em agua, concentracao que se assemelha
aos refrigerantes, durante 2 horas por dia por 28 dias, avaliou a memoria espacial no teste do
labirinto aquatico de Morris. Os resultados desse estudo demonstraram que 0S grupos que
receberam a solucdo de sacarose apresentaram prejuizo de memoria espacial gquando
comparados aos controles e que os déficits de memdria puderam ser observados até 6 semanas
apos o fim do tratamento com sacarose, indicando que o dano permanece apds o término do
tratamento(Kendig, Boakes et al. 2013). Outro estudo mostrou que ratos machos com idade de
30 e 60 dias que receberam uma solucéo contendo 11% de sacarose diluida em agua, durante
30 dias ad libitum e submetidos ao teste do labirinto de Barnes, apresentaram uma laténcia
aumentada para encontrar a caixa de fuga, o que demonstra um déficit na aprendizagem espacial
apenas nos animais com 30 dias de idade quando comparados ao grupo controle dentro da
mesma idade. Contudo, os animais com 60 dias de idade ndo apresentaram prejuizo
significativo comparado ao grupo controle (Hsu, Konanur et al. 2015). Esses dados corroboram,
em parte, com os achados do presente estudo, indicando que refrigerantes e solucbes que
mimetizam as formulas dos refrigerantes podem induzir, quando administrados cronicamente,
danos na memoria espacial, principalmente em idade mais jovem.

O teste comportamental do labirinto em Y, é um teste de reconhecimento para avaliar a

memoria espacial de curto prazo. Nesta tarefa, durante a primeira sessdo, o animal pode
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explorar apenas dois bragos o de “partida” e o “outro”, com 0 terceiro braco “novo” bloqueado
por uma porta guilhotina. Durante a sesséo teste, a porta guilhotina é aberta e todos os trés
bracos estdo acessiveis. A discriminagdo da novidade versus familiaridade pode ser analisada
comparando a exploracdo dos animais nos bracos “novo e outro”. Uma vez que a tarefa se
baseia na tendéncia natural dos roedores para explorar a novidade, a preferéncia pela novidade
e a memoria podem ser avaliadas pelo tempo de permanéncia entre esses dois bracos durante a
sessdo de teste (Conrad, Lupien et al. 1997, Dellu, Contarino et al. 2000, Martin, Jones et al.
2003).

No teste do labirinto em Y foi observado que os animais que receberam refrigerante a
base de xarope de cola com 2, 8 e 14 meses de idade, apresentaram dano de memdria espacial
guando comparados aos controles dentro da mesma idade, caracterizando um dano de memoria
espacial nesses animais. Um estudo realizado com ratos Wistar com 4 meses de idade que
ingeriram uma solucéo de 35% de sacarose diluidos em &gua ad libitum durante 9 semanas,
mostrou por meio do teste do labirinto em Y que os animais tratados visitaram menos o brago
“novo”, assim como passaram menos tempo no mesmo gquando comparados aos animais
controles (Soares, Prediger et al. 2013). Em outro estudo realizado com 45 ratos Sprague
Dawley machos com 2 meses de idade que foram divididos em 3 grupos e alimentados ad
libitum durante 52 semanas com uma dieta isenta de acUcar (grupo 1) outra que continha 7,9%
de sacarose (grupo 2) ou outra que era constituida por 10% de mel (que é a quantidade
equivalente de agucar) (grupo 3), o teste do labirinto em Y mostrou que os animais alimentados
com mel exibiram melhor desempenho na memoria espacial reconhecendo o novo braco, como
0 braco ndo visitado do labirinto, em comparagdo com ratos que receberam dieta isenta de
acucar e a que continha 7,9% de sacarose (Chepulis, Starkey et al. 2009).

