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RESUMO

A fome e a saciedade sdo sensagdes fisiologicas responsaveis por manter o
equilibrio entre a energia consumida e gasta em nosso organismo. Desequilibrios nestes
mecanismos estdo relacionados ao aparecimento de diversas doencas como obesidade,
hipertensdo, diabetes etc. A sacarose, agucar-de-mesa comum, possui alto indice
glicémico e ¢ frequentemente consumida pela populagdo em geral. O consumo exagerado
deste carboidrato vem sendo apontado como problema de satide publica. O objetivo deste
estudo, portanto, foi investigar o consumo basal de ragcdo em ratos consumidores cronicos
de sacarose 20 % e alguns de seus mecanismos de inibicdo da fome. Foram utilizados 10
ratos Wistar nos experimentos, divididos em dois grupos. O grupo Controle recebeu
tratamento com ragdo e agua, enquanto o grupo Tratado recebeu ragdo e solucao de
sacarose 20 %. Apos dois meses de tratamento, foi feito o registro de peso, de ingestdo
basal de ragao e solugao (agua ou sacarose 20 %) e dois testes de inibicdo da fome, através
dos protocolos: 1) inje¢ao de angiotensina II (ANG II) ou salina no ventriculo lateral (VL)
dos ratos; 2) teste do glicostato encefalico com oferta de sacarose 20 % ou agua
trinta minutos antes do registro da ingestdo de racdo. Os resultados obtidos a partir do
registro da ingestdo basal mostraram que os ratos do grupo Tratado com sacarose 20 %
ingeriam, em média, menos ragdo (9,25 g) quando comparados aos animais do grupo
Controle (22,6 g). Nao houve diferenga estatisticamente significativa no ganho peso entre
os dois grupos. Entretanto, o grupo Tratado apresentou acumulo de tecido epididimal
(8,2 g) quando comparado com o grupo Controle (2,8 g). Em relagdo ao consumo de
solugdes, a ingestao de sacarose 20 % pelo grupo Tratado foi maior no segundo, terceiro
e quarto dia de registro, quando comparada com a ingestdo de agua no grupo Controle.
Os resultados do protocolo 1, por sua vez, mostraram que apesar da privagao alimentar
do teste ter produzido fome nos animais, nao houve diferenca significativa na quantidade
de racdo ingerida pelos ratos dos diferentes grupos durante as 2 horas de registro. Ja os
resultados do protocolo 2 mostraram que os ratos Controle que receberam sacarose 20 %
durante o teste apresentaram uma ingestdao de ragdo maior quando comparada com a do
grupo Tratado cronicamente que recebeu agua durante o teste. Nosso estudo mostra,
portanto, que o consumo cronico de sacarose 20 % provocou diminui¢do na ingestao de
racdo e aumento de gordura epididimal, ao passo que a exposi¢do aguda a sacarose 20 %

causou potencializa¢do da fome ap6s 2 horas de teste.

Palavras-chave: Sacarose, Angiotensina II, Fome e Saciedade, Sindrome Metabolica.



ABSTRACT

Hunger and satiety are physiological feelings which are responsible to maintaining
the balance between the energy consumed and spent in out body. Instabilities in these
mechanisms are related to the appearance of several diseases such obesity, hypertension,
diabetes etc. Sucrose, which is the common table sugar, has a high glycemic index and is
frequently consumed by the general population. The excessive consumption of this
carbohydrate has been identified as a public health problem. Therefore, the aim of this
study was to investigate the basal food intake in rats with chronic ingestion of 20 %
sucrose and some of the mechanisms involved in hunger inhibition. Ten Wistar rats were
used in the experiments, divided into two groups. The Control group received treatment
with food and water, while the Treated group received food and a 20 % solution of
sucrose. After two months of treatment, body weight and basal intake of food and
solutions (water or 20 % sucrose) were recorded, and hunger inhibition tests were
performed by using two protocols: 1) angiotensin II (ANG II) or saline injections into the
lateral ventricle (LV) of the rats; 2) glucostatic test with water or 20 % sucrose 30 minutes
before food intake records. The results obtained from the basal intake records showed that
the animals of the Treated group ingested, on average, less food (9.25 g) when compared
to Control group animals (22.6 g). There was no statistically significant difference
between the weight gain of the two groups. However, Treated animals presented an
accumulation of epididymal tissue (8.2 g) when compared to Control group animals
(2.8 g). Regarding the solution consumption, 20 % sucrose intake values from the Treated
group were higher in the second, third and fourth day of register, when compared to the
water intake values from the Control group. The results of protocol 1 showed that
although the test’s food deprivation has produced hunger in the animals, there was no
significant difference in the amount of food ingested by the rats of the different groups
during the 2 hours of registration. The results of protocol 2 showed that Control rats that
received 20 % sucrose during the test had a higher food intake when compared to Treated
animals that received water during the test. Therefore, our study shows that chronic
consumption of sucrose 20 % caused a decrease in food intake and an increase in
epididymal fat, whereas acute exposure to sucrose 20 % caused a potentiation of hunger

after 2 hours of test.

Keywords: Sucrose, Angiotensin II, Hunger and Satiety, Metabolic Syndrome.
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1. INTRODUCAO

O consumo excessivo de alimentos, somado ao sedentarismo e a fatores genéticos,
vem sendo cada vez mais apontado por pesquisadores como fonte de risco a vida da
popula¢ao mundial. No Brasil, o nimero de pessoas consideradas obesas cresce a cada
dia que passa e engloba individuos de todas as faixas etarias, sexos e niveis de renda
(DIAS et al.,, 2017). Estas alteragdes para mais na ingestdo de alimentos podem
representar desequilibrios entre a energia consumida e gasta, e estdo relacionadas a

diversas doengas metabolicas e cardiovasculares.

