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Resumo

O intestino € a principal superficie de absorcédo dietética, e os compartimentos
imunoldgicos associados a mucosa intestinal possuem uma complexa rede de
mecanismos tolerogénicos capazes de interagir constante e simultaneamente com
nutrientes e com a microbiota sem desencadear processos patologicos. Os nutrientes
da dieta sdo pecas-chave para a diferenciagdo de células na mucosa e para
integridade da barreira intestinal. Adotar habitos alimentares ricos em gorduras e
alimentos refinados, escassos em carboidratos complexos e fibras, favorecem o
desenvolvimento de doencas crdnicas nao-transmissiveis e o0 agravamento de
doencgas inflamatorias intestinais. Baseados nestas evidéncias, procuramos
esclarecer como as altera¢des metabolicas induzidas por bebida agucarada interferem
no sistema imune de mucosa intestinal e na susceptibilidade a mucosite.
Camundongos C57BL/6 ou C57BL/6-GFP-knock-in FoxP3 foram alimentados com
dieta AIN93G e receberam agua ou bebida acucarada contendo 25% de uma mistura
de glicose e frutose na proporcado 45:55, respectivamente. Apos 8 semanas de
consumo continuo de bebida acucarada houve aumento do consumo calérico total, o
gue foi capaz de desencadear alteracbes corporais e metabdlicas relacionadas a
sindrome metabdlica. Tais alteracdes incluem o aumento de glicemia, glicosuria e
hemoglobina glicada, modificagdes no perfil lipidico sanguineo, bem como o acimulo
de tecido adiposo e a degeneracao hepética. Foi identificado na andlise histoldgica e
por citometria de fluxo a inflamacao do tecido adiposo do grupo bebida acucarada,
caracterizada por leucécitos ao redor dos adipécitos hipertrofiados e aumento na
frequéncia de células TCD4*RORyT*, relacionadas ao perfil Tul7, e frequéncia
reduzida de células T reguladoras FoxP3*. Além disso, a analise histoldgica do ileo
de camundongos que consumiram carboidratos simples em excesso, mostrou
achatamento dos vilos e reducdo do numero de células caliciformes. Ao analisar a
frequéncia celular no linfonodo responsavel por drenar a porcéo distal do intestino
delgado, houve maior frequéncia de células Twl7 e menor frequéncia de células T
reguladoras FoxP3*. Porém, essa inflamacao néo foi suficiente para piorar a mucosite
causada pelo 5-FU. Sendo assim, foi identificado sindrome metabdlica associada a
inflamacgé&o subclinica na por¢do mais distal do intestino delgado de camundongos que

consumiram a bebida agucarada cronicamente.



Palavras-chave: Bebida Acucarada, Sindrome Metabdlica, Imunologia de Mucosa,

Inflamacao.



Abstract

The intestine is the main surface for dietary absorption, and the immune compartments
associated with it have a complex network of tolerogenic mechanisms capable of
interacting constantly and simultaneously with nutrients and the microbiota without
triggering pathological processes. Dietary nutrients are key to the differentiation of cells
in the intestinal mucosa and to the integrity of the intestinal barrier. Eating habits
related to high fat and refined food intake, as well as to low complex carbohydrates
and fiber intake, favor the development of chronic nhon-communicable diseases and
the worsening of inflammatory bowel diseases. Based on this evidence, we sought to
clarify how the metabolic changes induced by sugary drinks interfere with the gut
immune system and with the susceptibility to mucositis. C57BL/6 or C57BL/6-GFP-
knock-in FoxP3 mice were fed with AIN93G diet and given water or a sugar-sweetened
beverage containing 25% of a glucose and fructose mixture in a 45:55 ratio,
respectively. After 8 weeks of continuous ingestion of the sugar-sweetened beverage,
there was an increase in total calorie intake, which was able to cause body composition
and metabolic changes related to metabolic syndrome. Such changes included
elevated blood glucose, glycosuria and glycated hemoglobin, alteration in blood lipid
profile, as well as adipose tissue accumulation and liver degeneration. Adipose tissue
inflammation in the sugar-sweetened beverage group was identified by histological and
flow cytometry analysis, which showed the presence of leukocytes around
hypertrophied adipocytes and increased frequency of TCD4*RORyT" cells, related to
the Tul7 profile, as well as reduced frequency of FoxP3* regulatory T cells. Moreover,
histological analysis of the ileum of mice that consumed excessive simple
carbohydrates showed flattening of the villi and reduced numbers of goblet cells. When
the cell frequency of the lymph node responsible for draining the distal portion of the
small intestine was analyzed, a higher frequency of Tul7 cells and a lower frequency
of FoxP3* regulatory T cells was observed. However, this inflammation was not
enough to worsen mucositis caused by 5-FU. Therefore, metabolic syndrome
associated with subclinical inflammation was identified in the distal portion of the small

intestine of mice that chronically ingested the sugar-sweetened beverage.

Keywords: Sugar-sweetened beverage, Metabolic syndrome, mucosal immunology,

Inflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Fatores associados ao consumo de bebidas agucaradas

A urbanizacdo e o capitalismo trouxeram uma série de transformacfes que
afetam a qualidade dos alimentos produzidos e a quantidade consumida, salientando
alimentos industrializados. Com o processo acelerado da industrializacdo, as
mudangas nos padroes alimentares influenciaram a populagdo a ingerir
excessivamente alimentos com acucar, sal e gordura e, consequentemente, a dieta
desequilibrada se tornou um potencial fator de risco para o aumento de problemas de
saude publica.

Habitos alimentares ricos em gorduras e alimentos refinados, e escassos em
carboidratos complexos e fibras sdo caracteristicos da dieta ocidental que favorecem
o desenvolvimento de doencas crénicas nao-transmissiveis (DCNTs), como a
obesidade, diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares (BLEIL, 1998; CHRIST et al.,
2018). A longo prazo, o excesso desses nutrientes pode perturbar a interface imune-
metabdlica e prejudicar a homeostase desse mecanismo, promovendo alteracfes
patolégicas no metabolismo energético, bem como a ativacdo do sistema imunoldgico
(CHRIST; LAUTERBACH; LATZ, 2019). Christ e colaboradores (2018) descreveram
que o consumo por 4 semanas de dieta ocidental em modelo de camundongos para
aterosclerose, resultou na persisténcia de um estado inflamatério onde o sistema
imune continuou gerando células mieloides programadas para responder de forma
ainda mais inflamada, o que prejudica ao organismo mesmo apoés a retomada da dieta
controle.

O fast-food exemplifica os padrdes nutricionais dos alimentos consumidos na
dieta ocidental e se destaca na populacdo dos grandes centros devido a praticidade e
a rapidez, aliadas a publicidade. Nesse contexto, bebidas agucaradas, como
refrigerantes e sucos artificiais, ganham preferéncia e sao frequentemente
consumidas em quantidades elevadas, apesar de fornecerem basicamente calorias
adicionais, pouco valor nutricional e n&o proporcionarem a mesma saciedade que as
alimentos solidos (RITZE et al., 2014; WHO, 2014). O principal componente de
bebidas acucaradas € o carboidrato que, aléem de estar envolvido em funcdes
estruturais e energéticas, também participa da sinalizacao celular e da interagéao entre
moléculas (MUSA; MARANGON, 2012; POMIN; MOURAO, 2006).
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Carboidratos sao encontrados naturalmente nos alimentos, e sdo amplamente
utilizados como acréscimo durante a fabricacdo de muitos alimentos e bebidas, seja
na sua forma simples, como glicose e frutose, ou complexa, como amido (MUSA,
MARANGON, 2012; TAPPY; LE, 2010). O aprimoramento tecnoldgico para extrair e
refinar o agucar trouxe destaque a este componente no processamento e preparacao
de alimentos, principalmente na producdo de adocantes. Com isso, foi possivel
desenvolver adocantes derivados do milho a partir de técnicas que permitem hidrolisar
o amido em glicose e, por isomerizacdo enzimatica, converter parte da glicose em
frutose (HANOVER; WHITE, 1993). Entre os resultados deste processo, o xarope de
milho rico em frutose (do inglés high-fructose corn syrup, HFCS) evidencia o interesse
da industria alimenticia por esses produtos devido a suas propriedades
organolépticas, ao facil manuseio e ao baixo custo, tornando-se mais lucrativo
substituir a sacarose por HFCS (BRAY; NIELSEN; POPKIN, 2004; FERREIRA, 2010;
TAPPY; LE, 2010).

Algumas proporcdes de glicose e frutose podem basear a composicao deste
adocante, sendo o HFCS-55 utilizado com maior frequéncia na industria de bebidas
acucaradas, predominantemente em refrigerantes, contendo 45% de glicose e 55%
de frutose (HANOVER; WHITE, 1993; TAPPY; LE, 2010). As caracteristicas e 0
destaque comercial consolidaram a utilizacdo de HFCS-55 nos meios de producao e,
simultaneamente, aumentaram seu consumo, ampliando a preocupacéo relacionada
a ingestao excessiva de alimentos constituidos basicamente por acicar simples. Um
estudo com adolescentes descreveu que quase metade (45,2%) da frutose consumida
provém de bebidas acucaradas, representando uma fonte significativa de calorias
(VOS et al., 2008). Além de diminuir a ingestdo de leite e sucos naturais (GAINO;
SILVA, 2015), o consumo excessivo de bebidas agucaradas aumenta os niveis de
acucares ingeridos e eleva a densidade energética total das dietas, levando ao quadro
de obesidade e sindrome metabdlica (CDC, 2019; SILVA et al., 2019).

A obesidade é caracterizada pelo excesso de gordura corporal acumulada no
tecido adiposo de maneira prejudicial a satude dos individuos, além de ser uma doenca
cronica, de etiologia multifatorial e que predispde outras comorbidades, como diabetes
tipo 2 e doencgas cardiovasculares (WANDERLEY; FERREIRA, 2010). Alteragdes no
ambiente e no perfil celular, bem como a producdo de algumas citocinas pelos

adipécitos hipertrofiados favorecem o estabelecimento de um estado inflamatério
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sistémico de baixa intensidade que acompanha a sindrome metabdlica (MONTEIRO;
AZEVEDO, 2010).