Ainda a respeito da memoria espacial, um estudo que examinou o impacto de 2h de
acesso diario a 10% de sacarose em ratos machos jovens em tarefas comportamentais, mostrou
gue 0s animais que receberam a sacarose apresentaram prejuizo de memaria espacial ao serem
avaliados por meio do teste do labirinto em T, que se assemelha ao labirinto em Y, indicando
gue dietas ricas em sacarose causam impacto nos processos espaciais e de memobria de
trabalho(Wong, Dogra et al. 2017). Estes dados corroboram, em parte, com o0s resultados
apresentados no presente trabalho demonstrando que dietas ricas em agucares podem causar
prejuizo de memoria espacial. Nao foram encontrados na literatura dados relacionando a
ingestdo de refrigerante com danos de memoria espacial avaliados através dos testes
comportamentais de labirinto radial ou labirinto em Y. Dessa forma, os resultados do presente

estudo indicam claramente e, pela primeira vez, no labirinto em Y e no labirinto radial, que
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refrigerantes a base de xarope de cola, quando administrados cronicamente, induzem dano de
memoria espacial de curta (labirinto em Y) e de longa duracdo (labirinto radial) em animais
jovens (2 meses) e em proceso de envelhecimento (8 e 14 meses). Sugerindo entdo, que o
consumo de refrigerantes associados ou ndo ao fator idade podem acarretar em dano cognitivo.
Baseado nos dados do labirinto radial, parece que quanto mais jovens 0s animais, maior o dano
na memoria espacial de longo prazo.

Neste trabalho também foi avaliada a memoria de habituacdo ao campo aberto de
animais tratados ou ndo com refrigerante a base de xarope de cola. Para avaliar a memdria de
habituacéo foi realizado o teste de habituacdo ao campo aberto em animais com 2, 8 e 14 meses
de idade. Este teste comportamental tem como objetivo avaliar a memoria de habituacdo por
meio de parametros, tais como, levantamentos e cruzamentos, que o animal realiza durante a
exploracdo do aparato (Vianna, Alonso et al. 2000). Os dados obtidos pela avaliacdo de
memoria de habituacdo ao campo aberto mostraram que o refrigerante a base de xarope de cola
causou danos na memodria de habituacdo quando observados os nimeros de cruzamentos e
levantamentos em todas as idades. Um estudo realizado por Budni et al. (2016), ja citado
anteriormente, mostrou que ratos com 4 meses de idade que receberam por via oral D-gal
(100mg/kg), apos 4 e 6 semanas de tratamento, também apresentaram danos na memoria de
habituacéo avaliada pelo teste de habituacdo ao campo aberto. Indicando que a administracéo
cronica do agUcar D-gal também causa danos nesse tipo de meméria (Budni, Pacheco et al.
2016). Esses dados corroboram com os achados do presente estudo que sugerem gue 0 consumo
crbnico de acgucares e refrigerantes podem produzir dano na memoria de habituacdo. Contudo,
da mesma forma que observado na memdria espacial de longo prazo, o dano foi maior em
idades mais jovens (2 e 8 meses), mas ndo em idades mais avangadas (14 meses).

E importante ressaltar que, assim como para 0s testes comportamentais do labirinto
octogonal e do labirinto em Y, também ndo foram encontrados na literatura dados relacionando
a ingestdo de refrigerante e o teste comportamental de habituacdo ao campo aberto sendo, 0
presente estudo, pioneiro na avaliacdo da memoria espacial e de habituacdo em animais que
foram expostos ao tratamento crdnico com refrigerante a base de xarope de cola em diferentes
idades (2, 8 e 14 meses).

Além disso foi observado no teste comportamental de esquiva inibitoria que os animais
tratados com refrigerante a base de xarope de cola ndo apresentaram dano na retencdo de
memoria aversiva em nenhuma das idades. Um estudo realizado por Ross (2008) obteve
resultados semelhantes porém com animais que ingeriram 60% de frutose. Este estudo avaliou

a aquisicdo de memoria aversiva em ratos com 53 dias de idade que receberam uma dieta
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contendo 60% de frutose na alimentagéo durante 18 semanas ad libitum. Durante a sesséo treino
0 grupo que recebeu uma dieta rica em frutose ndo teve diferenca de laténcia significativa
quando comparado com o grupo controle. Durante o teste, realizado 48 horas apés o treino, 0s
animais administrados com frutose tiveram uma tendéncia a apresentar uma memoria
prejudicada. Contudo, estatisticamente o resultado ndo se mostrou significativo (Ross, 2008),
indicando que dietas ricas em frutose parace ndo causar dano na memoria aversiva. No caso do
presente estudo, uma dieta rica com refrigerantes ndo causa danos na memdaria aversiva.

