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RESUMO

Em ocorréncia da transicdo nutricional, aumento de ingesta de alimentos com alto teor
energético e diminuicdo da pratica de atividades fisicas, aumentou-se a prevaléncia de
doengas cronicas na populacdo mundial. Muitos desses alimentos consumidos possuem
grande quantidade de frutose, sendo que a mesma substituiu a sacarose, como adocante,
depois da década de 60. Sabe-se que os 6rgdos linféides primarios, timo e medula dssea, sdo
responsaveis pela formacao e maturacdo de células que atuam durantes as respostas imunes. O
bom funcionamento do sistema imunoldgico depende de vérios nutrientes que tém papel
chave no organismo e a ma nutricdo pode trazer prejuizos como a deficiéncia do sistema
imunolégico. Com isso, objetivou-se estudar a atuacdo da frutose sobre pardmetros
fisioldgicos, bioguimicos, nutricionais e em 6rgdos linféides primarios de ratos Wistar. Para
tanto, foram utilizados ratos Wistar, entre 6 a 8 semanas de vida, tratados com frutose (7%),
dissolvida em agua, durante 12 semanas. Apds esse periodo os animais foram eutanasiados
para posterior analise de pardmetros antropométricos, bioquimicos, imunoldgicos e também
histopatolégicos do timo e da medula 6ssea. A ingesta de energia vinda da racao foi maior no
grupo controle comparado a frutose, no entanto foi consumido, no total, maior energia pelo
grupo frutose (dgua com frutose + racdo). Os animais apresentaram maior ganho de peso nas
primeiras semanas de tratamento em ambos 0s grupos, porém o grupo frutose apresentou
maiores variacdes de peso. O valor glicémico, entre os grupos, foi aumentado no grupo
frutose no més 1 e comparando dentro do mesmo grupo houve diminuic¢do da glicemia no més
3 vs més 1. O lipidograma, leucograma e peso relativo do timo ndo apresentaram alteracdes
significativas entre os grupos. Entretanto, houve aumento de celularidade tanto no timo
guanto na medula 6ssea sendo confirmada pela analise dos cortes histologicos e no
mielograma observou-se aumento da producdo de eosinéfilos e linfocitos e diminuicdo de
rubroblastos, pro-rubrdcitos, neutréfilos e bastonetes no grupo frutose. Quanto a arquitetura
dos érgdos linfoides, ndo houve alteracbes na medula 6ssea, porém no timo, houve desarranjo
medular e infiltrado de histiocitos no cortex timico dos animais tratados com frutose. Conclui-
se que o tratamento com 7% de frutose ndo foi suficiente para causar hiperglicemia ou
dislipidemia nos animais, porém, modulou a producédo de células pela medula 6ssea e causou
modificagdes nas estruturas do timo.

Palavras-chave: Frutose, Timo, Medula éssea.



ABSTRACT

Because of the nutritional transition, increased intake of foods with high energy content and
decreased of physical activity the prevalence of chronic diseases increased worldwide. Many
of these foods contain a large amounts of fructose, that was used to replace saccharose as a
sweetener after the 60s. It is well known that primary lymphoid organs, bone marrow and
thymus, are responsible for the formation and maturation of cells that act during immune
responses. Therefore, this study focuses on the role of fructose on physiological, biochemical,
nutritional parameters and on primary lymphoid organs of Wistar rats. Male Wistar rats were
used between 6 to 8 weeks of age and were treated with fructose (7%) dissolved in water for
12 weeks. After this period the animals were killed for analysis of anthropometric,
biochemical, immunological and histopathological parameters. Food intake was higher in the
control group compared to fructose group, however it was consumed in total more energy by
the fructose group (water with fructose + food). The animals of both groups showed greater
weight gain in the first weeks of treatment, but the fructose group showed more weight
variations. The glycemic levels was increased in the fructose group at 1% month compared to
control. When compared the fructose group with each other, the blood glucose was lower in
3" month vs 1%'month. There were no significantly difference on the lipid profile, leukogram
and relative weight of the thymus between groups. In contrast there was an increase on
cellularity of the thymus and the bone marrow, as confirmed by the histological sections
analysis. The myelogram showed an increased production of eosinophils and lymphocytes
and a decreased of rubroblastos, pro-rubrécitos and neutrophils in the fructose group.
Regarding the architecture of the lymphoid organs, there were no changes in the bone marrow,
however the thymus showed a medullary disorder and infiltration of histiocytes in thymic
cortex in the fructose group. In conclusion, the treatment with 7% fructose was not sufficient
to cause hyperglycemia or dyslipidemia in the animals, however it modulates the production
of cells by the bone marrow and caused changes in thymic structures.

Keywords: Fructose, Thymus, Bone marrow.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o Brasil e diversos paises da America Latina estdo passando
por uma rapida transicdo epidemioldgica e nutricional, caracterizada pelo aumento de
ingesta calérica e sedentarismo, chamando atencdo para 0 marcante aumento na
prevaléncia de obesidade e doencas cronicas nas populacdes (KAC e MELENDEZ, 2003).
Se de um lado houve reversdo dos problemas associados a desnutricdo, com o aumento da
disponibilidade de calorias per capita e 0 aumento da participacdo de alimentos de origem
animal na alimentacdo (IBGE, 2004), por outro lado houve aumento nos gastos do
Ministério da Saude, aproximadamente R$ 7,5 bilhGes por ano, com atendimentos em
funcdo das doencas cronicas ndo transmissiveis (MALTA et al., 2006).

O crescimento e a melhoria da industria de processamento e servigo alimentar
tornaram disponiveis, para o consumo diério, um conjunto de alimentos com elevada
palatabilidade, porém pobres em nutrientes e ricos em aclcar e/ou gordura. Tem sido
sugerido que os consumidores escolhnem comprar este tipo de alimento ao invés dos mais
saudaveis pelo fato daqueles serem bem mais acessiveis e principalmente mais apreciados
(STANHOPE e HAVEL, 2010).

A mudanca nos tipos de alimentos consumidos, principalmente no ocidente, inclui
elevado conteddo energético, com maior participacdo de gorduras e agucares de adicéo,
crescimento no consumo de gordura saturada e reducdo no consumo de fibra dietética,
frutas, hortalicas e cereais (KAC e MELENDEZ, 2003), ou seja, devido a uma rotina
agitada o homem tem reduzido o tempo dedicado as refei¢cGes dando preferéncia a produtos
processados e deixando de lado os naturais (FERREIRA, S.R.G, 2010). Além disso, esta
transicdo também se mostra entre criangas e adolescentes, uma vez que nesta faixa etaria
ha diminuicdo no consumo de frutas e hortalicas e também aumento da ingesta de
guloseimas, refrigerantes e alimentos processados além de pouca atividade fisica, podendo
estes habitos repercutirem na vida adulta trazendo agravos a saude (IBGE, 2009; BRASIL,
2013).