A Sindrome Metabolica (SM), outrora conhecida como sindrome X, sindrome da
resisténcia a insulina ou quarteto da morte (ECKEL et al.,, 2005; REAVEN, 1993;
KAPLAN, 1989), ¢ um conjunto de doencas cardiovasculares que inclui
hiperinsulinemia, intolerancia a glicose, dislipidemia, obesidade e hipertensao
(CARDINALI & VIGO, 2017). Hoje, a SM ¢ considerada problema de saude publica
com incidéncia crescente e estd relacionada a distirbios metabdlicos graves como
hipertensdao, diabetes e obesidade. A ma alimentacio e o consumo exagerado de
determinadas substancias, como os acucares, estdo fortemente relacionadas ao

surgimento e agravamento dessas patologias.

A sacarose, popularmente conhecida como agucar-de-mesa, ¢ um carboidrato
altamente consumido e esta presente cada vez mais em nossas dietas € nos alimentos
industrializados que ingerimos. Esta sacarose, que possui alto indice glicémico, ¢
consumida por criangas, adultos e idosos e € encontrada em praticamente todos os lares.
Outros tipos de agucares também sdo encontrados no cardapio de consumo humano, como
por exemplo o agucar refinado, o xarope de milho e a frutose. O consumo ndo moderado
de alimentos industrializados e com agticares de adi¢ao vem sendo alvo de estudos que o
relacionam ao aumento nos indices de comorbidades como obesidade, diabetes, cancer,

dislipidemia e aterosclerose (GAINO & SILVA, 2011).

Diversos estudos demonstram que pessoas que consomem bebidas artificialmente
adocadas regularmente possuem a satde prejudicada mais do que pessoas que ndo
consomem (SWITHERS, 2013). Além disso, o consumo excessivo de a¢ucares influencia
o sistema neuroquimico de recompensa e provoca alteragdes no sistema nervoso central

(ROSA et al., 2008). Estudos recentes em nosso laboratério mostraram que ratos com
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acesso cronico a solugdo de frutose 20 % apresentaram uma importante caracteristica da

SM: o actiimulo de tecido adiposo (tabela 1).

Tecido Grupo Grupo
Adiposo Controle Frutose 20 %
Epididimal 2809 5305
Perirrenal 1,103 23+05

Tabela 1. Peso em gramas dos tecidos adiposos epididimal e perirrenal.

A fome, que basicamente significa o “desejo de comer”, € uma sensagao fisiologica
complexa que envolve a participagdo de diferentes 6rgdos e sistemas na tentativa de
manter a homeostase e a vida. Diversos mecanismos estdo interligados no controle do
apetite, formando uma vasta rede de comunicagdes que regula a ingestdo alimentar. Areas
distintas do nosso cérebro funcionam como centros da fome e saciedade, em resposta as
nossas reservas ¢ necessidades energéticas (ERLANSON-ALBERTSSON, 2005). O
hipotalamo, por exemplo, ¢ uma das regides do sistema nervoso central que possui
controle do apetite e que estd conectada a outros sistemas e sinais periféricos que atuam
via circuitos de recompensa (LANDEIRO & QUARANTINI, 2011 apud HEISLER et al.,
2007).

Um dos estimulos internos que provoca a sensacao de fome ou saciedade ¢ a queda
ou elevacdo, respectivamente, dos niveis de glicose no sangue. Assim sendo, quando a
concentracdo de aglicar em nossa corrente sanguinea estd baixa, sentimos fome como
resposta a necessidade fisioldgica que temos de aumentar nossa reserva energética. Esta
teoria ¢ conhecida como teoria do glicostato encefalico (MAYER, 1953). Além disso,
diversos sistemas interagem entre si para manter o controle entre as sensacdes de fome e
saciedade e, consequentemente, a homeostase em nosso organismo. Células pancredticas,
por exemplo monitoram constantemente a concentragdo de glicose em nossa corrente
sanguinea e, através de feedback negativo, controlam a producdo de hormonios

relacionados ao comportamento alimentar (OLIVEIRA & CAMPOS NETO, 2015).
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A inibicdo da fome ¢é mediada, dentre outros mecanismos, através de diversas
substancias do sistema neuroendoécrino, como por exemplo a insulina, a leptina, a
colecistocinina e a grelina (BITTENCOURT & ELIAS, 2005; BEAR et al., 2017). A
figura 1 representa um esquema simples sobre alguns dos mecanismos controladores da
fome e saciedade. Importante notar que a diminui¢ao da fome pode ocorrer gragas a

supressdo do proprio centro da fome ou em resposta a estimulagao do centro da saciedade.

HIPOTALAMO

CENTRO
DA FOME

NPY/AgRP

CENTRO DA
SACIEDADE

POMC/CART

CCK GRELINA LEPTINA

ﬁ +
SISTEMA INSULINA TECIDO

GASTROINTESTINAL ADIPOSO

Figura 1. Papel de alguns hormonios periféricos no controle da fome e saciedade. A seta vermelha

representa inibicdo e a verde, estimulagdo. (+) Estimulo para liberagéo de leptina.