Um outro estudo fez uso de ratos com aproximadamente 65 dias de vida, separados em
13 grupos (tratamento + controle), foram submetidos ao teste de comportamento de esquiva
inibitoria. Apo6s a saida do treino, foram administrados por via subcutanea dosagens de 3.2, 10,
32,100, 320, ou 2000 mg/kg de glicose ou frutose. Os valores foram estabelecidos com intuido
de descrever uma curva para valores de dano de memoria causados por glicose e frutose. O teste
decorreu 48 horas apds o treino. Os animais que receberam as dosagens de 320 mg/kg de glicose
e 320 mg/kg de frutose, apresentaram melhora significativa na aquisicdo de memoria aversiva
guando comparados ao grupo controle. Enquanto que os animais que receberam as doses de 10,
32, 100 e 2000 mg/kg dos dois acUcares, tiveram a aquisicdo da tarefa de reversao prejudicada
e, as doses de 3,2 mg/kg de ambos os agUcares, ndo tiveram efeito significativo no desempenho
dessa tarefa (Rodriguez, Horne et al. 1994). Estes dados indicam que diferentes valores de
consumo tanto de glicose quanto de frutose podem contribuir ou prejudicar a memoria aversiva.
Estes dados, embora ndo sejam oriundos de mesmo tratamento e via de adminstracao,
corroboram, em parte, com os achados do presente estudo, onde a dieta utilizada ndo foi capaz
de causar dano de memoria aversiva demonstrando que os animais tratados obtiveram o mesmo
desempenho na tarefa aversiva que os seus controles.

O alto consumo de bebidas agucaradas esta associado ao aumento da taxa glicémica no
sangue e com a obesidade (Agrawal, Noble et al. 2016). Ao avaliar os niveis de glicemia no
sangue dos animais, foi possivel observar que ndo houve alteragdo significativa quando
compara-se os valores do 1° dia, 30° dia e do 67° dia de tratamento. Assim como ndo houve
alteracdo quando comparados os dois grupos (controle (&dgua) versus grupo ingestdo de
refrigerante). Em um estudo realizado por Kendig et al. (2013), ratos com 21 e 56 dias de idade
receberam uma solucdo preparada com 10% de sacarose diluida em agua, durante 2 horas por
dia por 28 dias. Os valores de glicemia revelaram que 0s animais mais novos tiveram uma
tendéncia para leituras maiores em relagdo aos animais adultos. Entretanto, ndo houve resultado
significativo quando comparado com os respectivos grupos controle (Kendig, Boakes et al.

2013). Outo estudo realizado com animais de 4 meses que receberam 35% de sacarose durante
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9 semanas, mostrou que a ingestdo de sacarose aumentou os valores da glicemia pos-prandial
quando comparado com o grupo controle. Contudo, os valores de glicemia em jejum
permaneceram inalterados comparados com o controle (Soares, Prediger et al. 2013). Estes
dados corroboram com os dados do presente trabalho indicando que a administracao cronica de
acucar proveniente do refrigerante ndo alteram os niveis glicémicos em ratos. O que ndo indica
que a administragcdo por um tempo maior ndo poderia mudar estes valores.

Quando avaliado o peso corporal dos animais administrados ou ndo com refrigerante a
base de xarope de cola, foi observado que os animias com 2 e 8 meses apresentaram aumento
de peso quando comparado o 1° dia de tratamendo com o 30° dia e 0 67° dia em ambos 0s
grupos, sugerindo que o refrigerante ndo foi o responsavel pelo aumento de peso nesses animais.
Os animais com idade de 14 meses ndo apresentaram aumento de peso em nenhum dos grupos
durante 0 1° dia, 30° dia e 67° dia. Esses resultados indicam que talvez seja necessario um tempo
ainda maior de tratamento para que as alteracGes de peso possam ser melhor avaliadas. Em
estudo realizado por Kending et al. (2013), citado anteriormente, as avaliacbes de peso
revelaram gue 0s animais mais novos ganharam mais peso quando comparados 0s animais mais
velhos, porém, ndo houve resultado significativo quando comparado com 0s respectivos grupos
controle (Kendig, Boakes et al. 2013). Outros estudos demonstraram que 0 consumo cronico de
bebidas a base de xarope de cola causa alteracbes no perfil lipidico de ratos, o que inclui um
aumento nos niveis plasmaticos de triglicerideos. E, também nesses estudos, foram observadas
a diminuicdo no consumo de alimentos solidos, porém, sem haver alteracdo no peso corporal
(Otero-Losada, Grana et al. 2011, Otero-Losada, Mc Loughlin et al. 2013).