Segundo informacgdo da International Sugar Organization, o consumo mundial
médio de acUcar per capita aumentou de 56g/dia em 1986 para 65g/dia em 2006. Até o
século XVIII o consumo de aglcar era baixo, porém aumentou devido a melhoria do

processo tecnoldgico para extrair e refinar os agucares. Inicialmente era consumido como
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adocante no cha e no café, mas comecou a ser usado para a preparagdo de novos alimentos.
A sacarose permaneceu como adogante quase exclusivo até aos anos de 1960, altura em
que a inddstria desenvolveu tecnologias que permitiam a extracdo do amido de milho e a
sua transformacdo em adocantes, sendo a frutose utilizada em refrigerantes e geléias por
ser mais doce e mais barata que a sacarose (FERREIRA, S. S, 2010).

A frutose proveniente do latim Fructus, teve seu nome associado ao fato de que o
agucar parecia estar mais abundante em frutas (WANG, 1981). E um monossacarideo cuja
composigdo quimica (CeH1206) é igual a da glicose, diferindo apenas no grupo funcional.
A frutose é metabolizada totalmente no figado e néo precisa da mediacdo da insulina para
entrar nos hepatdcitos. Ja na célula, parte dela entra na via gliconeogénica para a formacéo
de glicose e outra parte se transforma em piruvato, gerando energia celular através do ciclo
de Krebs e também uma grande quantidade de substrato, o qual é transformado em lipidios,
sendo abundantemente transportados por lipoproteina de densidade muito baixa (very-low
density lipoprotein, VLDL) e &4cidos graxos livres (GUSMAO et al., 2014). A frutose ao
receber a acdo da enzima frutoquinase e recebe o nome de frutose 1-fosfato. Este pode
sofrer a acdo da enzima AMP-desaminase, sendo seu produto final o acido urico, que pode
causar a hipertensdo arterial. Além dessas vias, a frutose 1-fosfato se converte também em
dihidroxiacetona fosfato que reage com o mesmo gliceraldeido formando a xilulose 5-
fosfato ativando enzimas responsaveis pela lipogénese de novo, podendo levar a quadros
de dislipidemia, resisténcia a insulina e hiperglicemia (FEIG et al., 2008; PARKS, et al.,
2008; SWARBRICK, et.al., 2008; TAPPY e LE, 2010).

Seu consumo se deu por ser substituta da glicose em dieta para pessoas com
diabetes (DIPP, 2010), porém isto foi desmistificado, uma vez que ja foi relatado que o
consumo continuado de altas doses do nutriente acarreta dislipidemia e prejudica a
sensibilidade a insulina e também traz efeitos deletérios como obesidade, aceleracdo do
processo de envelhecimento e aumento dos triglicerideos hepaticos, implicando também na
alteracdo das concentracOes de acido urico circulantes, hipercolesterolemia e dislipidemias
(BASCIANO et al., 2005).

A ingestdo diaria de frutose livre (excluindo a sacarose), nos EUA, era cerca de
16g/dia, caso haja ingestdo de xaropes de milho, ricos em frutose, 0 consumo poderia
atingir 60 a 100g/dia e até 150g/dia se somada com a frutose proveniente da sacarose
(RUMESSEN, 1992). No Brasil estima-se que seu consumo medio era 27,5g/dia, provinda
da sacarose, em 1996 e em 2009 o indice subiu para 54,6g/dia (IBGE, 1996 e 2011). A

maioria da frutose na dieta americana ndo provém da fruta fresca, mas sim do xarope de
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milho com alto teor de frutose (High Fructose Corn Syrup - HFCS) e da sacarose que se
encontra nos refrigerantes e doces, 0s quais sdo praticamente desprovidos de outros
nutrientes (BRAY et al., 2004 e BRAY, 2008).

Ao mesmo tempo que houve aumento de obesidade e diabetes tipo 2 no século
XXI, nota-se um aumento significativo na ingestdo de frutose (ELLIOT et al., 2002). A
obesidade é um disturbio do excesso de gordura corporal e pode causar danos em tecidos,
tais como hepatico, sistema vascular e musculo-esquelético. E sem ddvida um importante
fator de risco para a morbidade, pois suas complicaces incluem dislipidemia, Diabetes
mellitus tipo 2, hipercolesterolemia, hipertenséo arterial, doengas cardiovasculares como a
coronariana, dificuldades respiratorias como apneia do sono, problemas psico-sociais tais
como depressdo, ansiedade, distdrbios alimentares, baixo auto-estima, imagem corporal
distorcida, doencas ortopédicas como osteoartrite e problemas musculo-esquelético,
problemas de pele, infertilidade e diversos tipos de cancer (MUNOZ et al., 2004,
LORDELO et al., 2007; ZALESIN et al., 2008; COUTINHO, 2014).

A mudanga quanto ao tipo de alimentos consumidos e a correlagdo com
distdrbios/doencas sdo mostradas em diversos estudos epidemiolégicos. Além disso, 0s
metabolitos, oriundos da alimentacdo, podem ser diretamente absorvidos no intestino e
passam para o sangue, onde podem influenciar a medula dssea e muitos tipos de células em
todo o organismo (THORBURN et al., 2014).

Os 6rgaos linfoides primarios sdo aqueles onde ocorrem a producao e a maturacdo
fenotipica e funcional de linfocitos B e T (timo e a medula 6ssea), ja os 6rgdos linféides
secundarios (bago, linfonodos, tecido mucoso e cutdneo) compartilham fungGes como
liberacdo de antigenos e linfdcitos imaturos para o mesmo local e compartimentos
anatdmicos organizados que permitem a interacdo entre células B e T (ABBAS, 2008 e
2015). A medula 6ssea, quando em homeostase, auxilia na formacgéo e desenvolvimento
tanto da linhagem de células eritréides, mieldides quanto das linféides, além da maturacdo
de linfécitos B, sendo que para ocorrer normalmente ha interdependéncia de citocinas,
denominadas fatores estimuladores de col6nia. Tais citocinas sdo produzidas normalmente
por células estromais e macrdofagos presentes no nicho medular e por linfdcitos e
macrofagos circulantes ativados, sendo este ultimo um mecanismo de reposicao de células
durante reacGes imune inflamatorias (MORRISON e SCADDEN, 2014; ABBAS, 2015).