Associada a este cenario, a sindrome metabdlica pode predizer alguns
distarbios imunometabdlicos como o acumulo de gordura abdominal, resisténcia a
insulina, hiperglicemia, hipertrigliceridemia, reducéo do colesterol em lipoproteina de
alta densidade (do inglés high density lipoprotein cholesterol, HDL), hipertenséo e
envelhecimento (CHRIST; LAUTERBACH; LATZ, 2019). A literatura dispbe de dados
que descrevem maior prevaléncia de sindrome metabdlica entre adultos que
consomem 1 refrigerante por dia, independentemente de ser diet (DHINGRA et al.,
2007), que o consumo de bebidas acucaradas aumenta a incidéncia de doencas
cardiacas (TAPPY; LE, 2010) e prejudica a sensibilidade & insulina (LE; TAPPY,
2006).

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostram que as
bebidas acucaradas integram o grupo de alimentos que apresentaram maior média
de aquisicao alimentar, ou seja, disponibilidade para consumo domiciliar no periodo
de 2017 a 2018 (IBGE, 2020). No sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencas Crbnicas por Inquérito Telefénico (Vigitel), refrigerantes e
alimentos ultraprocessados sdo considerados marcadores de padrées ndo saudaveis
de alimentacdo. Em 2019, o relatério do Vigitel mostrou que 15% da populacdo
brasileira adulta das capitais e do Distrito Federal consome refrigerantes
regularmente, ou seja, em 5 ou mais dias da semana, e que a frequéncia é maior entre
homens (18,3%) do que entre mulheres (12,3%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2020).

Considerando a importancia clinica e epidemiologica do consumo excessivo de
bebidas acucaradas, € necessario desenvolver pesquisas que elucidem as
consequéncias desse comportamento. Para isso, a literatura dispbe de protocolos
experimentais executados em animais de laboratério que se assemelham a ingestéo
de bebida acucarada como, por exemplo, o trabalho de Gongalves e colaboradores
(2019) que disponibilizou glicose e frutose na razéo 45:55 em 25% da agua filtrada
para camundongos, que €é similar a razdo do HFCS-55.

O desenvolvimento experimental com sistemas in vivo envolvendo
camundongos sdao empregados na maioria das pesquisas em imunologia, pois esses
animais possuem o sistema imune bem caracterizado e com similaridade genética a
humanos, facilitando investigacdes de alteracdes especificas (CHORILLI; MICHELIN;
SALGADO, 2007). De modo auxiliar, Reeves, Nielsen e Fahey (1993) descreveram a
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dieta growth do American Institute of Nutrition (AIN-93G), recomendada entre as
dietas experimentais por apresentar a férmula indicada para as fases de crescimento
de camundongos, podendo ser amplamente utilizada em diferentes aplicagdes devido
a facilidade de adaptacdo ao protocolo especifico. Sendo assim, protocolos bem
estabelecidos envolvendo aspectos nutricionais facilitam a interpretacdo dos

resultados.

1.2. Absorgéo e metabolismo de glicose e frutose

Os carboidratos ou hidratos de carbono sdo moléculas que apresentam um
atomo de carbono e uma molécula de dgua em sua formula empirica (CH20)n e séo
classificados em monossacarideo, dissacarideo e polissacarideo (POMIN; MOURAO,
2006), de acordo com a complexidade da sua estrutura. Um exemplo classico de
dissacarideo € a sacarose que une moléculas de glicose e frutose, conhecida
popularmente como agucar de mesa, ja 0s monossacarideos livres incluem adocantes
como HFSC-55.

O intestino delgado € o local mais importante da absorcao, responsabilizado
pelo transporte de moléculas do lumen através de células epiteliais da mucosa para o
sangue ou sistema linfatico. A absorcao intestinal de carboidratos difere de acordo
com a complexidade molecular, pois o carboidrato complexo (polissacarideos) requer
a hidrélise enzimética para gerar monossacarideos que serdo posteriormente
absorvidos por diferentes vias de transporte (BRAY; NIELSEN; POPKIN, 2004;
CASPARY, 1992). Os enter6citos transportam a glicose do lumen para o citosol
através do cotransportador de glicose dependente de sodio 1 (do inglés sodium-
glucose linked transporter, SGLT1), enquanto a frutose é transportada por difusao
facilitada mediada por GLUT5 (do inglés glucose transporter 5). Com relacdo a
distribuicdo para os vasos sanguineos, o GLUT2 é capaz de transportar tanto
moléculas de glicose quanto de frutose (MERINO et al., 2020).

Uma questdo interessante envolvendo o metabolismo intestinal de agucares
esta associada a regulacao de transportadores. A expressdo de SGLT1 no intestino é
regulada pelo contetdo de carboidratos da dieta, sendo assim, o excesso de glicose
aumenta a expressao desse transportador em camundongos obesos. Com relacéo ao
GLUTS5, sua expressao diminui ao longo do intestino delgado (RAND et al., 1993) e é

regulada por metabdlitos gerados ap0s a fosforilagéo da frutose por frutoquinase (do
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inglés ketohexokinase, KHK), representando um importante mecanismo exercido
pelos enterdcitos (MERINO et al., 2020).

Uma pesquisa revelou que a resisténcia a insulina induzida por dieta rica em
acucar aumentou a expressdo de GLUT2 no 4pice dos enterdcitos de camundongos,
descontrolando o trafego de glicose, uma vez que houve aumento na captacdo no
[limen intestinal e, consequentemente, aumentou a quantidade liberada para a
circulacdo portal (TOBIN et al., 2008). Por outro lado, apds o transporte de frutose via
GLUTS5, a metabolizagdo no intestino envolve a fosforilagdo utilizando ATP como
doador (Figura 1). O excesso de frutose consome rapidamente ATP e provoca a
deplecao transitéria de fosfato intracelular, induzindo estresse oxidativo mitocondrial
que pode estar relacionado com caracteristicas da sindrome metabdlica (ANDRES-
HERNANDO et al., 2020; MERINO et al., 2020).
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Figura 1: Principais alteracdes do consumo excessivo de agucares no organismo.

O intestino é capaz de metabolizar aproximadamente 90% de agUcares, transportando pouca
guantidade para a circulagdo portal e que, posteriormente, serd metabolizada no figado.
Porém, quantidades excessivas de glicose e frutose sobrecarregam a capacidade de
metabolizacdo intestinal e aumenta a quantidade transportada para o figado. O excesso de
carboidratos no organismo provoca o acimulo de gordura e a sindrome metabdlica, com isso,
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maiores quantidades sdo excretadas na urina. Fonte: ANDRES-HERNANDO et al., 2020;
MERINO et al., 2020 (Adaptado).

Apés a absorcédo intestinal, o figado desempenha um papel importante na
regulacdo do metabolismo de carboidratos através da lipogénese, em que ocorre a
conversao de carboidratos em acidos graxos. A captacao hepatica de glicose dietética
é limitada pelo estado energético, pois a glicolise pode ser inibida pelo excesso de
ATP e citrato. Por outro lado, o metabolismo hepatico da frutose € independente do
estado de energia, resultando em captacdo hepética desregulada e aumento da
lipogénese (STANHOPE et al., 2009) que podem provocar toxicidade.

As principais vias do metabolismo da frutose estao relacionadas a conversao
em glicose e lipidios, portanto, doses elevadas provocam a deplecao de ATP pela
frutoquinase, reducdo da oxidagdo de &cidos graxos e a lipogénese de novo (JANG
et al., 2018; MERINO et al., 2020; VOS et al., 2008). O fornecimento excessivo de
glicose e frutose com bebidas acucaradas estimula o aumento da lipogénese no
organismo, aumentando a sintese de triglicérides e acumulo de gordura no figado,
associados ao risco de desenvolvimento de doenca hepética ndo alcodlica, bem como
fibrose e esteatose (CHEN et al., 2019; MERINO et al., 2020).

Com relacdo a homeostase energética, o tecido adiposo (TA) contribui
ativamente para este mecanismo, pois além de armazenar lipideos, € um importante
orgao secretor de citocinas e adipocinas, que atuam no sistema imune conferindo
protecdo de diversas funcdes metabdlicas. A sindrome metabdlica é capaz de alterar
a homeostase deste mecanismo devido ao acumulo excessivo de lipideos (hipertrofia
e hiperplasia) e altera¢des na producao de adipocinas que podem provocar um estado
de inflamagé&o crénica de baixa intensidade. Os mecanismos envolvidos neste estado
inflamatorio inclui a secrecdo de citocinas por adipocitos e por células imunes
residentes no tecido adiposo, como TNF-a, IL-1B e IL-6, que em associa¢do a maior
guantidade de acidos graxos livres favorecem a ativacao de vias de sinalizagdo, como
NF-kB (BAKER; HAYDEN; GHOSH, 2011; KUSMINSKI; BICKEL; SCHERER, 2016).
Além disso, a inflamagéo do tecido adiposo também implica em células do sistema
imune, a leptina pode estimular a diferenciacdo em células Tul e inibir a de células
Treg (CHATZIGEORGIOU et al., 2012).

Além disso, é importante ressaltar que os niveis circulantes de hormdnios

reguladores da saciedade sdo modulados pelo consumo de acucar, portanto,
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alteracdes nos tipos e nas quantidades de carboidratos podem interferir na sinalizacao
hormonal (MERINO et al., 2020). Ao contrario da glicose, a frutose ndo estimula a
liberacdo de insulina e inibe a secrecao de leptina pelo tecido adiposo, com isso, a
reducdo da saciedade resulta no aumento da ingestéao geral de alimentos (ANDRES-
HERNANDO et al., 2020; JANG et al., 2018).