No nucleo arqueado do hipotalamo, dois grupos de neurdnios estdo relacionados ao
controle da fome e da saciedade: aqueles que expressam neuropeptideo Y (NPY) e
proteina relacionada a agouti (AgRP) e aqueles que expressam prd-opiomelanocortina
(POMC) e transcrito regulado por anfetamina e cocaina (CART). No centro da fome, os
neurdnios NPY/AgRP atuam como estimuladores da ingestdo alimentar, enquanto a
subpopulagdo neuronal POMC/CART atua no centro da saciedade induzindo a perda de

apetite (ALVAREZ-LEITE et al., 2016; DAMIANI & DAMIANI, 2011).

Algumas substancias produzidas em nosso organismo também atuam sobre o
controle do comportamento alimentar. A insulina ¢ um hormoénio secretado pelo pancreas
que, dentre outras funcgdes, atravessa a barreira hematoencefalica e age provocando

reducdo na ingestdo alimentar (BANKS et al., 1997; SCHWARTZ et al., 2000). J4 a
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leptina, proteina secretada pelos adipocitos, age no nucleo arqueado do hipotdlamo
(ARQ) inibindo a ingestdo de nutrientes e aumentando o gasto energético. As
concentragdes de leptina sdo influenciadas pela adiposidade corporal e por fatores
hormonais ou nutricionais, enquanto as de insulina estdo diretamente ligadas ao consumo
de alimentos. Ambas sdo hormonios cruciais na regulagdo do balango energético a longo
prazo, modulando a expressdo de neuropeptideos hipotaldmicos que regulam o
comportamento alimentar e o peso corporal (LANDEIRO & QUARANTINI, 2011 apud
KLOK et al., 2007; ALVAREZ-LEITE et al., 2016).

A colecistocinina (CCK) ¢ outro exemplo de substancia que modula o
comportamento alimentar. Trata-se de um peptideo secretado por cé€lulas do intestino
(duodeno e jejuno) na presenca de nutrientes no limen intestinal, que possui acao
supressora na ingestao de alimentos e esta fortemente associado a sensagao de saciedade
(BITTENCOURT & ELIAS, 2005; ALVAREZ-LEITE et al., 2016). A grelina, por sua
vez, ¢ um peptideo orexigeno secretado por células gastricas, cujos niveis circulantes no
organismo apresentam-se elevados antes das refeicoes e logo caem apos o consumo de
alimentos. Tanto a CCK quanto a grelina sdo associadas a regulagdo da ingestdo a curto

prazo e variam de acordo com o aporte calérico da refeigdo ingerida.

Além dessas substancias, a angiotensina Il (ANG II) também influencia o
comportamento alimentar através da atenuagdo da ingestao de nutrientes (PAES, 2016).
A ANG II ¢ um dos produtos do Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA), e
participa também da manutenc¢ao do equilibrio hidroeletrolitico e controle cardiovascular
(MCKINLEY et al., 2003). A molécula precursora do SRAA ¢ o angiotensinogénio, que,
apos clivagem, dé origem a ANG I pela acdo da enzima renina. A ANG I, por sua vez, ¢
convertida em ANG II pela enzima conversora de angiotensina (ECA). Nas glandulas
adrenais, a ANG II estimula a liberacdo de aldosterona, substancia que age nos rins
provocando retengio de sodio no organismo (RIBEIRO & FLORENCIO, 2000).
Ademais, a ANG II age no hipotalamo estimulando a liberagao do hormdnio antidiurético

vasopressina (ADH), que, por sua vez, induz a reabsor¢do de agua pelos rins.

Além de possuir efeito sobre o volume dos liquidos corporais e pressdo arterial, a
ANG II influencia também o controle da fome e saciedade. Yoshida et al. (2012)
demonstraram que infusdes de ANG II no cérebro de ratos causaram diminui¢do no

consumo alimentar através da reducdo da expressdo de diferentes neuropeptideos



13

orexigenos no hipotdlamo. Além disso, devido a seus efeitos facilitadores sobre a
atividade simpética e aumento de pressdo arterial, técnicas de redug@o na sintese da ECA
ou de bloqueio dos receptores da ANG II vém sendo utilizadas para o tratamento de

hipertensao (KLOET et al., 2010).

Diversas outras substancias também participam na modula¢do e no controle das
sensagdes de fome e saciedade. Diferentes areas em nosso corpo se comunicam € se
relacionam para regular o balango energético € a homeostase em nosso organismo.
Pesquisas que unem desequilibrios no controle glicémico e disturbios metabolicos,
relacionando-os ao controle dos mecanismos de fome e saciedade, se fazem importantes
a partir do momento em que estas situacdes estdo presentes no cotidiano da populacao
mundial e afetam a vida de diversos individuos ao redor do planeta. Por altas
concentracdes de acucares no sangue estarem fortemente relacionadas a disfungdes
metabolicas e cardiacas, € necessdrio que seus mecanismos de acdo sejam bem
esclarecidos e estudados para que novas abordagens possam ser feitas no combate a estas

patologias.

2. OBJETIVOS

O presente estudo buscou entender melhor sobre o controle da fome e saciedade,
investigando se o consumo excessivo de sacarose afetaria os mecanismos inibitorios da
ingestdo de alimentos — fator significativo quanto ao desenvolvimento de doencas
preocupantes e cada vez mais comuns. Dois protocolos foram produzidos para examinar
a inibicdo da fome tanto em ratos controle como em ratos consumidores cronicos de
sacarose 20 %: 1) Inibi¢do da fome produzida pela inje¢do de ANG II no ventriculo
lateral (VL); 2) Inibicao da fome produzida pela ativagdo do glicostato encefélico, através

da oferta de solucdes (4gua ou sacarose 20 %) trinta minutos antes do teste.