O timo é um orgéo bilobado dividido por diversos septos e I6bulos onde possui
uma zona cortical e uma medular, além de ser o local de maturacdo das células T. Nele, ha

presenca de timocitos em varios niveis de maturagdo além de macrofagos e células
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epiteliais timicas, responsaveis pela apresentacdo de antigenos. A medida que os timdcitos
vao amadurecendo e se diferenciando, em células TCD4" e TCD8", vao migrando para a
parte medular e depois de maduros caem na corrente sanguinea e se direcionam aos 6rgaos
linféides secundarios (NISHINO et al., 2006; TAKAHAMA, 2006; ABBAS, 2015).

Vérios fatores podem influenciar os oOrgdos linfoides primarios e
consequentemente prejudicar as respostas imunes. Entre esses fatores temos a agédo de
agentes infecciosos e o estado nutricional do individuo.

Algumas alteracdes podem ser observadas na medula 6ssea quando ha presenca de
agentes infecciosos, como o virus de Epstein-Barr, que leva a hiperplasia medular
principalmente de neutrofilos, sendo caracterizada como reacdo leucemoide. Ja o
parvovirus 19 pode levar a hipoplasia da linhagem eritréide e quadros de anemia (DE
LEON-BOJORGE, 2010).

As alteracBes no timo devido a sua involucdo e consequente diminuicdo das
respostas imunes é um processo natural que se inicia na adolescéncia e se estende até a
terceira idade (APPAY et al., 2010; MARSAN; DEL VALLE PEREZ, 2013). No entanto,
alguns microrganismos podem intervir nos microambientes timicos, podendo levar a um
déficit das respostas imunes. Protozoarios como o Trypanossoma cruzy e Plasmodium
berghei e fungos como Paracoccidioides brasiliensis podem invadir o 6rgdo e provocar a
atrofia do mesmo, através de intensa apoptose de timocitos, favorecendo a permanéncia
dos patégenos no organismo (SOUTO, 2002; BRITO, 2003; ROVAROTTO, 2011;
DIONETE, 2012; NARDY et al., 2015). Além desses fatores, uma imunodeficiéncia que
atinge 6rgdos linfoides primarios é a Sindrome de Good, caracterizada como uma sindrome
rara que afeta células B e T deixando o organismo suscetivel a infec¢bes virais e fungos
oportunistas (FAHIM et al., 2011).

Sabe-se que pessoas malnutridas sdo mais susceptiveis a varios agentes
patogénicos e a ma alimentacdo pode acarretar doengas cronicas ndo transmissiveis. O bom
funcionamento do sistema imunologico é dependente de varios nutrientes e entre eles estéo
alguns micronutrientes que tém papel chave no organismo. Sua deficiéncia leva ao
aumento do estresse oxidativo e a depressdo do sistema imunoldgico (OZATA et al., 2002
e AL-SALEH et al., 2007).

Diversos estudos experimentais comprovam a interacao direta entre a alimentacao
e sistema imunologico como na desnutrigdo protéica onde ha interferéncia na fagocitose e
no metabolismo oxidativo de neutréfilos (FORTE, 1999) e macréfagos (DE LOURDES

VITURI, 2008). Sabe-se que a ingesta de lipidios causa efeito moduladores em células do
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sistema imune, uma vez que os acidos graxos que compdem os linfocitos e outras células
sdo alterados devido a qualidade destes acidos graxos ingeridos, resultando em diminuicéo
de linfécitos e sintese de citocinas (SANTOS, 2013). Na ingesta de agUcares, estudos
realizados com ratos em estados hiperglicémicos mostrou aumento das expressdes de
RNAmM de interleucinas (IL) -1p e IL-6. SubpopulacGes de células progenitoras da medula
0ssea, que sdo importantes para o reparo tecidual sdo prejudicadas de forma irreversivel em
um modelo de rato com Diabetes mellitus (JANUSZYK et al., 2014). Foi constatado
também que timos de ratos diabéticos apresentam mudancas notaveis, incluindo
encolhimento e deplecéo de timécitos (BARRETO et al., 2005).

Ensaios clinicos em humanos sdo rotineiramente aplicados e de extrema
importancia para a ciéncia, no entanto, aléem de questdes éticas, utilizar animais como
modelo experimental pode facilitar as observacbes decorrentes do experimento uma vez
que o ambiente, alimentacdo e tratamento podem ser bem mais controlados (FERREIRA et
al., 2005; SARDENBERG, 1999). O modelo animal experimental mais utilizado € roedor,
pois apresenta pequeno porte, ciclo reprodutivo curto, facil adaptacdo, manuseio e
docilidade. Além disso, apresentam caracteristicas fisioldgicas, anatbmicas e organicas
semelhantes aos do ser humano (ANDRADE et al., 2006; SCHANAIDER e SILVA, 2004;
QUINN, 2005; FAGUNDES e TAHA, 2004).

H& diversos protocolos com modelos animais que buscam a indugdo da
hiperglicemia e/ou a manutencdo da mesma para analisar efeitos da sua cronicidade no
organismo, no entanto ndo ha um consenso quanto as concentracdes de frutose (10%, 20%,
30% até 65%) e tempo de tratamento (24h até semanas) a serem utilizados (MEDEIROS et
al., 2014; BEIERWALTES et al., 2015; BAGUL et al., 2012; SONG et al., 2015).

O sistema imune ¢é formado por uma complexa interacdo entre as células e seus
produtos tendo duas caracteristicas Unicas, especificidade e memoria. Além disso, mantém
uma estreita sintaxe com o sistema neuroenddcrino, sendo essa relacdo muito importante
durante a conservacdo da homeostasia (REICHLIN, 1993; SAVINO; 2009; ALVES e
PALERMO-NETO, 2010). Desta forma, o presente estudo busca um melhor entendimento
sobre as alteragbes que ocorrem no organismo de ratos Wistar relacionado a ingestéo de

frutose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Avaliar o tratamento da frutose nas repercussfes fisioldgicas, bioquimicas,

nutricionais e em 6rgdos linféides primarios de ratos Wistar.

2.2. Especificos:

. NN

NN N N N RN

Avaliar parametros fisiol6gicos, bioquimicos e nutricionais:
Peso,

Ingesta calorica,

Glicemia,

Lipidograma.

Avaliar parametros imunolégicos como:

Leucograma

Mielograma (Contagem total, diferencial e relacdo mieloide:eritroide)
Anaélise histopatoldgica da medula éssea,

Determinar peso relativo do timo,

Celularidade do timo,

Analise Histopatoldgica do timo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar pesando entre 180-200g (42
dias de vida). Os animais passaram por um periodo de adaptacdo no Laboratério de
Fisiologia de Sistemas e Toxicologia Reprodutiva (Fisiotox), Universidade Federal de
Mato Grosso/Campus Universitario do Araguaia, durante sete dias. Permaneceram em
caixas coletivas de polietileno em temperatura ambiente de 22 + 3 °C, ciclo claro/escuro de
12/12 horas e umidade relativa de 60 = 5%. Todos os animais receberam racdo padrdo
Purina® e agua filtrada ad libitum. Todos os procedimentos experimentais utilizados
seguiram fielmente o Guia de Experimentacdo Animal e aprovado pelo Comité de Etica no
Uso de Animais Local, protocolo n® 23108.70570213-9.