Existem evidéncias que a ingestdo excessiva desses carboidratos,
principalmente em bebidas agucaradas, tem papel significativo no aumento da
incidéncia de obesidade, dislipidemia e sindrome metabdlica, por caracterizarem uma
fonte caldrica adicional sem muito valor nutricional agregado (ANDRES-HERNANDO
et al., 2020; MERINO et al., 2020). Sendo assim, é importante destinar uma atencéo
especial aos habitos alimentares em funcdo das consequéncias dos alimentos

COMpOoStos excessivamente por agucares.

1.3. A mucosa intestinal e o papel de nutrientes na manutencdo da homeostase

A modulagdo da resposta imune através do estado nutricional € importante para
o desenvolvimento e a manutencdo da homeostase do sistema imunoldgico. Adquirir
nutrientes essenciais para a sobrevivéncia do organismo através da alimentacao
também proporciona contato com diversas moléculas que atuam como estimulo
antigénico durante a digestdo de macromoléculas no intestino delgado (FARIA et al.,
2013). A microbiota e seus metabdlitos, além de atuar na manutencéo da arquitetura
intestinal, também s&o importantes na modulacdo da imunidade (FARIA; REIS;
MUCIDA, 2017). Sendo assim, 0s antigenos da dieta e a microbiota intestinal atuam
simultaneamente para definir o perfil imunoldgico, desencadeando uma resposta nao
inflamatéria caracterizada pela tolerédncia aos antigenos com efeitos locais e
sistémicos (FARIA; WEINER, 2005). Alguns trabalhos ja descreveram que a
maturacgéo do sistema imune de camundongos é prejudicada apés a ingestédo de dieta
sem a presenca de macromoléculas, o que provoca alteracdes intestinais e reduz a
ativacao de células da mucosa intestinal (MENEZES et al., 2003; SOUZA, 2016).

A mucosa intestinal € a maior area de contato do organismo com o0 meio externo
e possui uma precisa organizacgao fisioldgica e celular necessarias na manutengéo do
ambiente tolerogénico e na integridade da barreira intestinal (FARIA; REIS; MUCIDA,
2017). A superficie absortiva intestinal é especializada e adaptada para lidar com

diferentes estimulos externos, amparada por uma série de vilos e por células
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caliciformes. Os vilos aumentam a area absortiva e digestiva, ja as células caliciformes
sao responsaveis pela producdo de muco, sendo a imunoglobulina A secretada (sIgA)
a principal imunoglobulina presente no muco intestinal que exerce o mecanismo de
depuracéo de toxinas e microrganismos patogénicos, fornecendo, assim, a primeira
linha de defesa contra patdégenos (FARIA et al., 2013; MOWAT; AGACE, 2014).

O tecido linfoide associado ao intestino (do inglés gut associated lymphoid
tissue, GALT) € o maior e mais complexo 6rgéo linfoide do organismo que também
atua na manutencdo de um ambiente tolerogénico através de diversas estruturas,
incluindo placas de Peyer, linfocitos da lamina proépria, linfocitos intraepiteliais e os
linfonodos mesentéricos (do inglés mesenteric lymph nodes, MLNs) (MOWAT, 2003;
WEINER et al., 2011). Os MLNs sao érgaos que drenam partes especificas de acordo
com a regido intestinal, proporcionando o encontro de células imunes migratérias e,
com isso, exercem papel importante nas vias de recirculagéo periférica (ESTERHAZY
et al., 2019). A lamina propria, disposta abaixo da camada epitelial, possui vasos
sanguineos e linfaticos que comunicam com MLNSs, facilitando a organizagdo de uma
resposta imune efetora através de seus componentes celulares como linfocitos,
plasmacitos e células apresentadoras de antigenos (MOWAT; AGACE, 2014).

As células apresentadoras de antigenos incluem subpopula¢cées de fagocitos
mononucleares, por exemplo células dendriticas (do inglés dendritic cells, DCs) e
macréfagos que estdo localizados na lamina prépria, capturaram antigenos no limen
intestinal e migram para os MLNs para induzir a resposta imunoldgica de acordo com
o estimulo (MOWAT; AGACE, 2014). As DCs prevalentes na mucosa intestinal
apresentam subconjuntos que envolvem a expressdo de CD103 e CD11b em suas
membranas e um mecanismo dependente do receptor da quimiocina CCR7 para a
migracao para os MLNs, contribuindo para a manutengao da integridade intestinal e a
diferenciacdo de células TCD4*. Os subconjuntos de DCs caracterizados por
CD103*CD11b* possuem um papel importante na diferenciacdo de respostas do tipo
T2 e TH17, a expressao de CD103*CD11b  com a geracédo de células Tul, ao passo
gue populacdes de DCs CD103" estao relacionadas com inducao de Treg € promover
a troca de IgA (FLORES-LANGARICA et al., 2012, 2018).

O microambiente intestinal possui um papel muito importante na polarizacao
das fungcbes imunes. Algumas pesquisas descrevem que um microambiente com
citocinas inflamatorias, como IFN-y e IL-12, induz a expresséao do fator de transcricdo

T-bet (do inglés T-box expressed in T cells) e inicia a diferenciacéo de céelulas TCD4*
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virgens em Tnl (SAHPUTRA et al., 2019; SZABO et al., 2000; YU et al., 2014). Este
processo resulta na producéo de IFN-y e TNF-a que possuem papel importante na
ativacdo de macrofagos e na troca de isotipo de imunoglobulinas (REEVES et al.,
2011). Por outro lado, o aumento da citocina IL-4 polariza um perfil tipo Tu2 por meio
da expressao dos fatores de transcricdo GATA-3 (do inglés GATA-binding protein 3)
e STAT-6 (do inglés signal transducer and activator of transcription 6) (SAHPUTRA et
al., 2019; SZABO et al., 2000; YU et al., 2014), resultando na producéo de IL-4, IL-5 e
IL-13, envolvidas nas respostas imunes aos helmintos e na producao de anticorpos,
especialmente IgE (REEVES et al., 2011).

Atarashi, Tanoue e Honda (2010) descreveram que a diferenciacéo de células
Tul7 nos MLNs provavelmente ocorre pela ativagéo de células dendriticas na lamina
prépria por moléculas derivadas da microbiota comensal. A citocina TGF-B induz a
expressdo do principal fator de transcricdo para a diferenciacdo de células TCD4*
virgens em THl7, o RORyT (do inglés fator retinoic acid-related orphan receptor
gamma t), na presenca de outras citocinas como IL-6 e IL-23. Porém, o TGF- sozinho
é incapaz de iniciar a diferenciagdo de Tnl7 porque também induz a expresséo de
FoxP3, fator de transcricdo essencial para diferenciacdo de células T reguladoras
(Treg) (ATARASHI; TANOUE; HONDA, 2010). As células TH17 produzem IL-17 e séo
mediadoras importantes de uma série de doencgas autoimunes, incluindo a artrite
reumatoide e doenca inflamatoria intestinal, jA as Treg tém um papel essencial na
regulacdo da resposta imune e na manutencdo da auto tolerancia (REEVES et al.,
2011).

ApGs a diferenciagéo das células ativadas nos MLNs, havera respostas imunes
locais, ou seja, na mucosa, e repercussdes em todo organismo, dado que este local
possui conexdes com o sistema imune periférico e sistémico (FARIA et al., 2013).
Além de atuar em doencas autoimunes, as células Tul7 tém papel fundamental na
mucosa intestinal, principalmente em fungbes relacionadas a manutencdo da
integridade da barreira intestinal, a modulacdo de popula¢cdes microbianas. Neste
sentido, os linfocitos Twl7 reforcam as unides intracelulares (tight-junctions)
estabelecidas entre as células epiteliais intestinais, como a associacdo de claudina
(KINUGASA et al., 2000). Também estdo envolvidos na expressdo da mucina em
células caliciformes, além de induzir o recrutamento de neutrofilos do sangue para a
lamina prépria intestinal via CXCL-1 e CXCL2 (AUJLA; DUBIN; KOLLS, 2007; CHEN
et al., 2003).
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Os nutrientes da dieta sdo pecas-chave para a diferenciacdo de células na
mucosa e ha manutencao da integridade da barreira intestinal. O acido retindico, por
exemplo, ao ser metabolizado por DCs presentes nos MLNs direciona a diferenciagao
de células TCD4* em células Treg (HOUSTON et al., 2016). Além disso, a frutose foi
capaz de reprogramar vias metabdlicas de mondcitos estimulados por
lipopolissacarideos (LPS) de forma a favorecer um fendtipo inflamatério e o
metabolismo oxidativo, uma vez que produziram niveis elevados de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF, e direcionaram o piruvato para o ciclo do
acido citrico, respectivamente (JONES et al., 2021).

A microbiota intestinal é diretamente afetada pela dieta, o que pode modular a
permeabilidade intestinal e provocar um impacto metabdlico relacionado a
disponibilidade de nutrientes (MERINO et al., 2020). Frequentemente associada com
alto consumo de acucares simples e gordura saturada, a disbiose intestinal provoca
mudancas no repertorio microbiano de modo a prevalecer propriedades patobiontes
(SATOKARI, 2020). O excesso de glicose ou frutose, especificamente, favorece uma
composicao microbiana patobionte que expressa altas concentragdes de endotoxinas,
como LPS, de bactérias gram-negativas, suprime a producdo de acidos graxos de
cadeia curta, recruta e ativa células fagociticas que expressam toll-like receptor 4
(TLR-4). O LPS, por sua vez, é uma potente endotoxina capaz de se ligar ao TLR-4 e
desencadear vias de sinalizacdo de citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a, com
significativos efeitos metabdlicos envolvidos no desenvolvimento de DCNTs
(MOREIRA et al., 2012; SATOKARI, 2020). Todo este processo em conjunto provoca
inflamacdo da mucosa intestinal, aumenta a permeabilidade e a penetracdo de
patbgenos na corrente sanguinea, e prejudica a funcdo hepatica (JANG et al., 2018;
LAMBERTZ et al., 2017).