Outro estudo foi realizado com ratos de 2 meses de idade que receberam ad libitum uma
solugéo contendo 20% de frutose durante 8 meses. As avaliagdes de peso demonstraram que 0s
animais com dieta rica em acUcar passaram a apresentar diferenca significativa a partir do
terceiro més da alteracdo da dieta quando comparados com o grupo controle (Stranahan,
Norman et al. 2008). Soares et al. (2013) avaliaram animais de 4 meses que receberam 35% de
sacarose durante 9 semanas. Os resultados demonstraram que a ingestdo de sacarose nao teve
influéncia nos valores de peso comparados ao grupo controle (Soares, Prediger et al. 2013).
Baseado nos estudos acima, os resultados do presente trabalho levam a entender que a duracéo
do tratamento (67 dias) ndo ndo foi suficiente para que os ratos mostrarem uma diferenca
significativa nos valores de peso. Contudo, os achados indicam que os efeitos do consumo
excessivo de agucares podem produzir outros efeitos sistémicos e centrais sem alterar a glicemia

e 0 peso corporal (Stranahan, Norman et al. 2008, Ross, Bartness et al. 2009).
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O estresse oxidativo esta presente no decorrer do envelhecimento e é caracterizado pelo
desequilibrio entre a producdo de ERO e/ou ERN e as defesas antioxidantes teciduais
(Betteridge 2000). As EROs e ERNs séo radicais livres ou compostos que produzem radicais
livres por interacdo com varios componentes celulares podendo causar danos celulares, levando
ao prejuizo cognitivo e dano de meméria (Lichtenberg and Pinchuk 2015). Dentre as defesas
antioxidantes, destacam-se a enzima SOD que € responsavel pela dismutacdo de anions
superdxido, a forma mais abundante de ERO, e a CAT, que neutraliza o peroxido de hidrogénio
liberado nessa reacdo (Halliwell 2001, Halliwell 2006, Gutteridge and Halliwell 2018).

No presente estudo foi observado o aumento da atividade da CAT no hipocampo dos
animais tratados com refrigerante a base de xarope de cola nas idades de 2 e atividade
diminuida no controle 8 meses e ao mesmo tempo a ingestdo de refrigerante induziu aumento
da CAT em animais com 8 meses. No cdrtex frontal, foi observado aumento da atividade da
CAT nos animais controle 8 meses e o refrigerante reduziu esta atividade. Quanto a atividade
da SOD, foi observado que em animais com 8 e 14 meses a atividade desta enzima foi reduzida
em animais que ingeriram o refrigerante. Em um estudo pré-clinico, ratos foram aleatoriamente
designados para beber dgua, aspartame (240 mg/kg por via oral) e refrigerantes a base de cola
(acesso livre), diariamente durante 2 meses. A ingestdo subcronica de aspartame e de
refrigerante provocou a reducdo na atividade da SOD e da CAT no cérebro desses animais
(Lebda, Sadek et al. 2017). Em estudo realizado por Amri et al. (2017), em ratos Wistar machos
adultos, que receberam dieta com alto indicie de gordura e frutose, mostrou a reducdo da
atividade da SOD no tecido cerebral (Amri, Ghorbel et al. 2017). Outro estudo realizado com
ratas jovens que receberam tratamento com frutose por 9 semanas, também mostrou reducdo da
atividade da SOD no tecido adipose viceral (Kovacevic, Nestorov et al. 2017). Estes dados
corroboram os achados do presente estudo que também mostram a reducdo na atividade da SOD
na estrutura do cortex frontal em animais com 8 e 14 meses.

Em outro estudo, realizado também com ratos Wistar machos com 3 meses de idade, foi
observado que animais tratados com refrigerantes carbonatados (Coca-cola, Pepsi e 7-UP)
durante 3 meses, apresentaram diminuigdo da expressdo da CAT no tecido cerebral quando
comparados aos animais controles (agua) (El-Terras, Soliman et al. 2016). Estes resultados
diferem, em parte, dos encontrados no presente estudo, onde a CAT apresentou atividade
aumentada, no hipocampo, de animais com 2 e 8 meses que ingeriram refrigerante. No cortex
frontal, os dados corroboram dados da literatura, onde o refrigerante induziu reducdo da
atividade da CAT em animais com 8 meses. Entretanto, a avaliagdo foi realizada na estrutura

do hipocampo, além do cértex frontal, enquanto que o estudo de El-Terras et al. (2016), avaliou
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o tecido cerebral e, também, o tempo de tratamento foi maior (90 dias) quando comparado ao
presente estudo (67 dias). Uma hipotese a ser considerada € a de que um dano tecidual pode ter
contribuido para a expressao reduzida da CAT e consequente atividade reduzida no cortex
frontal, porém, no hipocampo, este evento, pode vir a resultar em um aumento da atividade
dessa enzima.