3.2 Tratamento com frutose

Similar ao proposto por Dai & Mcneill (1995), aos 42 dias de vida (6% semana)
todos os ratos machos foram divididos aleatoriamente em dois grupos: Grupo Controle (C,
n=7), ratos que receberam racdo padrdo e agua filtrada ad libitum, sem adicdo de outras
substancias e Grupo Frutose (F, n=8): ratos que receberam racdo padréo e agua filtrada
com adicdo de 7% de frutose ad libitum.

A solucéo de frutose foi preparada utilizando a frutose da marca Dindmica®, em
concentracdo de 7%, misturada em agua filtrada em um béquer com auxilio de um agitador

magnético.

3.3 Parametros fisiologicos, nutricionais e bioquimicos

3.3.1 Peso corporeo e nutri¢éo

A mensuracao do peso corpéreo foi realizada a partir do dia O de tratamento, com
intervalo de sete dias. Para medida dos mesmos foi utilizada uma balanca eletronica
digital. O ganho de peso semanal em gramas (g) foi estimado matematicamente por: peso

final(g) - peso inicial (g).



18

A taxa de ganho de massa corpdrea (g/Kg) foi realizada utilizando os seguintes
parametros: dM/M dt, onde dM representa 0 ganho de peso durante o tempo dt=t>-t1 e M é
0 ganho de peso inicial ts.

Os parametros nutricionais foram calculados através dos dados de ingesta
alimentar e energética (dados nao-publicados) (MIRANDA, 2016). A ingesta energeética
provinda da racdo e da &gua com frutose foi calculada por: ingesta energética= MCA x
EMD onde MCA é média do consumo alimentar e EMD ¢é energia metabolizada da dieta
(DINIZ, et.al, 2005; NOVELLI et al., 2007).

3.3.2 Glicemia

Nos dias 30, 60 e 90 de tratamento, 0s niveis de glicemia foram monitorados por
leitura de glicofita (Johnson OneTouch® Ultra2). A fita contendo sangue obtido por
incisdo da parte distal da cauda do rato foi introduzida no glicosimetro especifico,
expressando os valores da glicemia em miligramas por decilitro (mg/dL).

3.3.3 Lipidograma

O perfil lipidico foi avaliado por meio de determinacdo sérica dos triglicerideos,
colesterol total, lipoproteinas de densidade alta (HDL), de densidade muito baixa (VLDL)
e de densidade baixa (LDL). Tais parametros bioquimicos foram mensurados utilizando-se
um analisador bioguimico semiautomatico BioPlus®. Para determinar as concentracdes
séricas de colesterol total (COL), triglicerideos (TG), lipoproteina de densidade alta
(HDL), foi utilizado o método enzimatico (YOUNG et al., 2000). Todos os parametros
foram mensurados pelos Kits de determinacdo bioquimica da Wiener®, de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os resultados foram expressos mg/dL

Os valores estimados dos niveis séricos das lipoproteinas VLDL e LDL foram
determinados baseando-se em determinagdes das concentragdes sericas de trigliceridios e

colesterol total, pelos calculos estabelecidos por Friedwald et al (1972), em mg/dL.

3.4 Analise Imunolégica

3.4.1 Leucograma
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O leucograma foi realizado através de amostras de sangue diluidas em liquido de
TURK (STIBBE et al., 1985) e foram contados em Camara de Neubauer. O resultado foi
obtido com a expressao: Leucocitos x mm? de sangue = (Lc. x 20 x 10)/4.

O resultado foi obtido com a expressdao matematica: células x mm3 da medula
0ssea = (Lcx 20 x 10)/4. Na qual: Lc = numero total de células contados em 4 mmz; 4=
fator de converséo para 1 mms; 20= fator de conversao da diluigdo utilizada; 10= fator de
conversdo para 1 mm? (profundidade da lamina).

A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada utilizando a técnica de
esfregaco sanguineo e foram coradas com kit Panético Rapido LB (Laborclin Ltda, BR).
Os diferentes elementos foram determinados por contador eletronico KACIL com teclas
correspondentes a cada tipo de celular (LEANDRO et al., 2006).

3.4.2 Mielograma

Contagem total de células da medula 6ssea

Apbs o sacrificio dos animais as células da medula 6ssea foram obtidas por meio
do aspirado da cavidade femoral com solucdo anticoagulante EDTA 3%, adaptado de
Castro et al. (2011). A suspensdao foi colocada em tubos plésticos, cuidadosamente
homogeneizada com pipeta tipo Pasteur e mantidas em banho de gelo, logo a contagem
absoluta de células foi realizada apds diluicdo das amostras da suspensdo celular com
liquido de Turk e contagem em hemocitdmetro de Neubauer.

O resultado foi obtido com a expressdao matematica: células x mm3 da medula
6ssea = (Cmo x 20 x 10)/4. Na qual: Cmo = numero total de células contados em 4 mmz;
4= fator de conversdo para 1 mms3; 20= fator de conversdo da diluicdo utilizada; 10= fator

de conversdo para 1 mm3 (profundidade da lamina).

Contagem diferencial de células da medula 6ssea

A partir das amostras da suspensdo total de células da medula Ossea, obtidas
conforme descrito no item 3.4.1, foram preparadas laminas do lavado e coradas utilizando
kit Panotico Rapido LB (Laborclin Ltda, BR). Para a avaliagdo morfoldgica e
quantificacdo dos tipos celulares foram contadas 200 células de precursores das linhagens

eritroide, mieldide e linfoide, conforme figura abaixo.
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Figura 1- Esfregaco de medula 6ssea de ratas com as linhagens celulares. Pandtico, 250x. A)
mieloblasto, B) promielécito, C) mieldcito, D) metamielécito, E) basdfilo, F) eosinéfilo, G)
neutrofilo, H) bastonete, 1) rubroblasto, J) pré-rubrécito, K) rubrécito, L) metarubrécito, M)
plasmdcito, N) linfécito, O) mondcito. Fonte: CASTRO, R. D. et al. 2011.

Relacéo mieldide: eritroide (M:E)

Apo6s a contagem diferencial da células da medula 6ssea foi estimado a relagdo
M:E, dividindo as células granulociticas da linhagem mieléide pelas células nucleadas da

linhagem eritréide obtendo-se o quociente (JAIN, 1993).