A metabolizacdo intestinal de carboidratos € importante para prevenir a
distribuicBo excessiva para outros oOrgdos como o figado, conforme descrito
anteriormente. Altas quantidades de glicose e frutose sobrecarregam a capacidade
metabdlica intestinal e aumentam a quantidade que é transportada para o figado, o
gue provoca em longo prazo a sindrome metabdlica (ANDRES-HERNANDO et al.,
2020). Alguns trabalhos descrevem que o consumo excessivo de aclcar aumenta 0s
transportadores intestinais GLUT2 e GLUT5, e a expressédo de grelina, hormonio
regulador da saciedade em humanos (RITZE et al.,, 2014), além de reduzir a

expressdo de ocludina e claudina em camundongos, proteinas importantes para
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estabelecimento da barreira do epitélio intestinal (KAWABATA et al., 2019;
VOLYNETS et al., 2017).

1.4. As consequéncias do consumo excessivo de carboidratos na mucosa

intestinal

Adotar habitos alimentares baseados em alimentos ultraprocessados, estes
ricos em gorduras, acuUcares refinados e sodio vém sendo associado ndo s6 as
DCNTs, mas também as desordens psicologicas, como depressdo e ansiedade
(MARTINS DE CARVALHO et al., 2019; SANTOS et al., 2018), as doencas
inflamatorias intestinais e doencas autoimunes, como a esclerose multipla (AGUIAR
et al., 2018; ZHANG et al., 2019). Por ser a principal superficie de absorcao dietética,
a mucosa intestinal possui um importante mecanismo tolerogénico capaz de interagir
constante e simultaneamente com nutrientes e a microbiota. Porém, quantidades
exacerbadas de sodio e agcucares aumentam a producado mitocondrial de espécies
reativas de oxigénio e, consequente, ativa TGF-f3 que na presencga de IL-6 promove a
diferenciacdo de células TCD4* em TH17 devido a sinalizacdo intracelular. Assim,
desequilibrio entre células Treg € as células inflamatorias THl, Th2 e Tul7 devido ao
excesso destes nutrientes pode favorecer o desenvolvimento de algumas patologias
do intestino, como doencga de Chron e colite ulcerativa (AGUIAR et al., 2018; ZHANG
et al., 2019).

De forma semelhante, a dieta rica em sédio, gordura e carboidratos refinados
e pobre em fibras e micronutrientes tem sido relacionada a progressédo de doencas
oncolégicas (DE VRIES et al., 2017). O consumo exagerado de glicose e frutose por
camundongos sobrecarregou a capacidade absortiva do intestino delgado e aumentou
as concentracfes desses acucares no célon. As células tumorais localizadas no
intestino delgado e grosso se beneficiaram da concentracdo elevada de frutose e
expressaram altos niveis do receptor GLUT5 para transportar e metabolizar a frutose,
favorecendo seu crescimento e desenvolvimento (GONCALVES et al., 2019).

A mucosite é um efeito colateral comum em pacientes em tratamento
oncoldgico pois, além de afetar células cancerosas, também atinge as células
epiteliais da barreira mucosa gastrointestinal. Esta condicdo é caracterizada pela
inflamacé&o da mucosa gastrointestinal devido a apoptose de células epiteliais, perda

da integridade e da barreira epitelial que podem levar a formagdo de Ulceras
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(GENEROSO et agl., 2015; VLIET et al.,, 2010). O farmaco 5-fluorouracil (5-FU),
amplamente utilizado no tratamento de cancer, € capaz de induzir mucosite em
modelos experimentais provocando danos como perda de peso, infiltragcdo de
neutroéfilos e achatamentos dos vilos intestinais (MAIOLI et al., 2014; SOARES et al.,
2008; TRINDADE et al., 2018).
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2. JUSTIFICATIVA

O estado nutricional é capaz de modular a resposta imunolégica do individuo e
0 intestino € o principal local de absor¢cdo de nutrientes. Nesse ambito, a literatura
cientifica dispde de poucos dados relacionados aos efeitos do consumo excessivo de
bebidas acucaradas no sistema imune de mucosa intestinal, especificamente no
intestino delgado. Sendo assim, compreender tais alteracdes pode ajudar a esclarecer
a relacdo de risco entre o consumo excessivo de glicose e frutose no organismo e o
desenvolvimento de doencas crbnicas, bem como a susceptibilidade a doencas

inflamatorias intestinais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito de bebida acucarada no perfil de resposta imune de mucosa
intestinal para verificar se ocorre aumento da susceptibilidade a doencas inflamatorias

em camundongos C57BL/6.

3.2. Objetivos especificos

» Avaliar se a sindrome metabdlica provocada pelo excesso de carboidrato
simples interfere na arquitetura e no sistema imune de mucosa do intestino delgado.

= |dentificar se a bebida acucarada provoca mudancas no perfil celular imune do
baco como 6rgao sistémico.

» Investigar se 0 consumo excessivo de aclcares é capaz de alterar a morfologia
e de modificar o perfil celular do tecido adiposo epididimal.

»Analisar a frequéncia de células TCD4* nos linfonodos mesentéricos
compartimentalizados, apds o consumo de bebida agucarada.

»Verificar se a bebida acucarada interfere na dindmica da mucosite

experimental.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Camundongos machos C57BL/6 ou C57BL/6-GFP-knock-in para o fator de
transcricdo FoxP3 com 6 a 8 semanas de idade foram agrupados e mantidos em
gaiolas coletivas (maximo 5 animais/gaiola) no biotério do Laboratério de
Imunobiologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas
Gerais (ICB/UFMG), Belo Horizonte, Minas Gerais. Os camundongos C57BL/6-GFP-
knock-in para FoxP3 foram utilizados para analisar a frequéncia celular de linfocitos
Treg NOS tecidos pelo método de citometria de fluxo. Durante toda experimentacédo os
animais tiveram livre acesso a agua e alimentacdo. Este projeto foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG sob protocolo nimero
126/2020 (Anexo 1).

4.2. Dieta experimental, bebida agucarada e ingestao alimentar

Os animais foram alimentados com a dieta AIN-93G (American Institute of
Nutrition - growth) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993), que é recomendada como
dieta experimental por apresentar composicdo de acordo com as necessidades
nutricionais de roedores, e por possibilitar modificacbes de acordo com as diferentes
aplicacdes devido a facilidade de producédo e adaptacdo a protocolos especificos. A

composicao da dieta € descrita na Tabela 1.



Tabela 1 — Composicao da dieta experimental AIN93G

Ingredientes g/kg de dieta

Amido de milho 397,486
Caseina lactea 200
Amido dextrinizado 132
Sacarose (agucar cristal) 100
Oleo de soja 70
Celulose MC-101 50
Mix mineral AIN93G 35
Mix vitamina 10
L-cistina 3
Bitartarato de colina 2,5
Tert-butylhydroquinone (BHT) 0,014
Total (g) 1000
Kcallg 3,95
Composicao centesimal de macronutrientes (%/kg)

Carboidratos 64

Proteina 20

Lipideos 16

AIN93G: dieta padrdao para roedores; g/kg:

gramas/quilo; Kcal: quilocalorias.
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A ingestdo alimentar dietética foi monitorada semanalmente durante todo o

experimento (9 semanas) através da diferenca entre a quantidade (gramas) de dieta

ofertada e o remanescente na semana seguinte.

Simultaneamente, os camundongos do grupo experimental receberam a bebida

acucarada ad libitum. A bebida foi administrada na garrafa de agua e continha 25%

de uma mistura de glicose e frutose na proporcdo 45:55, respectivamente
(GONCALVES et al.,, 2019). A Tabela 2 descreve as caracteristicas da glicose e

frutose utilizadas nos experimentos.

Tabela 2 — Informacdes moleculares da glicose e frutose

Nome Formula Molecular Peso Molecular

Concentracéo

CeH1206
HO

D-(+)-Glicose Anidra P.A. OH 180,16

o_ OH
HO 180,16
D-(-)-Frutose P.A. HQ—OH

99,50%

98,0%

Fonte: Ficha de Informacdes de Seguranca de produtos Quimicos - Neon Comercial Ltda

(adaptada).



31

O consumo liquido foi monitorado a cada trés dias durante 8 semanas, pois a
primeira semana foi de adaptacdo dos animais a dieta. O calculo se deu através da
diferenca entre o volume (mililitros) de 4gua filtrada ou bebida acucarada ofertada e o

remanescente de trés dias.

4.3. Delineamento experimental

Os animais foram separados em dois grupos: animais controle tratados com
agua filtrada (grupo agua); animais do grupo experimental tratados com 25% de
glicose e frutose na agua (grupo bebida acucarada). Durante a primeira semana foi
ofertado AIN93G e &gua filtrada para ambos os grupos de modo que os animais
pudessem se adaptar a dieta e a fim de prevenir a substituicdo do alimento sélido pela
bebida devido a saciedade advinda do excesso calorico. Sendo assim, foi
administrado bebida acucarada para o respectivo grupo experimental durante oito

semanas (Figura 2), quando j& € possivel observar alguns efeitos metabdlicos
decorrentes do excesso de carboidratos simples (GONCALVES et al., 2019).

™,
[wiP

\ . J-c-d-
Semanas ’ | : |
-1 0 8
Inicio da dieta  25% bebida agucarada ad libitum Eutanasia
(AIN93G) Glicose — frutose (45:55) (Coleta de sangue, linfonodos

mesentéricos, baco, tecido adiposo,
figado, intestino, musculo
gastrocnémico)

Figura 2: Delineamento experimental.

Camundongos C57BL/6-GFP-knock-in FoxP3 foram alimentados com dieta AIN93G por uma
semana. Logo apos, se iniciou o tratamento com a bebida agucarada em 25% da agua filtrada
na proporcao 45:55 de glicose e frutose, respectivamente. A dieta foi ofertada durante todo
experimento. ApOs oito semanas de tratamento com bebida acucarada, os animais foram
eutanasiados para coleta de sangue para analises enzimaticas, linfonodos mesentéricos,
baco e tecido adiposo para andlises de citometria de fluxo, figado, intestino e musculo
gastrocnémico para confeccdo de laminas histologicas.