3. METODOLOGIA
3.1. Animais

Foram utilizados 10 (dez) ratos Wistar fornecidos pela Rede de Biotério de

Roedores da UFU (REBIR/UFU). Apds estarem com peso aproximado de 100 gramas,
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foram levados para o depositario da DEFIS (Departamento de Ciéncias Fisiologicas) e
alojados em caixas brancas grandes (5 animais por caixa) em sala com temperatura
controlada de 22 °C (+ 1 °C), umidade relativa do ar média de 50 a 60 %, em um ciclo

claro/escuro de 12 horas.

Inicialmente, os animais foram divididos em dois grupos (figura 2). O primeiro,
grupo Controle, era composto por animais que tiveram livre acesso a agua e ragdo
comercial para roedores. J4 o segundo, grupo Tratado, era composto por animais que

tiveram livre acesso a uma solucdo de sacarose 20 % e a racdo comercial para roedores.

Grupo Controle (5)

Ratos Wistar (10) —

—— Grupo Tratado (5)

Figura 2. Divisdo inicial dos animais em dois grupos para o periodo de tratamento.

Todos os ratos foram observados durante todo o tempo de pesquisa e diante de
qualquer indicio de dor e/ou desconforto, foram tomadas medidas que iam desde a
administracao de analgésicos até a eutandsia imediata do animal do grupo amostral. Os

protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica na Utilizagdio de Animais UFU

(CEUA 086/17).

3.2. Registro da Ingestiao Basal

Apos dois meses de tratamento, os animais foram transferidos das caixas para
gaiolas metabdlicas (representadas na figura 3) e 14 alojados individualmente durante
cinco dias para registro da ingestdo basal de ragdo e solugdo. A medigao foi feita através
da pesagem dos recipientes antes e depois do consumo pelo animal, sendo a diferenca
entre elas considerada como a quantidade ingerida. Os tratamentos relativos ao item “3.1.
Animais” continuaram da mesma forma durante a permanéncia na gaiola metabolica, ou

seja, o grupo Controle continuou ingerindo dgua e o grupo Tratado, sacarose 20 %.
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Figura 3. Gaiolas metabdlicas.

3.3. Cirurgia Cerebral para Implante de Canula no Ventriculo Lateral (VL)

Apds os cinco dias de registro da ingestdo de racdo e solugdo, os ratos foram
preparados para a cirurgia de implante de canula de ago inoxidavel no VL. Os animais
foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg) + xilazina (8 mg/kg) e adaptados a um
aparelho estereotaxico. Utilizando-se o bregma do aparelho, foram determinados os
pontos de introducdo da canula nas cabegas dos ratos. Apds introduzidas, foram fixadas
com resina acrilica presa a dois parafusos também fixados nas calotas cranianas dos
animais. Em seguida, os ratos voltaram para suas respectivas gaiolas metabolicas e foram
observados durante o periodo de recuperagdo, atentando-se a possivel presenca de “sinais
BAR?” de desconforto, que incluem o brilho dos pelos (B), a condig¢do de alerta (A) e a
capacidade do animal em reagir (R) a algum estimulo, como por exemplo o toque. Os
tratamentos relativos ao item “3.1. Animais” continuaram da mesma maneira (agua ou
sacarose 20 %). Imediatamente apos a cirurgia e durante os trés primeiros dias de
recuperagdo (a cada 12 horas), todos os ratos receberam o analgésico/anti-inflamatorio

cetoprofeno (5 mg/kg).
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3.4. Testes de Inibicao da Fome

Os protocolos utilizados foram desenvolvidos em nosso proprio laboratério e
adaptados para a realizacdo do presente estudo. Para os testes de inibicdo da fome, os
ratos foram submetidos a um periodo de jejum de 24 horas para a indugdo da fome. A
privagdo alimentar foi feita para que as estratégias de inibicdo com ANG II (no primeiro
teste) ou sacarose 20 % (no segundo) atuassem enquanto os animais estivessem sentindo
fome. Desta forma, a alta ingestdo de racdo seria atenuada através das substancias
utilizadas em cada protocolo. Além disso, os testes foram executados durante a noite,
periodo em que os ratos sdo mais ativos e apresentam comportamento alimentar
intensificado. O periodo noturno inicia-se assim que as luzes da sala em que os animais
se encontravam apagam-se. Imediatamente apos o apagar das luzes, a ragdo foi ofertada

aos animais para calculo do consumo apds uma e duas horas.

3.4.1 Teste com ANG 11

Dez dias apds a cirurgia cerebral para implante de canula no VL (periodo de
recuperacdo), o primeiro teste de inibicao da fome foi realizado. Para tal, cada grupo foi
dividido em dois subgrupos de acordo com a substancia a ser inserida no VL dos animais

durante o teste em questao — salina ou ANG II (figura 4).

C. Salina (2)
Grupo Controle (5) —[
C.ANGII (3)

Ratos Wistar (10)
T. Salina (2)
Grupo Tratado (5) —[
T. ANG II (3)

Figura 4. Divisdo dos grupos iniciais em subgrupos para o teste com ANG II.