Contagem Global de timdcitos

Através de uma cirurgia toracica o timo foi retirado e pesado. Um dos lobos foi
macerado com solucdo PBS, adaptado (SOUTO, 2006). As células suspensas na solucao
foram colocadas em tubos plasticos e mantidas em banho de gelo. A partir da suspensdo
celular foi estimado o numero total de células através da contagem em camara

hemocitométrica de Neubauer.

3.5 Processamento histol6gico do material

Medula éssea e timo
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Ap0s a eutanasia dos animais, o fémur direito foi retirado, limpo, fixado em
solucdo de Zenker por 24 horas, descalcificado em solucdo de acido férmico. Um dos
lobos do timo foi colocado em solugéo de formol 10%.

As amostras, fémur e timo, foram lavados em agua corrente, desidratado em
gradiente alcodlico e incluido em parafina de acordo com a rotina histoldgica. Apos a
inclusdo, o material emblocado foi submetido a microtomia (Thermo Scientific®
HM355S) para obtengéo de cortes finos (4,5um) (Figura 2A, 2B e 2C). Estes cortes foram
desparafinizados, hidratados em gradiente de alcool e a seguir foram corados por
hematoxilina-eosina de acordo com a rotina histolégica (BRITO, 2001).

Todas as laminas foram analisadas por microscopia éptica (Nikon Eclipse E-200,
microscopio optico, Tokyo, Japao). Imagens foram obtidas por meio de cadmera fotogréafica
(Sony Cyber Shot®), em seguida transferidas para um microcomputador para serem

analisadas com o auxilio do software ImageJ®.

Figura 2- Etapas do processamento histolégico. A) medula 6ssea em solugdo de Zenker. B) emblocamento
do material em parafina. C) Micrétomo utilizado para realizar os cortes.

3.6 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos em média e desvio padrdo. Foram utilizados para
analise estatistica os testes t Student, Analise de Variancia (ANOVA), seguido pelo Teste
de ComparagGes Multiplas de Tukey. Os valores foram considerados estatisticamente
diferentes quando o valor de p for menor ou igual a 0,05 (p < 0,05). Todos os testes
estatisticos foram realizados no software GraphPadInStat versdo 3.0.
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4 RESULTADOS

Todos os biomarcadores coletados estdo representados em tabelas e figuras. Foi
observado que ndo houve mortes de ratos em qualquer grupo. O tratamento com frutose na
agua ad libitum ndo apresentou toxicidade e/ou letalidade, sendo assim todos os animais

contribuiram para os dados deste estudo.

Parametros fisioldgicos, bioquimicos e nutricionais

Em relacdo ao ganho de peso corporeo (Figura 3A), comparando o grupo Controle
com o grupo tratado, nota-se que houve significancia nas semanas (S) 2, 3, 4, 5, 6 e 10 com
variagoes da S3 para a S4. Comparando os valores dentro do mesmo grupo, observa-se que
no grupo Controle todos os valores foram significantes, todavia no grupo Frutose apenas a
S2 e S4 ndo foram significantes. Nota-se que 0s ratos ganharam mais peso no inicio do
tratamento e menos peso até o final do tratamento. Avaliando a linha de tendéncia de
ganho de peso (Figura 3B) observa-se que no grupo Frutose houve maior variacdo de
ganho de peso se comparado ao Controle.

Os parametros nutricionais (Tabela 1) foram avaliados através da ingesta
energética de racdo, agua + frutose (grupo frutose) e racdo + agua. Avaliando a ingesta
de energia pelo consumo de ragao entre 0s grupos, nota-se que, nos meses 1 e 3 0s animais
do grupo Frutose ingeriram menos racdo, acompanhado de maior aporte energético quando
se é analisado a racdo + agua. Quanto a analise da ingesta de energia apenas pela agua,
entre 0s grupos, nota-se significancia, uma vez que a dgua dos animais do grupo controle
ndo tinha adicdo de substancia de aporte energético.

O ganho de massa corporal foi o valor antropométrico analisado. Pode-se notar
que no més 1, o grupo Frutose ganhou menos massa corporal. Dentro do mesmo grupo,
observa-se que os animais Controle ganharam mais massa corporea ho més 3 e no grupo
frutose os animais ganharam mais massa corpdrea nos meses 2 e 3 comparado com 0 més
1.
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Figura 3- (3A) Ganho de peso corpdreo semanal nos grupos Frutose e Controle. Valores expressos como
média = desvio padrdo. (3B) Linha de tendéncia entre os grupos Controle e Frutose. Teste de variancia
ANOVA seguido do teste de comparagdes multiplas de Tukey. * Frutose vs Controle. # valor vs S1 do
mesmo grupo.

Tabela 1- Parametros antropométricos e nutricionais dos animais Controle e Frutose.

Parimetros antropométricos e nutricionais

INGESTA DE ENERGIA (KJ)
RACAO M1 M2 M3
Controle 65.34+3.39 64.49+2.12 68,99+2 35#
Frutose 57.28+0.5% 67.03+3,51# 52.87+3.01#
AGUA

Controle 0 0 ]
Frutose 16.46+0.27* 18.55+1 25% 18.50+3,08*
RACAO+AGUA

Controle 65.34+3.39 64.49+2.12 68.99+2 35
Frutose 73.7420,23* 85.58+4 76%# 71.38£6,09*
GANHO DE PESO MENSAL

Controle 113,14+ 1250 189.85+23.82#  236=3032#
Frutose 9425+2046 201,75+ 1152% 230,75+ 2423%
GANHO DE MASSA CORPORAL

Controle 0.77 0,13 1,29 + 0,23# 1.60 = 0,29%
Frutose 0.53 +0,14* 1,14+ 021# 1,31 £ 0,324

Valores expressos como média + desvio padrdo. Teste de variancia ANOVA seguido do teste de
comparacfes multiplas de Tukey . * Frutose vs Controle. # valor vs Més1 do mesmo grupo.
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Em relacdo a mensuracdo de glicemia mensal (Tabela 02) nota-se que houve um
aumento da glicemia no Més 1 no grupo Frutose comparado ao grupo Controle. Avaliando
os valores dentro do mesmo grupo, observa-se que nao houve diferenca estatistica no

grupo Controle, porém o grupo Frutose apresentou significancia comparando o Més 3 vs 0

Més 1.

Tabela 2- Glicemia mensal mensurada de ratos dos grupos Controle e Frutose.

Glicemia mg/dl
Grupos Mes 1 Meés 2 Meés 3

Controle 941x+95% 93.0x69 BO9+45

Frutose 1078=x129* 1003=390 o604=x43#

Valores expressos como média + desvio padrdo. Teste de variancia ANOVA seguido do teste de
comparag6es multiplas de Tukey. * Frutose vs Controle. # valor vs Mé&s1 do mesmo grupo.