4.4. Medida de peso corporal

Os animais foram pesados semanalmente no mesmo dia e horario, a
temperatura local se manteve em aproximadamente 26°C, mantendo constante a

temperatura corporal dos animais para reduzir possiveis interferéncias na afericdo. A
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meédia do ganho de peso corporal de cada grupo foi avaliada pela diferenca de peso
entre as respectivas semanas de tratamento com a semana zero (peso inicial) e
expressa através da curva de crescimento. O peso dos camundongos foi determinado
em gramas com auxilio de balanca eletronica de precisdo (Marte — modelo AS2000c)

com seis casas decimais.

4.5. Eutanasia e coleta de amostras

Os animais foram anestesiados utilizando 100uL de solucdo de 25% de
Cloridrato de Quetamina e 25% Xilazina diluidas em 50% de salina fisiologica,
aplicada via intraperitoneal. O sangue foi coletado através de pulsdo cardiaca,
transferido para microtubos e centrifugados a 12000rpm por 20 minutos para
separacdo do soro, seguido da coleta e armazenamento a -20°C para andlises
posteriores. Apds a eutanasia, os linfonodos mesentéricos, baco, tecido adiposo,
musculo gastrocnémico da perna direita, lobo esquerdo do figado e intestino delgado
foram coletados. O peso do tecido adiposo e do musculo gastrocnémico foi
determinado em miligramas com auxilio de balanca digital de precisdo (Commerce

Brasil, modelo CBRN05529) com cinco casas decimais.

4.6. Célculo do indice de adiposidade

Para avaliar um dos parametros de obesidade nos animais foi utilizado o indice
de adiposidade. Antes da eutanasia, os camundongos foram pesados e, apds a coleta
do sangue, o tecido adiposo epididimal foi retirado e pesado (TAYLOR; PHILLIPS,
1996). Em seguida, realizou-se o seguinte célculo:

peso do tecido adiposo epididimal

indice de Adiposidade = -
peso corporal final
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4.7. Analise de perfil glicémico e lipidico

a. Glicemia e glicosuria pos-prandial e de jejum

Os niveis de glicose poés-prandial foram definidos por teste enzimatico
colorimétrico de acordo com as instrucbes de uso do KIT Bioclin Glicose
Monoreagente (referéncia K082). As amostras de soro, o reagente padréo e o branco
(controle negativo) foram adicionadas a placa de poliestireno (Sarstedt) devidamente
identificadas, homogeneizadas e deixadas a 37°C por 10 minutos. A leitura da
absorbancia foi realizada em leitor automatico (Bio-RadiMark™ Microplate Reader)
em comprimento de onda 490nm. O resultado € expresso pela média de cada grupo

em mg/dL calculado através da seguinte equacao:

(absorbancia da amostra x 100)

Gli dL) =
icose (mg/dL) absorbancia do padrio

A glicemia de jejum noturno (6 horas) foi mensurada através de glicosimetro de
tiras (Accu-Chek Active — Roche Diabetes Care) apés a coleta de uma gota de sangue
da cauda dos camundongos. Os niveis de glicose de cada animal foram definidos em
mg/dL e o resultado expresso pela média do grupo.

A glicosuria pos-prandial e de jejum também foram determinadas com auxilio
de glicosimetro de tiras (Accu-Chek Active — Roche Diabetes Care) apds a coleta de
uma gota de urina de cada animal. O resultado € apresentado pela média de cada

grupo em mg/dL.

b. Hemoglobina glicada

A anélise de hemoglobina glicada de jejum no soro dos animais foi realizada
pelo método de cromatografia no laboratorio TECSA — Tecnologia em Sanidade
Animal. O resultado é apresentado pela frequéncia média de hemoglobina glicada em

cada grupo.
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c. Insulina endbgena

A andlise de insulina enddgena de jejum no soro dos animais foi realizada
pelo método de ELISA no laboratério TECSA — Tecnologia em Sanidade Animal. O

resultado é apresentado pela média de cada grupo em mcUl/ml.

d. Colesterol e triglicérides pés-prandial e de jejum

A caracterizacao do perfil lipidico de jejum (6 horas) se deu através da coleta
de 200uL de sangue na veia submandibular (GOLDE; GOLLOBIN; RODRIGUEZ,
2005) dos camundongos.

Para avaliar os niveis de colesterol total e de triglicérides foi realizado teste
enzimatico colorimétrico de acordo com as instru¢des de uso do KIT Bioclin Colesterol
Monoreagente (referéncia KO83) e Triglicérides Monoreagente (referéncia K117). As
amostras de soro (pés-prandial e de jejum), o reagente padrdo e o branco foram
adicionadas a placa de poliestireno (Sarstedt) devidamente identificadas,
homogeneizadas e deixadas a 37°C por 10 minutos. A leitura da absorbancia foi
realizada em leitor automatico (Bio-RadiMark™ Microplate Reader) em comprimento
de onda 490nm. O resultado é expresso pela média de cada grupo em mg/dL

calculado através da seguinte equacao:

absorbancia da amostra

Colesterol dL) = 200
olesterol (mg/dL) absorbancia do padrio

(absorbancia da amostra x 100)

Triglicérides (mg/dL) = absorbancia do padrio

A determinacdo da lipoproteina de baixa densidade (do inglés low density
lipoproteins, LDL) de jejum e pés-prandial foi realizada pelo teste enzimatico
colorimétrico de acordo com as instrugdes de uso do KIT Bioclin LDL direto (referéncia
K088). As amostras de soro, o reagente calibrador reconstituido e o branco (controle
negativo) foram adicionadas a placa de poliestireno (Sarstedt) devidamente
identificadas, homogeneizadas e ap0s 5 minutos de incubacdo a 37°C foi medido a

absorbancia em 595nm. Em seguida, o reagente de cor foi adicionado aos poc¢os e
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homogeneizado para realizacéo de nova leitura apos 5 minutos de incubacédo a 37°C.
O resultado é expresso pela média de cada grupo em mg/dL calculado através da

seguinte equagao:

(AZ - Al)amostra
Xn

Colesterol LDL (mg/dL) =
( g/ ) (AZ - Al)padréo
A1= absorbancia 1.
A= absorbancia 2.

n= concentra¢ao do calibrador.

A dosagem da lipoproteina de alta densidade (do inglés high density
lipoproteins, HDL) foi realizado por teste enzimatico colorimétrico de acordo com as
instrucdes de uso do KIT Bioclin Colesterol HDL enzimatico (referéncia KO15). Apés a
precipitacdo das LDL, VLDL e quilomicrons das amostras, o sobrenadante, o padréo
e 0 branco (controle negativo) foram adicionados a placa de poliestireno (Sarstedt)
devidamente identificadas, homogeneizadas e deixadas em banho-maria 37°C por 5
minutos. A leitura da absorbéancia foi realizada em leitor automatico (Bio-RadiMark™
Microplate Reader) em 490 nm. O resultado é expresso pela média de cada grupo em

mg/dL calculado através da seguinte equacao:

absorbancia da amostra

Colesterol HDL (mg/dL) = absorbancia do padiao x 80

A fracéo aterogénica de jejum e pds-prandial, ou seja, o colesterol ndo-HDL (n-
HDL), é apresentada pela média de cada grupo em mg/dL como resultado da seguinte

equacao:

n—HDL = CT — HDL

CT= colesterol total.

4.8. Avaliacédo da Permeabilidade Intestinal

Para avaliar a permeabilidade intestinal, os animais receberam 0,1 mL de

solucéo de acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) contendo 18,5 MBq de 99 m-
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tecnécio (*®MTc). Apdés 4 horas, os animais foram anestesiados, conforme descrito
anteriormente, e o sangue foi coletado por puncdo axilar para a determinacdo da
radioatividade utilizando um contador-gama (VIANA et al., 2010). Para calcular o
percentual da dose no sangue foi utilizado um padrdo com a mesma dose de *¥™Tc-
DTPA. O resultado é expresso pela porcentagem (%) da dose, utilizando a seguinte

equacao:

cpm do sangue

% da dose de *°™TC — DTPA = 100

X
cpm da dose administrada (padrao)

cpm= contagem por minuto.
4.9. Analises histoldgicas
a. Coleta e fixacéo dos tecidos

ApOs a eutanasia, o tecido adiposo, o intestino delgado (fragmentado em
duodeno, jejuno e ileo) e o lobo esquerdo do figado dos animais foram retirados e
fixados em solucdo de formol 10% até o processamento. Os tecidos foram
desidratados através de sucessivas imersées em concentracdes crescentes de alcool,
imersos em xilol e incluidos em parafina para formacdo de blocos contendo o0s
fragmentos dos tecidos. Cortes histologicos foram realizados em micr6tomo em
seccoes de 4um de espessura. A parafina foi removida em estufa a 96°C por 15
minutos para a coloragdo com hematoxilina-eosina (HE). Para montagem, as laminas
foram lavadas em agua corrente, contra coradas com eosina e imersas em cubas de
alcool e de xilol. As imagens foram capturadas por uma microcamera JVC TK-

1270/RGB em aumento de 100x ou 200x e analisadas com auxilio do software ImageJ.
b. Analises morfolégicas do intestino delgado
As imagens foram obtidas em aumento de 100x para avaliar a morfometria do

dos vilos e o numero de células caliciformes de cada por¢cao do intestino delgado

(duodeno, jejuno e ileo).
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Dois vilos integros por seccao histolégica foram medidos a partir da regido
basal até seu apice, descontando-se as criptas, com auxilio de laminula milimetrada

(Figura 3). O resultado foi expresso pela média de 20 vilosidades de cada amostra.

,'\"

100 pm

Figura 3: Exemplo do campo utilizado para anélise morfométrica dos vilos intestinais.