Um estudo realizado por Yang et al. (2018), investigou o efeito do extrato etandlico de
sementes de gergelim preto (EESGP) contra a doenca hepética gordurosa ndo alcoolica
(DHGNA) em camundongos alimentados com frutose. Os animais foram alimentados com uma
dieta padrdo, sem ou com 30% de frutose em agua potavel por 8 semanas consecutivas. Neste
estudo foi observado que, no tecido hepatico, a atividade da SOD e da CAT diminuiram em
camundongos alimentados com frutose que ndo receberam o tratamento com EESGP (Yang,
Wang et al. 2018). Em estudo realizado com ratos machos foi observada a diminuicdo da
atividade da SOD e da CAT no figado de animais com DHGNA que receberam dieta padrao
com 30% de frutose durante 16 semanas quando comparados aos animais controles (Pali,
Munshi et al. 2019). Muito embora esses estudos ndo tenham sido realizados com o uso do
mesmo modelo animal e a mesma avaliacdo tecidual, corroboram, em parte, os dados do
presente trabalho que mostrou alteracdo na atividade das enzimas CAT (reducdo no cortex
frontal e aumento no hipocampo) e SOD (reducédo no cértex frontal) em animais que receberam
refrigerante a base de xarope de cola ad libitun, que também € rico em frutose.

Um estudo realizado por Lopes et al. (2014), avaliou o efeito da administracdo aguda
de frutose sobre o estresse oxidativo no cortex cerebral de ratos Wistar com 30 dias de idade.
Os animais receberam injecdo subcutanea de cloreto de sodio (0,9%) ou solucdo de frutose (5
umol/g) e, uma hora apds a administracdo, foram eutanasiados. Os achados desse estudo
mostraram o aumento da atividade da SOD e a reducdo da atividade da CAT na estrutura do
cortex cerebral (Lopes, Vilela et al. 2014). Estes resultados concordam, em parte, com o
presente estudo, uma vez que a CAT foi reduzida no cdrtex, bem como a atividade da SOD foi
reduzida nesta mesma estrutura, mas no hipocampo a CAT foi aumentada pela ingestdo do
refrigerante. Contudo, deve-se considerar que Lopes et al. (2014), realizou o tratamento um
tratamento agudo com frutose, enquanto que o presente estudo fez uso de refrigerante a base de
xarope de cola ad libitun, outra questdo a ser relatada € em relacéo a idade dos animais que, no
estudo de Lopes, foi de apenas 30 dias, enquanto que no presente estudo as idades variaram
entre 2, 8 e 14 meses. De acordo com os dados, a idade de 8 meses foi a mais afetada quando
se trata da alteracéo da atividade da SOD e CAT por ingestao de refrigerante, uma vez que suas

atividades foram reduzidas no cortex frontal e a atividade da CAT foi aumentada no hipocampo.
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Na idade de 2 meses somente a atividade da CAT foi aumentada no hipocampo e na idade de
14 meses a atividade da SOD foi reduzida no cortex frontal, explicando, em parte, os resultados
do dano nas memorias espaciais € na memoria de habituacdo induzida pelo refrigerante a base
de cola.