Todos os animais foram privados de ra¢do durante vinte e quatro horas (para
inducdo da fome) e todos ficaram com acesso somente a dgua (inclusive os que estavam
sendo tradados com sacarose 20 %). No dia seguinte, quatro horas antes do apagar das

luzes, foi restringido também o acesso a dgua para todos os animais. Quinze minutos antes
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do apagar das luzes, foi injetado ANG II ou salina no VL dos ratos, de acordo com o
grupo ao qual pertencia cada animal. Ao apagar das luzes, a ra¢ao foi ofertada novamente
e a ingestdo alimentar foi registrada ap6s uma e duas horas. No final do teste, os animais
retornaram ao tratamento normal descrito no item “3.1. Animais”, com agua ou

sacarose 20 %.

3.4.2. Teste do Glicostato

Uma semana apds o teste com a ANG II, foi realizado o teste do glicostato
encefalico. Para tal, os subgrupos preexistentes (mencionados no item anterior “3.4.1.
Teste com ANG II”’) mantiveram-se os mesmos, de forma que os animais permaneceram
em agrupamentos idénticos em ambos os experimentos. Foram renomeados de acordo

com a substancia a ser ofertada aos ratos no presente teste, conforme a figura 5:

C.Salina (2) — C. Agua (2)
Grupo Controle (5) {
C.ANGII (3) — C. Sacarose (3)
Ratos Wistar (10)
T. Salina 2) — T. Agua (2)
Grupo Tratado (5) —|:
T.ANG II (3) — T. Sacarose (3)

Figura 5. Renomeagao dos subgrupos previamente definidos para o teste do glicostato.

Inicialmente, os animais foram privados de ragdo durante vinte e quatro horas (para
a inducdo da fome) e todos ficaram com acesso somente a dgua (inclusive os que estavam
sendo tratados com sacarose 20 %). No dia seguinte, quatro horas antes do apagar das
luzes, foi restringido também o acesso a dgua para todos os animais. Trinta minutos antes
do apagar das luzes, foi ofertado sacarose 20 % ou dgua, de acordo com o grupo de cada
animal. Ao apagar das luzes, a rag¢do foi ofertada novamente e a ingestdo alimentar foi
registrada apdés uma e duas horas. No final do teste, os animais retornaram

individualmente para caixas pequenas para posterior eutanasia.
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3.5. Eutanasia e Remogio de Orgios

Ao final dos experimentos, os animais foram submetidos ao protocolo de eutanasia.
Eles foram profundamente anestesiados com tiopental sdédico (150 mg/kg) e
imediatamente apds a parada cardiorrespiratoria, foram feitas coletas dos tecidos adiposos
perirrenal e epididimal para posterior pesagem, bem como remoc¢ao dos cérebros para a

verificacdo da localizagdo da canula no VL.

3.6. Protocolo em Linha

O protocolo em linha do experimento esta representado na figura 6, disposta a

seguir.

Registro da
Ingestio Basal

Tratamento Recuperag¢io

1 60 65 75 82 83
Inicio Gaiola Cirurgia de Teste com Teste do  Fim
Metabdélica Estereotaxia ANG 11 Glicostato

Figura 6. Protocolo em linha. A contagem ¢ feita em dias, desconsiderando-se as escalas.

3.7. Preparo dos Resultados e Analises Estatisticas

Todos os resultados, bem como a média e o erro padrao da média, foram tabelados
em planilhas do programa Microsoft Excel. Os graficos e as tabelas foram feitos também
através do Excel. A andlise estatistica foi feita utilizando o programa SigmaStat 3.5.
Foram utilizados a anélise de variancia e o teste de Newman Keuls para as comparacdes

entre diferentes tratamentos. Diferencas foram consideradas significantes para p < 0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Peso dos Animais

O aumento do peso médio do grupo Controle foi de 199,30 g, enquanto o do grupo
Tratado foi de 223,57 g (figura 7). A sacarose ¢ um carboidrato altamente energético e
caldrico, portanto era esperado que o aumento de peso do grupo Tratado fosse maior que
o do grupo Controle (MALAFAIA et al.,, 2013). Entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa no aumento de massa corporal entre os grupos Controle e
Tratado (p = 0,287). Na literatura, outro estudo também demonstra uma ndo elevagdo no

peso corporal de ratos apds o tratamento com agucar (BUNAG et al., 1983).

300

250 223,57

199.3

200

150

100

Peso (g)

50

Controle Tratado

Grupos

Figura 7. Aumento de peso médio dos grupos apds 2 meses de tratamento.

Ao se tratar de humanos, as bebidas adicionadas de agtcar, como refrigerantes e
sucos artificiais, recebem aten¢do especial quando consumidas em grandes quantidades,
mas de forma geral, o consumo excessivo de aglicares em geral contribui diretamente para
o ganho de peso (ENES & SLATER, 2010). Durante o processo digestivo, a molécula de
sacarose ¢ convertida em glicose e absorvida pela corrente sanguinea. Ha entdo a
liberacdo de insulina pelo pancreas, que induz o armazenado da glicose na forma de
glicogénio em depdsitos naturais de reservas energéticas futuras, encontrados
principalmente no figado e nos musculos. Quando em excesso, essa glicose pode ser

armazenada na forma de gordura no tecido adiposo (CHEMELLO & PANDOLFO, 2006;
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MARTINS, 2016). Ou seja, quanto mais sacarose ingerida, mais glicogénio armazenado
e, potencialmente, mais gordura. No presente estudo, apesar dos grupos ndo terem
apresentado diferenca significativa no ganho de peso corporal, foi possivel verificar um
acaimulo de gordura epididimal maior nos animais do grupo Tratado. A tabela 2
representa o peso em gramas destes tecidos. E possivel verificar que houve um aumento

significante na gordura epididimal dos ratos consumidores cronicos de sacarose 20 %.