As células caliciformes das por¢des do intestino delgado foram identificadas e
selecionadas através de diferentes pixels nas imagens capturadas das laminas
histoldgicas coradas pela técnica HE em aumento de 100x (MOWAT; AGACE, 2014).
Foram consideradas todas as células caliciformes presentes nos vilos do duodeno,
jejuno e ileo (desconsiderando-se as criptas) de 10 campos diferentes em cada
animal. O resultado é apresentado como a média de células caliciformes em 10

campos por animal.
c. Quantificacdo de degeneracdo hepatica

A degeneracdo hepatica foi caracterizada pela presenca de vacuolos
citoplasmaticos nas imagens obtidas em aumento de 200x. O resultado representa a
média de sinais degenerativos em 10 campos aleatérios por animal.
d. Analises morfoldgicas do tecido adiposo

Para avaliar o diametro dos adipécitos (aumento de 200x) determinou-se a

meédia da area (um?) de 50 adipdcitos em campos aleatérios de cada animal; o nUmero

de estruturas tipo coroa (ETC), definidas como leucdcitos que circundam os adipécitos
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(LUCK et al., 2019; PEREIRA et al., 2012), foi quantificado em 10 campos de cada

animal. O resultado foi expresso pela média de ETC em 10 campos por animal.

4.10. Obtencéo de células de 6rgéaos linfoides e do tecido adiposo

a. Baco e linfonodos mesentéricos

O baco e os linfonodos mesentéricos compartimentalizados de cada animal
foram retirados e mantidos em meio RPMI 1640 (Gibco) pH 7,2 acrescido de 10% de
soro fetal bovino (SFB), 2mM de L-glutamina, 25 mM de HEPES (Sigma), 50uM de [3-
mercaptoetanol (Amersham Pharmacia Biotech), 20ug/mL de sulfato de gentamicina,
1mM de piruvato de sédio e 0,1mM de aminoacidos ndo-essenciais. Os orgaos foram
homogeneizados em 1mL de meio completo com auxilio de laminas com
extremidades foscas friccionando-as uma a outra. O homogeneizado celular foi
centrifugado durante 10 minutos a 500g a 4°C em tubos conicos de 15mL. Para os
linfonodos mesentéricos, o sedimento celular foi ressuspendido em 200uL de meio
RPMI completo. O sedimento do baco foi acrescido de 9mL de agua bidestilada para
lisar as hemacias e, em seguida, adicionou-se 1mL de tampao fosfato (PBS) 10 vezes
concentrado para ajustar a osmolaridade, sendo novamente centrifugado e
ressuspendido em 500uL de meio RPMI completo. As células viaveis foram
quantificadas utilizando camara de Neubauer e o corante Azul de Tripan a 0,4%.

b. Tecido adiposo

Para obter a suspencao de células do tecido adiposo epididimal foi retirado
aproximadamente 200mg por animal. O tecido foi fragmentado em tamanho menor e
mantido sob agitacdo em homogeneizador orbital a 37°C por 1 hora em meio RPMI
acrescido de 2mg/mL de colagenase tipo Il (Sigma) e 150ug/mL de
desoxirribonuclease | (DNAse 1) (Sigma). Em seguida, a reacdo de digestdo da
colagenase foi interrompida ao alocar o recipiente com as amostras no gelo por 5
minutos. O homogenato foi filtrado em filtro de células de nylon de 100um e adicionado
ao meio RPMI com 5% SFB até completar 10mL em tubos conicos de 50mL. As
amostras foram centrifugadas durante 10 minutos a 500g a 4°C e, apos, o

sobrenadante, que consistia na camada de gordura, foi cuidadosamente descartado
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e apenas os leucdcitos foram coletados com auxilio de pipeta Pasteur de vidro e
transferidos para tubos conicos de 15mL, tendo o volume ajustado para 2mL com
RPMI acrescido de 5% SFB. ApGs a centrifugacdo a 500g por 10 minutos a 4°C, o
sedimento com as células foi ressuspendido em meio RPMI completo (CHO; MORRIS;
LUMENG, 2014). As células viaveis foram gquantificadas através de contagem em

camara de Neubauer usando Azul de Tripan a 0,4% para coloracdo de células mortas.

4.11. Analises por Citometria de Fluxo

a. Imunofenotipagem

O fendtipo celular e a expressédo de determinadas moléculas em diferentes
orgaos foram avaliadas pela técnica de citometria de fluxo. As células obtidas dos
orgaos linfoides e do tecido adiposo foram lavadas com PBS acrescido de 0,5% de
albumina de soro bovino (do inglés bovine serum albumin, BSA) (PBS-wash) e
incubadas em placas de poliestireno por 30 minutos com Fc-block (anti-CD16/32 — BD
Biosciences). Apés lavar e centrifugar as placas, foram adicionados 10uL de variadas
combinac¢des de anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos reativos para
moléculas de superficie (previamente diluidos) e incubadas por 30 minutos a 4°C em
abrigo de luz. Para a marcacao intracelular dos fatores de transcricdo, apos a primeira
etapa, foi utilizado KIT de fixacdo/permeabilizacéo (e-Bioscience) e, em seguida, as
amostras foram incubadas por 30 minutos ao abrigo de luz com anticorpos
monoclonais conjugados com fluorocromos reativos para moléculas intracelulares.
Apés lavar com PBS-wash e centrifugar, as amostras foram fixadas com 200uL de
solucdo contendo 1% paraformoldeido durante 30 minutos, lavadas novamente e
armazenadas em PBS a 4°C para leitura no citbmetro. As suspensdes celulares foram
transferidas para tubos de leitura apropriados (7,5 cm x 1cm), armazenadas a 4°C e
protegidas de luz. A aquisicdo das amostras foi realizada no citbmetro FACScanto I
acoplado a um computador com o software Diva (BD Biosciences). As popula¢cdes de
interesse foram delimitadas a partir de um grafico que permite identificar o tamanho e
a granulosidade das células pelo padréo de disperséo do laser apos a aquisicao das
amostras (Forward Scatter - FSC x Side Scatter - SSC), sendo adquiridos 50000 a
100000 eventos para as analises de linfocitos. Para determinar os canais positivos e

criar o delineamento das andlises foram realizadas marcagfes de células simples,
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leitura de células na auséncia de marcadores e o método fluorescence minus one
(FMO) (ROEDERER, 2001; TUNG et al., 2004). As analises posteriores e a
determinacao das populacdes positivas e negativas de cada marcador, bem como o
nivel de expressdo das respectivas moléculas, foram realizadas com auxilio do
software FlowJo (BD Biosciences).

Os fluorocromos associados aos anticorpos (Tabela 3) utilizados para analise
das células do baco, MLNs e TA foram: ficoeritrina (PE) conjugado com RORyT;
isotiocianato de fluoresceina (FITC) conjugado com FoxP3; peridinina clorofila
(PerCP) Cy5.5 conjugado com CD3; aloficocianina (APC) conjugado com CD45; APC-
Cy7 conjugado com CD4; Pacific blue conjugado com T-bet; amycyan conjugado com
Live/Dead (L/D).

Tabela 3 — Anticorpos utilizados para marcacéo de citometria de fluxo

Molécula | Anticorpo | Marca

L/D Amycyan Invitrogen
CD45 APC eBioscience
CD3 PerCP-Cy5.5 BiolLegend
CD4 APC-Cy7 BD Biosciences
T-bet Pacific blue BD Biosciences
RORyT PE BD Biosciences
FoxP3 FITC *

Fc-block - BD Biosciences

*Camundongo C57BL/6 green fluorescent protein (GFP)

b. Estratégia de analise das popula¢cfes de interesse

As células extraidas do baco, MLNs e TA foram avaliadas por citometria de
fluxo para identificar o perfil celular e a frequéncia de linfocitos TCD4*. A identificacéo
foi realizada pela selecdo padrao para leucécitos por tamanho (FSC-A) e
granulosidade (SSC-A) e, em seguida, as populacdes positivas e negativas foram

separadas de acordo com os marcadores utilizados (Figuras 4, 5 e 6).
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Figura 4: Imunofenotipagem de linfécitos TCD4* no baco.

Foram selecionados os singlets (FSC-A x FSC-H). Células vivas foram selecionadas pelo
marcador Live/Dead (LD). Os leucécitos foram selecionados com base no tamanho e
granulosidade celular (SSC-A x FSC-A) e pelo marcador CD45. Os linfécitos foram
selecionados pela expressdo de CD3 e os linfocitos T helper pela expressdo de CD4. As
populacdes Twl, Tul7 e Ty foram definidas pela expressdo de T-bet, RORyT, FoxP3,
respectivamente.
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Figura 5: Imunofenotipagem de linfécitos TCD4* nos linfonodos mesentéricos.
Foram selecionados os singlets (FSC-A x FSC-H). Células vivas foram selecionadas pelo
marcador Live/Dead (LD). Os leucécitos foram selecionados com base no tamanho e
granulosidade celular (SSC-A x FSC-A) e pelo marcador CD45. Os linfécitos foram
selecionados pela expressdo de CD3 e os linfocitos T helper pela expressdo de CD4. As
populacdes Twl, Tul7 e Ty foram definidas pela expressdo de T-bet, RORyT, FoxP3,

respectivamente.
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Figura 6: Imunofenotipagem de linfocitos TCD4* no tecido adiposo.

Foram selecionados os singlets (FSC-A x FSC-H). Células vivas foram selecionadas pelo
marcador Live/Dead (LD). Os leucdcitos foram selecionados com base no tamanho e
granulosidade celular (SSC-A x FSC-A) e pelo marcador CD45. Os linfécitos foram
selecionados pela expressdo de CD3 e os linfocitos T helper pela expressdo de CD4. As
populagdes Tul, Tul7 e Ty foram definidas pela expressdo de T-bet, RORyT, FoxP3,
respectivamente.