Ainda, dentro da avaliagdo dos pardmetros oxidativos, os niveis de espécies reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) e a taxa de produgdo de radicais livres (RL) pela
Diclorofluoresceina diacetato (DCFH), também foram verificados no presente estudo na
estrutura do hipocampo em todas as idades. Foi observado que o refrigerante induziu, no
hipocampo, aumento dos niveis de DCFH em todas as idades, exceto 8 meses, e induziu
aumento dos niveis de TBARS em animais de 2 meses. Em estudo, anteriormente citado,
realizado por Pai et al. (2019), mostrou aumento dos niveis de TBARS no tecido hepatico dos
animais tratados com frutose a 30%. Outro estudo administrou uma dieta de alta gordura e
frutose a ratos Wistar machos albinos por 60 dias, essa dieta causou um aumento significativo
da peroxidacdo lipidica no hipocampo e no plasma desses animais (Kalivarathan,
Chandrasekaran et al. 2017). Um outro estudo também ja citado, realizado por Budni et al.
(2016), mostrou que ratos com 4 meses de idade que receberam via oral o aglcar de D-gal
(100mg/kg), apds 4 semanas de tratamento apresentaram aumento dos niveis de TBARS no
cortex frontal e, durante todo o periodo de tratamento, no hipocampo (Budni, Pacheco et al.
2016). O aumento do TBARS e da taxa de producdo de RL através da DCFH, também foram
demonstrados no estudo realizado por Lopes et al. (2014), ja citado anteriormente, ao avaliar o
efeito da administracdo aguda de frutose sobre o estresse oxidativo no cortex cerebral de ratos
Wistar com 30 dias de idade (Lopes, Vilela et al. 2014). Apesar de terem avaliado esses efeitos
na estrutura do cortex cerebral e o presente estudo ter verificado apenas no hipocampo, ambos
apresentaram aumento da peroxidacao lipidica e da oxidacdo de DCFH na presenca de EROs,
sugerindo que a administracdo crénica ou aguda de grandes quantidades de frutose, como quem
ingere refrigerante todos os dias, pode causar danos através do aumento das EROs.

Visto que a D-gal, assim como a frutose, também séo agucares que estdo ligados a danos
metabolicos, estes dados corroboram os achados do presente estudo, fortalecendo a hip6tese de
que uma dieta rica em agucares pode causar danos oxidativos e também de memoria. Contudo,
observa-se que este dano se manteve somente em animais mais jovens, quando trata-se de niveis
de TBARS, talvez porque os animais com 8 e 14 meses precisam de dose maior ou tempo maior
de tratamento para induzir niveis aumentados de TBARS. Mas quando se avalia 0 DCFH,

observa-se que o refrigerante causou dano em todas as idades, exceto nos animais de 8 meses
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pois o controle, per se j& apresenta dano alto. Novamente, o dano oxidativo causado pelo
refrigerante & base de xarope de cola é maior em animais com 2 meses de idade.

A inflamacdo, grande parte mediada pelo sistema imune inato, € uma resposta
fisioldgica auto limitante que ocorre frente a um dano tecidual gerado por estimulos nocivos
objetivando a remocdo destes estimulos e o reparo dos danos. Tais estimulos podem ser
ocasionados, por exemplo, por meio da alta producdo de EROs (Kumar et al., 2013). Em
resposta a esses estimulos, células imunes inatas, tais como macrofagos, produzem citocinas
pré-inflamatorias que estimulam o recrutamento de neutréfilos ao local da lesdo e aumentam a
permeabilidade vascular (Wilfred de Alwis and Day 2007). O processo inflamatério no SNC é
mediado pela ativacdo de astrécitos e microglia. Considerada uma fonte exdgena, uma dieta
rica em acucares e gorduras possui uma forte influéncia no desenvolvimento de AGEs a partir
da oxidacdo de acucares ou lipidios. As AGEs tém a capacidade de modificar a funcionalidade
e a quimica de estruturas cerebrais, aumentando a perspectiva para o desenvolvimento de
diversas doencas. Concomitantemente a formacdo de algumas AGEs, ocorre a formacao das
espécies reativas de oxigénio (EROs) e interaces com receptores celulares, que como
consequéncia promovem estresse oxidativo e a producédo de citocinas inflamatorias (Fournet,
Bonte et al. 2018). Como observado, nos resultados anteriores, o refrigerante a base de xarope
de cola induziu estresse oxidativo, por diferentes mecanismos em diferentes idades,
possivelmente mediado por AGEs, contudo, os niveis de AGES nao foram mensurados, mas é
uma hipétese do trabalho de que muito provavelmente o refrigerante a base de xarope de cola
administrado por 67 dias pode estar aumentando AGEs, causando estresse oxidativo e por fim
alterando alguns ou muitos parametros inflamatorios.