Tecido Tecido

Epididimal Perirrenal

Controle 28+03 1.0+ 09

Tratado B2+2% 1.8x1.0

Tabela 2. Peso (g) dos tecidos epididimal e perirrenal apds eutanasia

(*) Diferenca significativa em relag@o ao grupo Controle (p < 0,05).

4.2. Ingestao Basal

ApoOs o periodo de tratamento, conforme mostrado na figura 6, os ratos foram
transferidos para as gaiolas metabolicas para medi¢ao da ingestdo basal de alimentos e
solucdes (dgua ou sacarose 20 %). A quantidade média de ragao ingerida foi de 22,6 g no
grupo Controle e 9,25 g no grupo Tratado com sacarose 20 % (figura 8). Ja a ingestao
média de sacarose 20 % pelo grupo Tratado foi maior nos dias 2, 3 e 4 quando comparada
com a ingestdo de dgua no grupo Controle (figura 9). A razdo pela qual ocorreu um
aumento na ingestdo média de 4gua (no quinto dia) para o grupo Controle ainda ¢ motivo
de discussdo. Uma possivel explicagdo poderia ser por conta de alguma elevagdo

repentina na temperatura do ambiente.
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Figura 8. Quantidade média de ragdo ingerida por grupo.
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Figura 9. Quantidade média de solugdo ingerida por grupo.

(*) Diferenca significativa em relagdo ao grupo Tratado (p < 0,05).

Foi possivel perceber que os ratos do grupo Tratado com sacarose 20 % tiveram um
interesse menor em consumir racdo (figura 8), como j& demonstrado em outros
experimentos do nosso laboratdrio. Seu apetite e comportamento alimentar diminuidos
podem indicar certa interferéncia nos mecanismos alimentares desse grupo em relagao a
racdo convencional. Uma sugestdo ¢ a de que o tratamento cronico com sacarose 20 %

pode ter gerado um mecanismo tipico de “vicio” para o agucar nos animais.
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Assim como certas drogas podem causar dependéncia no usudrio, certos alimentos
também sdo passiveis de gerar ciclos viciosos. A defini¢do tradicional de vicio esta
interligada a dependéncia a certas drogas ou substancias, como cocaina, morfina, alcool
ou cafeina, por exemplo. Porém, recentemente, diversos estudos sugerem que o vicio
pode ser estabelecido em outros tipos de comportamentos e atividades, como trabalho,
sexo, jogos, ou até comidas. H4 muitas similaridades entre um vicio tradicional e esses
novos tipos de vicios, sintomas como euforia, anseio ou aumento da tolerancia, que sao
semelhantes aos de abstinéncia (BANCROFT & VUKADINOVIC, 2004; COMINGS et
al., 2001). O acgtcar, quando ingerido de maneira intermitente € excessiva, age no nosso
cérebro e produz efeitos dopaminérgicos, colinérgicos e opioides. Esses efeitos estdo
diretamente relacionados a mecanismos de recompensa ¢ bem-estar. (AVENA et al.,
2008). Ao ingerir agucar cronicamente durante dois meses, os animais do grupo Tratado
podem ter desenvolvido uma espécie de vicio a substdncia. Quando eram oferecidos
outros tipos de alimentos, como dgua ou racdo, o interesse dos animais por esses

alimentos pode ter sido baixo por nao proporcionarem efeito semelhante aos do agtcar.

Ademais, foi possivel perceber que mesmo ingerindo menos ragao, notou-se um
maior aumento de gordura epididimal nos animais do grupo Tratado, conforme verificado
anteriormente (tabela 2). Eles acumularam mais gordura mesmo se alimentando menos,
portanto a maior parte dessa energia foi obtida principalmente através da solucao de
sacarose 20 % consumida em excesso. Ja que o motivo fisioldgico desse consumo pode
nao ter sido a sensagdo de fome ou falta de energia, levanta-se a hipdtese de que os ratos
estariam consumindo a solu¢do em abundancia devido ao mecanismo de vicio gerado e

aos efeitos que o agucar produzia em seus organismos.

4.3. Testes de Inibicao da Fome
4.3.1. Teste com ANG 11

Os grupos Controle e Tratado foram divididos em dois subgrupos para a inje¢ao de
ANG II ou salinano VL. O consumo de racao foi medido uma e duas horas apds a inje¢ao.
Os resultados representados na figura 10 demonstram que o protocolo de privagdo de
alimento utilizado produziu fome nos ratos considerados como “controle puro”

(C. Salina), pois o consumo em 2 horas neste grupo foi em torno de 29 % do total médio
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consumido em 24 horas. Por outro lado, a supressao alimentar ap6s aplicagdo de ANG II
no VL de ratos controle (C. ANG II) ndo foi possivel de ser estatisticamente verificada,
provavelmente devido ao baixo niimero de animais utilizados no teste. Além disso, ja sdo
descritos na literatura os efeitos produzidos pela ANG II de aumento na pressao arterial
média, na ingestao de agua e no apetite ao sodio (PHILLIPS, 1987; FITZSIMONS, 1998).
Durante as 2 horas de teste, os animais ndo possuiam acesso as solucdes (agua ou sacarose
20 %). Por conta deste motivo em especifico, o efeito comportamental em busca da agua,
que ¢ produzido pela ANG II (FITZSIMONS, 1998) pode ter levado os animais a explorar
o ambiente dentro da gaiola e a aproximarem-se do local onde fica a racao. Este contato
com o alimento pode ter desencadeado um aumento na ingestao, pois a racdo comercial
para roedores que ¢ utilizada no laboratorio, a NUVILAB, possui cloreto de sodio em sua
composi¢ao basica. Ou seja, € provavel que os animais que receberam injecao de ANG II
no VL tenham apresentado uma ingestdo de racdo aumentada devido ao estimulo do

apetite ao sodio produzido pela ANG II.