Avaliando os valores do lipidograma entre os grupos Frutose e Controle (Figura
4), nota-se que os valores séricos de Lipoproteina de baixa densidade (LDL), Lipoproteina
de alta densidade (HDL), Triglicerideos (TG), Colesterol Total (COL) e Lipoproteina de

baixissima densidade (VLDL) ndo apresentaram diferenca estatistica.
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Figura 4- Lipidograma realizado entre os grupos Frutose e Controle. Valores expressos como média +
desvio padrdo. Teste tde Student.* Frutose vs Controle.
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Analise imunologica da Medula 6ssea

O leucograma mostra a porcentagem de leucdcitos totais, linfécitos, neutréfilos,
mondcitos e eosindfilos (Figura 5.) Ele apresentou uma taxa de leucdécitos totais menor no
grupo Frutose (7,49 £ 0,99) se comparado ao Controle (6,31+ 2,52). Os demais parametros

ndo apresentaram significancia estatistica.

£ Controle

10,00
9,00
8,00
7.00
6,00
5,00
4,00
3.00
2,00
1,00
0,00

E Frutose

Leucograma mm®*/dL

= — —

Leucteitos Linfocitos Neutrofilos Monodcitos Eosmofilos
Totais

Figura 5 - Leucograma nos grupos Controle e Frutose. Valores expressos como média + desvio padréo.
Teste t Student. * Frutose vs Controle. Fonte- Miranda, 2016 (dados ndo publicados)

Na contagem diferencial (Tabela 03) foram encontradas alteracdes nas linhagens
eritroide, mieldide e linféide. Na linhagem eritréide, houve diminuicdo na porcentagem
dos precursores, rubroblastos (1,83+1,21 e 0,44 + 0,83) e pro-rubrdcitos (1,17 £ 1,21 e
0,50 £ 0,76) nos grupos Controle e Frutose respectivamente. Na linhagem mieldide houve
aumento de eosindfilos (2,00 £ 1,67 e 2,94 + 1,46), diminuicdo de bastonetes (2,50 + 1,55
e 1,63 = 1,28) e neutrdfilos (27,25 + 4,37 e 22,63 + 7,42) comparando grupos Controle e
Frutose respectivamente. No grupo tratado houve aumento de células da linhagem linfoide
(42,50 + 7,05) se comparado ao Controle (36,33 + 7,53).

Os quocientes da relacdo Mieldide: Eritroide encontram-se na Figura 6. Observa-
se que no grupo tratado com Frutose, houve um aumento dessa relagdo se comparado ao
grupo Controle.

Ao analisar os valores de celularidade do aspirado medular (contagem total de
células) notou-se um aumento significativo de células no grupo Frutose se comparado ao

Controle como mostra o gréafico (Figura 7).
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Tabela 3- Contagem diferencial de células da medula déssea, linhagem eritroide, mieldide

e linfoide de ratos tratados com agua (Controle) e frutose na dgua a 7% (Frutose).

Células Controle Frutose
Rubroblasto 1.83+£1.21 044 £0,83%*
Pré-rubrécito 117+ 1.21 0.50 = 0.76*
Rubrécito 1.33+£1.03 1,06 =083
Metarubracito 242147 225+417
Mieloblasto 8.83+4.80 9.81 537
Pré-mielécito 342+1.72 2,94+259
Mielécito 4.83+3.39 5.69+239
Metamielacito 6.58 +3.66 65,13 +£3.01
Bassfilo 0.33+£0.52 0,19 +£0.52
Eosinsfilo 2,00+ 1.67 294 + 1 46*
Neutroéfilo 27.25+437 22.63 £ 742*
Bastonete 250+£1.55 163 +128*
Monécito 1.00+£2.10 0,75 £0.93
Plasmécitos 0.17+0.82 0.56 = 0.64
Linfécitos 36,33+ 7,53 42,50+ 7.05*

Valores expressos como média + desvio padrdo. Teste t Student.. * Frutose vs Controle.
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Figura 6- Relagdo miel6ide:eritroide nos grupos Controle e Frutose. Valores expressos como média + desvio
padrdo. Teste t Student.. *Frutose vs Controle
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Figura 7- Contagem total de células da Medula Ossea nos grupos Controle e Frutose. Valores expressos
como média + desvio padrdo. Teste t Student.. *Frutose vs Controle.

A Figura 08 mostra duas por¢des distintas da medula déssea de ratos Controle
(Figura 08A e B) e Frutose (Figura 08C e D) onde h& presenca de um nimero aumentado

de células no grupo tratado confirmando os dados achados na figura 07.

Figura 8- Hipercelularidade da Medula Ossea. A microscopia optica mostra aumento na producéo de células
no Grupo Frutose (C e D) se comparado ao controle (A e B). HE. 400x.
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Nas analises das fotomicrografias da medula dssea, apresentada na Figura 9,
observa-se que a arquitetura 6ssea e medular se mantém dentro dos padrGes de
normalidade, onde ha presenca de medula vermelha e amarela nos dois grupos (Figura 9A
e 9B), e ndo ha alteracdes, visuais, no tecido 6sseo do grupo Frutose comparando ao
controle (Figura 9C e 9D).

Figura 9- Estrutura da medula 6ssea dos grupos Frutose (B) e Controle (A). Medula
vermelha (*), Medula amarela (**). Tecido 6sseo sem alteracdes, Controle (C) e Frutose
(D). HE. 40x (A e B), 100x (C e D).

Analise imunoldgica do Timo

Ap0s a eutanasia dos animais e retirada do timo foi realizada a analise 0 peso
relativo do 6rgdo (Figura 10) nos grupos Controle (0,08 + 0,01) e Frutose (0,07 + 0,01),
pode-se notar que ndo houve alteragdo significante entre 0s grupos.

Ao analisar os valores de celularidade do macerado timico (contagem total de
células) notou-se um aumento significativo de células no grupo Frutose se comparado ao
Controle como mostra o gréafico (Figura 11).
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Figura 9- Peso relativo do timo entre os grupos Frutose e Controle. Valores expressos como média * desvio
padrdo. Teste t Student.. *Frutose vs Controle.
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Figura 10- Contagem total de células do Timo entre os grupos Controle e Frutose. Valores expressos como
média + desvio padrdo. Teste t Student.. * Frutose vs Controle.

A fim de averiguar possiveis alteragdes nos 6rgdos linfoides foram analisados
alguns parametros histomorfométricos como numeros de lobos e desarranjo medular (timo)
e comparacdes estruturais na medula 6ssea. A Tabela 04 mostra que ndo houve diferenca

estatistica se comparado area total, &rea medula e area timica entre os grupos.
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Tabela 4- Pardmetros histomorfométricos analisados no timo dos Grupos
Controle e Frutose.