Com este objetivo, no presente estudo foram avaliados os niveis das citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-1p, IL-6 e a anti-inflamatoria IL-10 nas estruturas cerebrais do cortex
frontal e hipocampo dos animais com 2, 8 e 14 meses de idade. Os niveis de TNF-o estavam
aumentados no cdrtex frontal e hipocampo de animais com 8 meses de idade que ingeriram
refrigerante quando comparados com os animais controles dentro da mesma idade. Os niveis
de IL-1p e IL-6 ndo apresentaram diferencas estatisticas em nenhum dos grupos avaliados
guando comparados com o controle dentro da mesma idade. E, por fim, a IL-10 apresentou
niveis diminuidos no cértex frontal de animais com 2, 8 e 14 meses de idade que ingeriram
refrigerante. No hipocampo, os animais com idade de 2 meses que receberam tratamento com
refrigerante também apresentaram os niveis reduzidos de 1L-10.

Em tratamento agudo com frutose realizado por Lopes et al. (2014), ja citado, os niveis

das citocinas pré-inflamatorias TNF-a, IL-1B, IL-6 na estrutura do cortex cerebral de ratos
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Wistar, ndo apresentaram alteracdes substanciais. No presente estudo os niveis de IL-6 e IL-13
também ndo apresentaram diferencas estatisticas em comparacéo com o grupo controle em cada
idade. Um estudo realizado com ratos machos Sprague—Dawley, avaliou os efeitos metabdlicos
da ingestdo de sacarose e xarope de milho de alta frutose-55 (HFCS-55) durante a adolescéncia
(com 30 dias de vida) ou a idade adulta (com 60 dias de vida). Ratos adolescentes ou machos
adultos receberam durante 30 dias (1) sacarose a 11% solucéo, (I1) solugédo de HFCS-55 a 11%,
ou (1) uma garrafa extra de agua (controle). Os niveis de citocinas pré-inflamatorias I1L-1p,
IL-6, estavam aumentados no hipocampo dorsal no grupo adolescente HFCS-55 em relacéo aos
controles e ndo apresentou efeito significativo no grupo sacarose, enquanto 0s niveis de
interleucina IL-1B e insulina plasmatica estavam elevados em ambos os grupos de acUcares
(HFCS-55 e sacarose) expostos aos adolescentes (Hsu, Konanur et al. 2015). Os resultados
apresentados por Hsu et al. (2015), diferem dos achados no presente estudo que mostrou que
ndo houve alteragdo nos niveis dessas interleucinas pro-inflamatorias no hipocampo e cortex
frontal dos animais tratados com refrigerante a base de xarope de cola.

Outro estudo realizado com ratos machos Sprague-Dawley adultos, realizou o
tratamento com agua (controles); sacarose (23%); glicose (23%) ou frutose (23%) por 4
semanas. Os niveis das citocinas TNF-o, IL-1p ¢ IL-6 foram avaliados no sangue desses
animais. O TNF-a mostrou niveis aumentados no soro dos animais que consumiram as solucdes
de sacarose ou frutose quando comparados aos animais controles (dgua). Os niveis de IL-1
estavam diminuidos apenas nos animais tratados com glicose e, a IL-6, ndo apresentou
alteracdes em nenhum dos grupos avaliados (van der Borght, Kohnke et al. 2011). H& que se
considerar que foram estudos que diferiram na espécie de animais utilizada e no tratamento
proposto, bem como nas estruturas avaliadas, talvez isso possa explicar as diferencas nos
resultados. E importante ressaltar que ndo foram encontrados na literatura trabalhos que tenham
realizado a dosagem dessas citocinas em hipocampo e cortex frontal de animais tratados com
refrigerante & base de xarope de cola.

Outro estudo administrou uma dieta de alta gordura e frutose a ratos Wistar machos
albinos por 60 dias, essa dieta causou um aumento significativo nos niveis de TNF-a e 1L-6 no
plasma dos animais tratados quando comparados aos controles (adgua) (Kalivarathan,
Chandrasekaran et al. 2017). Estes dados corroboram, em parte, o presente estudo onde 0s
animais com 8 meses de idade também apresentaram niveis aumentados de TNF-a. no cortex e
hipocampo. Talvez essa diferenca possa estar ligada a idade desses animais e as estruturas