BN N | [F

Figura 10. Teste da inibi¢cao da fome ap6s inje¢cdo de ANG II ou salina no VL dos ratos.
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4.3.2. Teste do Glicostato

Uma semana apds o primeiro teste (“4.3.1. Teste com ANG II”), foi realizado o
teste do glicostato encefalico. Para tal, os subgrupos previamente definidos (C. Salina,
C. ANGII, T.Salina e T.ANGII) foram mantidos, de forma que os animais
permaneceram em agrupamentos idénticos em ambos os experimentos. Assim sendo,
durante o teste do glicostato foi ofertado dgua para os animais que haviam recebido
injecdo de salina no teste anterior, e sacarose em solucao a 20 % para os animais que
haviam recebido inje¢cdo de ANG II. A ideia do teste do glicostato encefalico foi inibir a
fome através da oferta da propria sacarose 20 %. Apos vinte e quatro horas de jejum
seguidas de trinta minutos de consumo de solugdes (agua ou sacarose 20 %), o acesso a

racdo foi liberado e mediu-se o consumo uma e duas horas depois (figura 11).

5 10:00 N . o % )
é 8.00 o 6.38 / o

E 6.00 7 ; 7 % 5(?6 //
- JERE MERE

Figura 11. Teste da inibigdo da fome apds consumo de dgua ou sacarose 20%.

(*) Diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo C. Sacarose em 2 h.

Foi possivel observar com o experimento que os ratos do grupo Controle que
tiveram acesso a sacarose 20 % por trinta minutos (C. Sacarose) ingeriram grande
quantidade de alimento em até duas horas de teste, porém com diferenca significativa
apenas quando comparados com os ratos do grupo Tratado cronicamente que tiveram
acesso a agua por trinta minutos (T. Agua). A hipétese inicial era a de que a oferta de

sacarose 20 % causaria inibicdo no consumo alimentar devido a potencial acdo do
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carboidrato em areas envolvidas com o controle da fome. Entretanto, o resultado obtido
foi o de potencializagdo da fome. A a¢do imediata (aguda/a curto prazo) da sacarose 20 %
nos ratos foi a de um aumento no consumo normal de racdo, diferentemente da ac¢do vista
quando ingerido de forma cronica (a longo prazo). Uma das explicagdes possiveis para
este efeito ¢ a de que a ingestdo de sacarose, que possui alto indice glicémico
(GUTTIERRES & ALFENAS, 2007), poderia ter iniciado um processo muscular e
hepatico de estocagem de nutrientes, refletindo em uma reducdo de glicose e acidos

graxos na corrente sanguinea e, como consequéncia, uma resposta de fome aumentada

(WOOD & TRAYHURN, 2003; FIELD, 2003).

Interessante, uma série de neurotransmissores influencia nosso comportamento
alimentar, para mais ou para menos, € muitos deles parecem estar relacionados a outros
circuitos neurais, como os do sistema de recompensa e os de comportamento de vicio
(GOSNELL & LEVINE, 2009). O sistema opioide, por exemplo, possui receptores
amplamente distribuidos pelo sistema nervoso central (SNC), inclusive em regides
hipotalamicas relacionadas a regulacdo do balango energético. Um estudo recente
pesquisou sobre a relagdo entre ingestao alimentar e sistema opioide e constatou que
substancias agonistas aos opioides, como morfina ou sintéticos da encefalina (um
neurotransmissor endogeno secretado por areas do SNC), sdo capazes de aumentar o
consumo de alimentos a curto prazo. Entretanto, alguns deles, como a morfina, diminuem
o consumo de alimentos quando utilizados em tratamentos cronicos de longo prazo
(NOGUEIRAS et al., 2012). De forma semelhante, a ingestdo de sacarose 20 % a longo
prazo provocou alteragdes no consumo de alimentos diferentes das alteragdes provocadas

pela ingestdo a curto prazo.

Sabe-se também que muitos dos receptores opioides estdo localizados em areas do
cérebro relacionadas a recompensa, como no cortex e tronco cerebral, striatum, sistema
limbico, nicleo accumbens e na amigdala (LE MERRER et al., 2009). Peptideos opioides
que se ligam a esses receptores podem regular o comportamento alimentar através da
modulacdo da palatabilidade dos alimentos, que esta associada aos mecanismos de
recompensa alimentar (NOGUEIRAS et al., 2012). Assim sendo, ha receptores para
substancias opioides, que podem causar alta ingestdo a curto prazo e baixa a longo prazo,
em locais do cérebro relacionadas a sistemas de recompensa e dopaminérgicos, ja