Area total Area medular Area cortical
Controle 14724 3.1+045 11523
Frutose 1327 313x14 96=15

Valores expressos como média + desvio padrdo. Teste t Student. * Frutose vs Controle.
Software Imagel®.

Na Figura 12 observa-se fotomicrografias de uma por¢do do cdrtex timico, onde
h& células em maior numero, visualmente em tamanho menor aglomeradas no grupo
frutose (12B) se comparado ao grupo controle (12A) corroborando com o0s achados de
hipercelularidade da Figura 11.

O desarranjo medular encontra-se na Figura 13. H& a presenca de um desarranjo
da arquitetura do timo onde ha perda da conformacdo da medula em relacdo ao cortex no

Grupo Frutose (Figura 13B) se comparado ao Controle (Figura 13A).

g

o A%

Figura 11- Hipercelularidade timica. A microscopia 6ptica mostra aumento no namero de células no cértex do
timo no grupo frutose (B) se comparado ao grupo Controle (A).HE. 400x.
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Figura 12- Desarranjo medular do timo. A microscopia éptica mostra um lobo do timo onde houve
perda de conformacdo da medula no grupo Frutose (13B) comparado com o grupo Controle (13A).
HE. 40x.

Na Figura 14 observa-se a microscopia Optica da regido cortical do timo onde ha
aumento de infiltrado de histidcitos no grupo Frutose (Figura 14A), dando aspecto de “céu
estrelado”, comparado ao grupo Controle (Figura 14B) onde ha presenca de histidcitos,

porém em numero reduzido.

Figura 13- Presenca de histiécitos no cértex timico (seta) no grupo Controle (14A) comparado ao
grupo Frutose (14B). HE. 400x.
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5 DISCUSSAO

A alimentacdo e a nutricdo, adequadas e em quantidades suficientes, sdo
essenciais para a manutencao da salde nas diversas fases da vida. O declinio de atividades
fisicas e a mudanca dos habitos alimentares, com alto teor energético e poucos nutrientes,
como sddio, agucares e gorduras, contribuem diretamente para o surgimento de problemas
graves de saude (BRASIL, 2013). As ingestdes de frutose presente nos alimentos naturais
podem trazer efeitos favoraveis, no entanto a ingesta da mesma em alimentos
industrializados vem mostrando um crescente aumento de sobrepeso e doencas como
obesidade, diabetes e sindrome metabolica (BARREIROS et al., 2005).

A pesquisa em o6rgéos linfoides é de fundamental relevancia para a demonstragdo
de alteracbes de aspectos imunoldgicos quando sdo expostos a agentes estranhos no
organismo, uma vez que estes sdo 0s 6rgaos geradores de células importantes envolvidas
nas respostas imunes (ROTH et al., 2006). Alem disso, ha diversos estudos analisando a
relacdo da ingesta de frutose com o metabolismo e prejuizos a érgdos como figado, rins,
pancreas e coracdo (VOS e LAVINE, 2013; YANG et al., 2014; LI et al.,, 2013,
KORICANAC et al., 2014), porém ndo sao frequentes estudos que analisem a relacéo de
ingesta de frutose e alteracbes em drgdos linfoides primarios, para tanto, este estudo visa
avaliar timo e medula 6ssea de ratos tratados com frutose durante 90 dias, além de alguns
padrGes fisioldgicos e bioguimicos. Ndo houve perda de animais durante o tratamento,
indicando que ele ndo causou toxicidade, podendo desta forma ser reproduzido em

qualquer laboratorio.

Os animais iniciaram o tratamento dentro da mesma faixa de peso corporal (180 a
200g). Ao avaliar o ganho de peso durante as 12 semanas de tratamento (Figura 3A), a
linearidade (Figura 3B) do ganho de peso para sua diminui¢cdo no grupo Controle foi
também mostrado por Curi et al. (1989) e Tomanari et al. (2003), uma vez que, ao passar
pelo periodo jovem adulto, acbes hormonais fazem com que as vias metabdlicas sejam
alteradas, fazendo com que ha gasto energético para que o organismo se torne finalmente
adulto. Por outro lado, o ganho de peso do grupo Frutose mostrou com oscilacdes de
valores ao longo do tratamento, destacando as semanas 3 e 4 de tratamento. Acredita-se

que alguns fatores externos podem ter influenciado esta variagcdo de ganho de peso, como
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condi¢cdes ambientais do biotério, ansiedade e até estresse (ANDRADE, et al., 2006),

possibilitando mudancas energéticas e, por consequéncia, mudanca de peso corporeo.

As decisdes alimentares sdo os determinantes para a conduta alimentar, sendo que
tais decisdes sdo iniciadas no cérebro e se integram a uma rede neural e hormonal que
refletem em todo o organismo (SMEETS et al., 2012; FROES, 2012). O desequilibrio
entre ganho e gasto energético (proveniente da alimentacéo, estilo de vida e metabolismo)
resulta em ganho de peso, sendo que esse desequilibrio crénico pode resultar em obesidade
(LOPES, et al., 2004). A ingesta energética oriunda da racdo no grupo Frutose foi menor
em relacdo ao controle (Tabela 1). Uma vez que estes ratos ingeriram energia provinda da
agua, nao houve necessidade de consumir mais racdo. O excesso de ingesta energética
(dgua+racédo) do grupo Frutose no 2° més foi acompanhado também de um certo ganho de
peso repentino. Em contrapartida, a taxa de ganho de massa corporal (massa magra) foi
menor nesse grupo. O aumento de ingesta energética pode estar relacionado a alta
palatabilidade que a frutose apresenta, deixando o alimento mais saboroso, o que reforga o
seu papel na industria alimenticia (ACKROFF e SCLAFAN, 2011), sugerindo em ganho

de peso na massa gorda do organismo.

Apesar do aumento da glicemia (Tabela 2), os animais ndo apresentaram estado
hiperglicEmico, como nos estudos de Luz, et al. (2015). Isso se deve porque a frutose pura
provoca pequenos aumentos na glicemia sérica apesar de estimular a gliconeogénese
(DIRLEWANGER et al., 2000). Sugere-se, neste estudo, que se o tempo de tratamento
fosse prolongado ou a porcentagem de frutose utilizada fosse maior, a hiperglicemia
poderia ser manifestada. Contudo, a intencdo foi utilizar uma dose experimental que
modulasse uma hiperglicemia leve e que ndo causasse esteatose hepética, como nos
estudos de MAMIKUTT et al (2015), para ndo interferir nas analises imunoldgicas de

celularidade.