avaliadas que foram distintas em ambos os estudos.
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No cértex frontal de animais com 2, 8 e 14 meses de idade, bem como no hipocampo de
animais com 2 meses de idade, foi observado niveis reduzidos de IL-10 em animais que
receberam refrigerante a base de cola, quando comparado ao grupo controle dentro de cada
idade. Um estudo realizado com camundongos C57BL/6 que foram tratados com bebidas
contendo alcool ou agucares, mostrou que houve redugdo dos niveis séricos de I1L-10 nesses
animais. Esses resultados corroboram com os achados no presente estudo fortalecendo a
hipétese de que uma dieta rica em acgucares, neste caso refrigerante, pode influenciar na
regulacdo de parametros inflamatorios tanto a nivel sérico, como cerebral. E importante
salientar que na literatura ndo foram encontrados estudos iguais ou semelhantes que tenham
avaliados os niveis de I1L-10 no cdrtex ou hipocampo de ratos Wistar tratados com refrigerante
a base de xarope de cola em diferentes idades.

O presente estudo mostra que o tratamento cronico com refrigerante a base de xarope
de cola pode levar a danos de memdria espacial e de habituacdo, bem como a aumento de
parametros de estresse oxidativo e inflamatorios a nivel molecular em estruturas cerebrais como

o0 cortex frontal e o hipocampo, regides essas envolvidas com o aprendizado e a memoria.
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6. Conclusdo

Os resultados do presente estudo indicam que a ingestdo de refrigerantes a base de
xarope de cola, podem induzir, em animais com 2, 8 e 14 meses de idade, danos na memdria
espacial de curta e de longa duracdo, bem como, induzir prejuizos na memoria de habituacéo,
mas ndo dano a memoria de habituagdo para animais com 14 meses. De acordo com os dados
deste trabalho pode-se concluir que nos animais com 2 meses 0s danos nestas memdarias podem
ser explicados, pelo menos em parte, por aumento da atividade da CAT, dos niveis de DCFH e
TBARS no hipocampo, bem como reducdo dos niveis de I1L-10 no cértex frontal e hipocampo
que induziram o estresse oxidativo e a inflamacdo. Nos animais de 8 meses, 0s danos nas
memorias espaciais e de habituacdo podem ser explicados, parcialmente, pelo desbalanco das
enzimas antioxidantes que apresentaram a reducdo da atividade da CAT e SOD no coértex
frontal, aumento da atividade da CAT no hipocampo, aumento dos niveis de TNF-a no cortex
frontal e hipocampo e reducéo dos niveis de IL-10 no cdrtex frontal. Nos animais de 14 meses
0s danos nas memorias espaciais de curta e de longa duracdo podem ter ocorrido, pelo menos
em parte, em funcdo da reducéo da atividade da SOD no cértex frontal, aumento dos niveis de
DCFH no hipocampo e reducéo dos niveis de IL-10 no cortex frontal. E possivel observar que
a idade que foi mais susceptivel ao dano induzido pelo refrigerante, foi a idade de 8 meses,
seguido pela idade de 2 meses e por Ultima a idade de 14 meses.

Atabela 1 apresenta, de forma resumida, o efeito do tratamento cronico com refrigerante
a base de xarope de cola durante 67 dias nas memorias de habituacdo, espacial e aversiva, bem
como nos niveis de estresse oxidativo por meio da avaliacdo do TBARS, DCFH, atividades das
enzimas SOD e CAT e nos niveis das citocinas TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL- 10, em estruturas
cerebrais do cortex frontal e hipocampo de ratos Wistars nas idades de 2, 8 e 14 meses.
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Tabela 1©= usado quando os grupos controle (dgua) ou tratado ndo apresentam dano de memdria; %= indica
dano de memédria; t= indica niveis aumentados de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, CAT, SOD, TBARS e DCFH,
guando comparados ao grupo controle (Agua) dos animais de 2 meses e aumento dos niveis glicémicos e de peso
corporal quando comparados os dia 30 e 67 com o 1 dia do tratamento dentro da mesma idade; ¥= indica niveis
diminuidos de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, CAT, SOD, TBARS e DCFH, quando comparados ao grupo controle
(4gua) dos animais de 2 meses e aumento dos niveis glicémicos e de peso corporal quando comparados os dia 30°
e 67° com o 1° dia do tratamento dentro da mesma idade; Glic.= Glicemia; L. em Y= Labirinto em Y; L.
Octogonal= Labirinto Octogonal; M. de habituacdo= memoria de habituacdo; N.C= nimero de cruzamentos;
N.L= namero de levantamentos C= cértex frontal; H= hipocampo.
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