provados de estarem relacionados ao consumo de agucares.
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De fato, ¢ possivel perceber que ha uma estreita relacdo entre alimentagao,
neurotransmissores, circuitos de recompensa, opioides e vicio. O interesse por racao
gerado a curto prazo nos nossos animais do grupo Controle que ingeriram sacarose 20 %
no teste do glicostato (C. Sacarose) se contrapde ao efeito de desinteresse por racao
gerado nos animais que ingeriram sacarose cronicamente (Figura 8). E possivel que o
acucar no sangue dos animais, num primeiro momento, tenha gerado um aumento na
ingestao alimentar, que se transformaria posteriormente num vicio pela substancia e num
consequente desinteresse pela racdo, assim como estd sendo visto em diferentes
experimentos em nosso laboratorio e confirmado no presente estudo. Foi possivel
perceber, portanto, que o efeito de fome foi mais intenso nos ratos que nunca haviam
bebido sacarose antes (C. Sacarose). Comparando os grupos T. Sacarose e C. Sacarose, ¢
possivel notar que aqueles ratos que j4 bebiam sacarose cronicamente foram menos
afetados pela solugcdo (Figura 11). Como uma das caracteristicas do vicio ¢ a
dessensibilizacdo para a substancia, ¢ possivel que os animais do grupo T. Sacarose
tenham ingerido menos ra¢do que os C. Sacarose devido ao aumento da tolerancia ao

acucar e do mecanismo de vicio ja estabelecido.

O consumo de sacarose parece afetar os mecanismos de fome e saciedade e estar
diretamente interligado a mecanismos de vicio. O desinteresse pela ragdo convencional
por parte dos ratos tratados com sacarose 20 % e o ndo obstante aumento de peso devido
a alta ingestao calorica demonstraram que o alto consumo de sacarose foi motivado por
algo diferente da sensagdao de fome. Mais estudos sdo necessarios para investigar se 0s
mecanismos de vicio sdo afetados neste modelo. Quanto aos mecanismos da fome, a
sacarose no organismo dos animais pareceu interferir no apetite causando aumento na
ingestdo de nutrientes a curto prazo e diminui¢do a longo prazo (quando ingerida
ininterrupta e cronicamente). Ao extrapolar para o nosso dia a dia, j& ¢ sabido que o
consumo de agucar influencia negativamente em caracteristicas gerais da dieta,
contribuindo para o consumo excessivo de calorias, diminui¢do da participagao de outros
macronutrientes e diluicdo da concentragdo de micronutrientes (LEVY et al., 2009).
Ademais, ¢ possivel sugerir que o consumo imoderado de sacarose pode afetar os
mecanismos regulatorios da ingestdo alimentar e causar alteragdes nas nossas sensacoes
de fome e saciedade, afetando outros aspectos da nossa dieta. Por estar relacionado a
diversas doencas metabolicas como obesidade, hipertensdo, hiperinsulinemia, diabetes e

dislipidemia, a ingestao imoderada de agucares deve ser alvo de mais estudos e pesquisas,
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na tentativa de desvendar plenamente como todos esses sistemas do nosso organismo

estdo interligados.

5. CONCLUSAO

O presente estudo conclui que o consumo crénico de sacarose 20 % provocou
diminui¢do na ingestao diaria de racao e aumento de gordura epididimal, ao passo que a
exposi¢ao aguda a sacarose 20 % causou aumento na ingestao de alimentos durante teste

de inibi¢dao da fome apos 2 horas de oferta de ragao.
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ANEXO1

r | Universidade Federal de Uberlandia { ‘

— Comissao de Eﬁca na Utilizacao de Animais - Utilizagao de Animais
CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Regulagao da fome: efeitos da
cronica ingestao de frutose ou sacarose”, protocolo n°® 086/17, sob a
responsabilidade de Alexandre Antonio Vieira — que envolve a
producao, manutencao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 09 de
Marco de 2018.

(We certify that the project entitled “Regulagdo da fome: efeitos da crénica ingestao de frutose
ou sacarose”, protocol 086/17, under the responsibility of Alexandre Antonio Vieira - involving
the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - is in accordance with the provisions
of Law n°® 11.794, of October 8th, 2008, of Decree n°® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules
issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it was
approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY
OF UBERLANDIA, in meeting of March 09th, 2018).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/05/2018 Término: 01/05/2019
Espécie / Linhagem / Grupos Taxondmicos Ratos Wistar

Nudmero de animais 40

Peso / Idade 120 g / 60 dias

Sexo Machos

Origem / Local CBEA/UFU-Uberlandia

Numero da Autorizacido SISBIO -

Atividade(s) -

Uberlandia, 29 de margo de 2018.
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Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA/UFU
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ANEXO IT

Uj Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagéo
Comisséo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)
Rua Ceara, S/N - Bloco 2D, sala 02 — CEP 38405-315
Campus Umuarama — Uberlandia/MG — Ramal (VolP) 3423;
e-mail:ceua@propp.ufu.br; www.comissoes.propp.ufu.br

ANALISE FINAL N° 042/18 DA COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUA/UFU 086/17

Projeto Pesquisa: “Regulacdo da fome: efeitos da crénica ingestao de frutose
ou sacarose”.

Pesquisador Responsavel: Alexandre Antonio Vieira

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redacdo e da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa devera encaminhar para a CEUA um relatério final.

Situacdo: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

OBS: A CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AO CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 29 de margo de 2018.
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Prof; Dr Lucio Vilela Carneiro Girdo
Coordenador da CEUA/UFU
Portaria n°® 665/17