Os valores do lipidograma (Figura 4) mostram que ndo houve diferenga entre os
grupos quanto aos biomarcadores lipidicos analisados. Além disso, € de interesse salientar
gue ha uma tendéncia bioldgica no grupo Frutose para um ligeiro aumento de lipideos
circulantes, indicando que a frutose pode estar atuando pela via lipogénese de novo. Em
outros estudos a taxa lipidica dos animais tratados com frutose se mostrou elevada, embora
a taxa de frutose utilizada foi maior que em nosso estudo (CASTRO, et al., 2013; LUZ et
al., 2015).
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Durante alguns processos patologicos causados por fungos, protozoarios e
também desarranjos metabdlicos como desnutri¢cdo protéica e Diabetes mellitus, o timo
pode sofrer alteracfes que prejudicam o desenvolvimento de timdcitos e consequentemente
uma deficiéncia na resposta imunologica (SOUTO et al., 2003; LIMA et al., 2012;
GAVIA-GARCIA, et al., 2015). Nota-se que apesar do aumento de celularidade no timo
(Figura 11 e 12), a anélise de peso relativo do timo ndo mostrou diferenca entre 0s grupos
(Figura 10), sendo que as células, visualmente, estdo em menor tamanho. Em
contrapartida, observa-se um aumento de histiocitos no cortex timico (Figura 14). Desta
forma, sugeriria 0 inicio de apoptose de timocitos e acumulo de macrofagos com
consequente aumento da atividade, devido a apoptose, como em um estudo feito em ratos
hiperglicémicos (BARBU et al., 2013).

A conservagdo dos compartimentos timicos sdo de extrema relevancia para a
maturacdo de timdcitos uma vez que eles precisam migrar varias vezes entre cortex e
medula. Isso faz com que passem por todas as fases de maturacdo e somente depois
migrarem para 6rgéos linfoides periféricos (RAVAROTTO, 2011). Nota-se que ndo houve
diferencas no tamanho da area cortico-medular (Tabela 4), no entanto, o tratamento trouxe
modificagdes na arquitetura timica. Dessa forma, apresentou uma desordem na
conformacdo cortico-medular no grupo Frutose, devido a um desarranjo durante a

migracdo de células e mudanca de receptores (Figura 13) (LIMA, 2014).

Como dito anteriormente, a medula dssea é responsavel por sintetizar as diversas
células circulantes no organismo que € estimulada por citocinas (ABBAS, 2015). O
processo de producdo de células é sensivel e pode sofrer influéncia de diversos fatores
externos como radiagdo, produtos quimicos e ma nutri¢io (KROSNIAK et al., 2013). As
analises histopatoldgicas da medula 6ssea, mostraram que ndo houve alteraces quanto a
arquitetura de seu compartimento (Figura 9). No entanto, seriam necessarios realizar testes
pontuais quanto composicdo da matriz 6ssea e colageno para averiguar tais modificacfes
(ALVES, 2009), uma vez que o comportamento de células hematopoiéticas é gerido, em
grande parte, devido as interacbes do sangue com o microambiente 6sseo (SMITH e
CALVI, 2013).

A inflamac&o é um processo que ocorre devido a resposta imunolégica a tecido
injuriados onde leucocitos, proteinas plasmaticas e fluidos se acumulam no local da
infeccdo onde, normalmente, o0 agente estranho é eliminado. J& a inflamacdo metabolica,

caracterizada como baixo grau da inflamacdo crénica, ocorre por mecanismos diferentes
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como a ingesta excessiva de nutrientes (ABBAS, 2015; GREGOR e HOTAMISLIGIL,
2011). Células Thl e CD4 + CD25hi Tregs atuam como reguladoras de peso corporeo,
tolerdncia a glicose, hipertrofia de adipdcitos, resisténcia a insulina e progressdo ao
diabetes tipo 2, além de mediadores de inflamacdo sistémica de baixo grau (WINER et al.
2009; FEUERER et al., 2009; KOLB e MANDRUP-POULSEN, 2005; ZENG et al.,
2012). Células especializadas, como os adipdcitos, liberam diversas agentes pro-
inflamatorios que sdo responsdveis por manter a resposta contra a injuria causando
desequilibrio metabélico (FROES, 2012).

Foi observado uma diferenca quanto a relacdo mieloide:eritroide (Figura 6), com
diminuicdo de células da linhagem eritroide, principalmente rubroblastos e pré-rubrécitos,
e aumento da linhagem mieldide, principalmente linfocitos e eosinéfilos e diminuicdo de
neutrofilos e bastonetes (Tabela 3). Porém, o nimero de linfocitos produzidos pela medula
Ossea aumentou (Figura 7). Em um estudo realizado em 2013 por Kro$niak e
colaboradores, houve uma diminui¢do de linfocitos na medula éssea em ratos tratados com
frutose (31%), porém, os valores ndo foram significantes. Em contrapartida, as analises do
leucograma (Figura 5) ndo mostraram diferencas de linfécitos entre 0s grupos, mesmo
tendo sido intensificada a producdo de células, acreditando-se que até o momento da

eutanasia dos animais as células estavam ainda retidas na medula éssea.

Esse aumento de producdo de células (Figuras 7 e 8) pode indicar um inicio de
desequilibrio metabolico de baixo grau, j& que houve um aumento significativo de
linfocitos, fato que pode ter ocorrido por um mecanismo de reposicdo linfocitario
(ABBAS, 2015), uma vez que a presenca de um elevado nimero de macréfagos no cortex
timico pode indicar aumento de apoptose celular, mas para isso seria necessario realizar
testes para confirmar tal atividade apoptotica. Ainda nesse contexto, sugere-se que se 0
tratamento com frutose fosse prolongado, poderiamos observar a evolucdo desse
desequilibrio metabdlico para uma inflamag&o cronica central, podendo trazer prejuizos
maiores aos orgaos linfoides primarios. Como nos estudos de BARRETO et al. (2005) e
JANUSZYK et al, (2014) onde houve deplecdo de timdcitos, prejuizo de celulas
progenitoras e diminui¢cdo da capacidade clonal e aumento de apoptose de progenitores

granuldcitos em animais tratados com alto teor de frutose (TAGZIRT et al., 2014).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos dados apresentados e discutidos no decorrer do trabalho, podemos
concluir que a ingesta de frutose (7%) néo foi suficiente para induzir uma hiperglicemia ou
dislipidemia nos animais tratados, no entanto pode modular a producédo de células e alterar
estruturas importantes aos 6rgdos linfoides. Cabe enfatizar a necessidade de estudos sobre
as vias de atuacdo da frutose relacionada aos orgaos linfoides, dado a sua importancia

durante respostas contra agentes infecciosos e doencas cronicas.

Este estudo pode ser ampliado em novos experimentos, em que poderia avaliar 0s
biomarcadores imunoldgicos em etapas seriadas dentro dos 90 dias de tratamento com

frutose ou também a possibilidade de prolongar o tempo de tratamento (cronicidade).
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