4.12. Inducéo de Mucosite

A fim de estudar os efeitos da ingestdo de bebida agucarada na mucosite, foi
delineado um segundo protocolo experimental (Figura 7). Animais submetidos ou néo
a ingestdo de bebida acucarada por 8 semanas foram divididos em grupos com ou
sem inducdo de mucosite: controle (CTL) + 4gua, CTL + bebida agucarada, mucosite
(MUC) + agua, MUC + bebida agucarada. Para inducdo de mucosite experimental, 0s

camundongos receberam injecao intraperitoneal (i.p.) de 300mg/kg de 5-fluorouracil
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(5-FU). Os animais sem inducéao de mucosite receberam injecéo i.p. do mesmo volume
de solucéo salina estéril (MAIOLI et al., 2014). Durante 3 dias 0s animais continuaram
recebendo o tratamento com agua ou bebida agucarada. Apds 72 horas da injecéo de
5-FU, os animais foram sacrificados e o sangue foi coletado para analisar a
permeabilidade intestinal, conforme descrito anteriormente, e a atividade de

mieloperoxidase (MPO).
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Figura 7: Delineamento experimental e indugdo de mucosite com 5-FU.

Camundongos C57BL/6 foram alimentados com dieta AIN93G por uma semana e, logo apés,
se iniciou o tratamento com a bebida agcucarada em 25% da agua filtrada por oito semanas.
A dieta foi ofertada durante todo experimento. Na oitava semana, os camundongos dos grupos
Agua + MUC e Bebida acucarada + MUC receberam injecéo intraperitoneal (i.p.) de 300mg/Kg
de 5-FU para inducéo de mucosite. Os grupos controles Agua CTL e Bebida agucarada CTL
receberam o mesmo volume de solugéo salina. Apds 72 horas, os animais foram eutanasiados
para analisar a permeabilidade intestinal e a atividade de mieloperoxidase (MPO).

a. Peso corporal

O peso corporal de cada grupo foi monitorado durante 3 dias consecutivos e a
perda de peso foi avaliada pela diferenca (A) do peso inicial e o peso 72 horas apés a
administracdo de 5-FU ou salina. O resultado é expresso pela média do A de cada
grupo. O peso dos camundongos foi determinado em gramas com auxilio de balanca
eletronica de precisdo (Marte — modelo AS2000c) com seis casas decimais.

b. Atividade de mieloperoxidase

A atividade neutrofilica no ileo foi estimada indiretamente através da medida de
MPO. Resumidamente, 100mg de tecido foram homogeneizados em 1,9mL de PBS
(pH 4,7) com auxilio de homogeneizador de tecido, centrifugado a 10000 rpm por 10
minutos a 4°C, logo apoés o precipitado foi submetido a lise hipotonica (500uL de NacCl
0,2%), seguido da lise de hemacias através da adicdo de 500uL de solucdo de NaCl
1,6% contendo 5% de glicose e novamente submetido a centrifugagcédo. O sedimento

foi ressuspendido em PBS (pH 5,4) contendo 0,5% de brometo de
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hexadeciltrimetilaménio (PBS-HTAB) e homogeneizado. Aliquotas de 1mL da
suspensao foram transferidas para microtubos de 1,5mL, submetidas a trés ciclos de
congelamento/descongelamento  utilizando nitrogénio liquido e novamente
centrifugadas a 10000rpm por 10 minutos. Para o ensaio enzimatico, 25uL do
sobrenadante das amostras diluidos em PBS (pH 5,4) e 25uL do substrato
tetrametilbenzidina (TMB) foram adicionados em placa de 96 pocos e incubados por
5 minutos a 37°C; em seguida, foram adicionados 100uL perdxido de hidrogénio (H202
— 0,5mM) e realizada nova incubacao por 5 minutos a 37°C (LEONEL et al., 2013,
adaptado). A reacao foi interrompida pela adicdo de 100uL de acido sulfurico (H2SOa4
— 1M). A leitura da absorbancia foi realizada em leitor automatico (Bio-RadiMark™
Microplate Reader) em comprimento de onda de 450nm e os resultados sé&o

expressos como unidades relativas.

4.13. Andlise estatistica

Nas avaliagcbes das diferencas estatisticas entre as variaveis utilizou-se o
software GraphPad Prism 9. O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi utilizado para
determinar a distribuicdo das amostras e, em seguida, foram executados os testes t

de Student ou Two-way ANOVA considerando-se o nivel de significancia p<0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Aingestao de bebida agucarada altera o padréo alimentar de camundongos
C57BL/6

O tratamento com a bebida acucarada aumentou significativamente (p<0,05) o
consumo hidrico dos animais (Figura 8 A), ao passo que diminuiu a ingestéo alimentar
neste grupo quando comparado ao grupo controle (Figura 8 B), provavelmente devido
a saciedade advinda dos carboidratos presentes na suplementacéo na bebida. Com
isso, houve aumento na densidade energética cumulativa ingerida pelo grupo bebida
acucarada (Figura 8 C), sendo que a maior parte das calorias foram provenientes de
carboidratos simples (Figura 8 D), ou seja, monossacarideos e dissacarideos.
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Figura 8: Camundongos C57BL/6 alimentados com dieta AIN93G e que ingeriram bebida
acucarada consomem mais carboidratos simples e tém maior ingestao caldrica.

(A) Média do consumo de agua filtrada ou bebida acucarada durante 8 semanas (n=8).

(B) Média do consumo alimentar de camundongos C57BL/6 alimentados com dieta AIN93G
monitorado durante 9 semanas (n=9).
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(C) A ingestao calbrica cumulativa representa o somatorio de calorias totais da dieta AIN93G
e da suplementac¢do com carboidratos na dgua do grupo bebida agucarada (n=9). O resultado
€ apresentado pela média de ingestdo de quilocalorias (kcal) por dia de cada animal.

(D) A ingestéo de carboidratos foi calculada combinando o consumo de carboidratos (simples
e complexos) da dieta AIN93G com a suplementagédo na agua do grupo bebida acucarada
(n=9).

Barras representam valores (média *+ desvio padrdo) de um grupo; dados representativos de
3 experimentos independentes com pelo menos 8 camundongos em cada grupo; (*)
representa a diferenca entre os grupos (teste t paramétrico ndo pareado): *p=0,0252
****%n<0,0001; (ml) mililitros; (g) gramas; (kcal) quilocalorias.

5.2. O consumo excessivo de carboidratos simples interfere na composicao

corporal e no metabolismo de camundongos C57BL/6

Ao longo de nove semanas, 0 ganho de peso corporal dos camundongos foi
monitorado e 0s grupos nao apresentaram diferencas significativas em nenhuma das
semanas avaliadas (Figura 9 A e B). A analise do musculo gastrocnémico demonstra

que os animais nao perderam tecido muscular (Figura 9 C).
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Figura 9: O consumo de bebida acucarada n&o interfere no ganho de peso corporal e
no tecido muscular de camundongos.

(A) Média do ganho de peso corporal de camundongos C57BL/6 tratados com agua filtrada
(n=30) ou bebida agucarada (n=30) monitorada durante 9 semanas; dados representativos de
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3 experimentos independentes com 10 camundongos em cada grupo; o calculo foi realizado
com relacdo a semana inicial (0).

(B) Média do peso corporal referente a oitava semana de camundongos C57BL/6 que
consumiram agua filtrada (n=30) ou bebida acucarada (n=30); dados representativos de 3
experimentos independentes com 10 camundongos em cada grupo.

(C) Média da razéo entre o peso do musculo gastrocnémico da perna direita e o peso corporal
final de cada animal do grupo agua (n=9) e do grupo bebida acucarada (n=9).

Barras representam valores (média + desvio padrdo) de um grupo; (*) representa a diferenca
entre os grupos (Two-way ANOVA; teste t paramétrico ndo pareado); (g) gramas; (gastroc)
gastrocnémico.

Simultaneamente, o grupo que recebeu a bebida acucarada apresentou
acumulo substancial de tecido adiposo (TA) avaliado pelo indice de adiposidade
quando comparado ao grupo agua (Figura 10 A). Ao investigar a frequéncia de
populacdes linfocitarias TCD4* presentes no TA por citometria de fluxo, descobrimos
gue o fendtipo celular indica aumento da inflamacéo local no 6rgdo. Foi identificado
reducdo na frequéncia de células Trhl, junto a reducado de linfécitos T reguladores
FoxP3* e ao aumento de Tul7 (Figura 10 B) no grupo que consumiu a bebida
acucarada comparado ao grupo que consumiu agua.
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Figura 10: A alteracéo no perfil celular no tecido adiposo epididimal indica a presenca
de inflamacéo tecidual provocada pelo consumo excessivo de glicose e frutose.

(A) indice de adiposidade é expresso pelo peso do tecido adiposo (TA) epididimal/peso
corporal final de cada animal do grupo agua (n=16) e do grupo bebida acucarada (n=15);
dados representativos de 2 experimentos independentes.

(B) Média da frequéncia de linfocitos TCD4* Tul, Tul7 e T definidas pela expresséo de T-
bet, RORYT, FoxP3, respectivamente, no tecido adiposo epididimal de camundongos C57BL/6
FoxP3*-GFP-knock-in que consumiram agua (n=5) ou bebida agucarada (n=5) por 8 semanas.
Barras representam valores (média + desvio padrao) de um grupo; (*) representa a diferenca
entre os grupos (teste t pareado paramétrico e ndo paramétrico): *p= 0,0166; **p=0,0038; (A)
***p=0,0003; (B) ***p=0,0005.

Os niveis de glicose sanguinea de jejum apresentaram uma instabilidade
durante o experimento e foi observado hiperglicemia na dltima semana avaliada no

grupo bebida acucarada em relagdo ao grupo controle (Figura 11 A). Uma vez que
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nao foi observado aumento de peso e niveis glicémicos relacionados a diabetes, ou
seja, valores acima de 200mg/dL, que séo caracteristicas classicas da obesidade, o
proximo passo foi investigar outras caracteristicas que também pudessem evidenciar
a sindrome metabdlica devido ao excesso de consumo de carboidratos simples.

O consumo de bebida acucarada aumentou o metabolismo de glicose quando
comparada ao grupo controle, representado pelo aumento dos niveis de glicemia pos-
prandial (Figura 11 B), aumento da glicosuria pos-prandial e de jejum (Figura 11 C),
bem como aumento da hemoglobina glicada (Figura 11 D), apesar de nao haver

alteracdes na producao de insulina (Figura 11 E).
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Figura 11: O consumo excessivo de glicose e frutose interfere no perfil glicémico de
camundongos C57BL/6.

(A) Média dos niveis séricos de glicose em jejum mensurados por glicemia capilar nas
semanas 1, 4 e 8 dos animais que consumiram agua (n=7) ou bebida agucarada (n=7).

(B) Média da concentragéo sérica de glicose pds-prandial medida por reacdo enzimética dos
grupos agua (n=7) e bebida acucarada (n=6); *p=0,0375.

(C) Glicosuria representada pela média de glicose na urina pés-prandial e de jejum medida
com glicosimetro dos animais que receberam agua (n=7) ou bebida agucarada (p6s-prandial
n=>5; jejum n=7).

(D) Representacédo grafica da medida de hemoglobina glicada de jejum (n=3); *p=0,039.

(E) Representacao grafica da média de niveis séricos da insulina endogena de jejum (n=3).



50

Barras representam valores (média + desvio padrdo) de um grupo; (*) representa a diferenca
entre os grupos (Two-way ANOVA, teste t paramétrico ndo pareado): **p=0,0013; **p=0,0096;
****p<0,000194; ****p<0,0001; (mg/dL) miligramas por decilitro; (HbA1c) subtipo 1c da forma
glicada da hemoglobina A; (mcUl/ml) microunidade internacional por mililitros.

Além disso, alteracdes no perfil lipidico também foram identificadas. Houve
reducdo nos niveis de HDL e LDL e aumento do n-HDL pds-prandial (Figura 12 A),
aumento do colesterol total e n-HDL de jejum (Figura 12 B). Ja é descrito na literatura
que aumentar a ingestao de carboidratos eleva os niveis de triglicérides devido ao
acumulo de gordura (LAMBERTZ et al., 2017), sendo assim, foi observado aumento

desse metabdlito na andalise pos-prandial (Figura 12 C).
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Figura 12: Camundongos C57BL/6 tratados com bebida agucarada apresentam
alteracdes no perfil de lipideos séricos.

(A) Média da concentracao sérica medida por reacdo enzimatica de colesterol total, HDL, LDL
e calculo de n-HDL poés-prandial dos grupos agua e bebida acucarada; (n=9); *p=0,05.

(B) Média da concentracao sérica medida por reacdo enziméatica de colesterol total, HDL, LDL
e calculo de n-HDL de jejum dos grupos agua (n=7) e bebida agucarada (n=6); *p=0,0385.
(C) Média dos niveis séricos de triglicérides poOs-prandial e de jejum medida por reacéo
enzimatica (n=6).

Barras representam valores (média + desvio padrao) de um grupo (n = 9); (*) representa a
diferenca entre os grupos (teste t paramétrico ndo pareado): **p=0,0058; ****p<0,0001;
(mg/dL) miligramas por decilitro.
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5.3. A ingestdo de bebida agucarada interfere na mucosa do intestino delgado,

provoca degeneracao hepatica e a inflamacgéo do tecido adiposo epididimal

Sabendo que o intestino delgado € o principal local de absorcdo de
carboidratos, resolveu-se avaliar se havia alteracdes na estrutura da mucosa intestinal
decorrente da ingestao de bebida acucarada. Ao analisar a permeabilidade intestinal
nao foi observado alteracdes significativas (Figura 13). Na avaliacdo da estrutura das
vilosidades do duedeno e jejuno, néo foi possivel identificar alteragdes em decorréncia
do consumo de bebida acucarada (Figura 14 A, 14 B, 14 D e 14 E). Porém, a analise
histol6gica deste tecido mostrou que o consumo de bebida acucarada provoca o
achatamento dos vilos do ileo (Figura 14 G). Além disso, o numero de células
caliciformes, que sao produtoras de muco (indicadas pelas setas na Figura 14 A - F)
da porcéo mais distal do intestino delgado estava reduzido nos animais tratados com
a bebida acucarada quando comparados ao grupo agua (Figura 14 H). Estes dados

indicam que ha uma possivel inflamacéo do ileo.
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Figura 13: Avaliacdo da permeabilidade intestinal.

Concentracao plasmatica de **"TC-DTPA em camundongos C57BL/6 tratados por 8 semanas
com agua filtrada ou bebida agucarada. Barras representam valores (média + desvio padrao)
de um grupo (n=6); (**"Tc) 99 m-tecnécio; (DTPA) dietilenotriaminopentacético.
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Figura 14: O excesso de consumo de glicose e frutose provoca achatamento de vilos e
reducdo do numero de células caliciforme na porcdo mais distal do intestino delgado.
(A-C) Fotomicrografias de laminas histologicas coradas com HE obtidas em aumento de 100x
representando a morfologia das vilosidades do duodeno, jejuno e ileo e as células caliciformes
(setas) de camundongos C57BL/6 tratados com agua filtrada.

(D-F) Fotomicrografias de laminas histolégicas coradas com HE obtidas em aumento de 100x
representando a morfologia das vilosidades do duodeno, jejuno e ileo e as células caliciformes
(setas) de camundongos C57BL/6 tratados com bebida acucarada.

(G) Média do comprimento dos vilos avaliados, morfometria feita a partir da medida de 2 vilos
integros em 10 secc¢des histolégicas de cada animal (20 vilos por animal); *p=0,05.

(H) Representacdo grafica da quantificacdo média de todas as células caliciformes no
duodeno, jejuno e ileo em 10 seccdes histologicas de cada animal; *p=0,0432.
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Barras representam valores (média + desvio padrdo) de um grupo (n=5); (*) representa a
diferenca entre os grupos (teste t paramétrico ndo pareado); (um) micrometros.

Considerando que o excesso de glicose e frutose sobrecarrega a capacidade
metabdlica intestinal e aumenta a quantidade transportada para o figado (ANDRES-
HERNANDO et al., 2020), foi possivel identificar aumento do nimero de vacuolos
citoplasmaticos (indicados pelas setas na Figura 15 A — B) nas fotomicrografias
histologicas do tecido hepético que indicam a presenca de degeneragdo hepatica
(esteatose) (Figura 15 C) no grupo que recebeu a bebida acucarada em relacéo ao

controle.
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Figura 15: Aumento de vacuolos citoplasméticos indica degeneracdo hepética em
camundongos que consomem bebida acucarada.

(A-B) Fotomicrografias de laminas histol6gicas coradas com HE obtidas em aumento de 200x
representando o tecido hepético e os vacuolos citoplasmaticos (setas) de camundongos
C57BL/6 tratados com agua filtrada (a esquerda) ou bebida acucarada (a direita).

(C) Representacdo grafica da quantificacdo média de vacuolos citoplasmaticos em 10
seccoes histolégicas do figado de cada animal.

Barras representam valores (média + desvio padrdo) de um grupo (n=5); (*) representa a
diferenca entre os grupos (teste t ndo paramétrico): *p=0,0079; (um) micrébmetros.
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Outro resultado que contribui para a confirmacédo da sindrome metabdlica neste
modelo € a hipertrofia dos adipdcitos identificada pelo aumento do diametro (Figura
16 C) e aumento da infiltragéo celular (Figura 16 D) caracterizada pela formacéo de
ETCs (indicadas pelas setas na Figura 16 B), constituida por leucécitos que circundam

as células do tecido adiposo.
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Figura 16: Quantidades elevadas de carboidratos simples provocam hipertrofia de
adip6citos e aumentam o infiltrado celular no tecido adiposo.

(A-B) Fotomicrografias de laminas histologicas coradas com HE obtidas em aumento de 200x
representando o tecido adiposo e estruturas do tipo coroa (ETC) (setas) de camundongos
C57BL/6 tratados com agua filtrada (a esquerda) ou bebida acucarada (a direita).

(C) Representacgédo gréfica da média da area de 50 adipdcitos por animal.

(D) Média da quantificacdo de ETC em 10 seccdes histolégicas do tecido adiposo de cada
animal.

Barras representam valores (média + desvio padrdo) de um grupo (n=5); (*) representa a
diferenca entre os grupos (teste t pareado paramétrico e ndo paramétrico): **p=0,0079;
***+n<0,0001; (um?2) micrdmetros ao quadrado.

Sendo assim, os resultados até aqui apresentados evidenciam que 0 consumo
excessivo de carboidratos simples provoca sindrome metabdlica e interfere na

arquitetura da porgéao distal do intestino delgado.
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5.4. O consumo de glicose e frutose em doses excessivas modifica o perfil

celular do bacgo

Para investigar se o tratamento com a bebida agucarada provoca alteracées no
perfil de células TCD4* presentes no baco, utilizamos a citometria de fluxo para
analisar a frequéncia de populacdes linfocitarias nos érgaos de interesse. As células
RORyT* estdo em maior frequéncia no baco de camundongos que consumiram a

bebida agucarada quando comparado ao grupo controle (Figura 17).
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Figura 17: Frequéncia de células TCD4* no ba¢co de camundongos C57BL/6 tratados
com &gua ou bebida agucarada.

Média da frequéncia de populacdes de células TCD4* Twl, Thl7 e Ty definidas pela
expressao de T-bet, RORyT, FoxP3, respectivamente, no baco de camundongos C57BL/6
FoxP3*-GFP-knock-in que ingeriram agua (n=7) ou bebida acucarada (n=6) por 8 semanas.
Barras representam valores (média + desvio padrao) de um grupo; (*) representa a diferenca
entre 0s grupos (teste t pareado paramétrico e ndo paramétrico): **p=0,0081.

5.5. As populacdes de células TCD4* nos linfonodos mesentéricos estao

alteradas ap6s o consumo de bebida acucarada

Considerando, entdo, que o intestino é a primeira area de contato e sitio de
absorcéo de nutrientes, o proximo passo foi investigar como as alteracdes provocadas
pela sindrome metabdlica no modelo proposto pela ingestdo de bebida agucarada,
poderia interferir no sistema imune associado a mucosa intestinal. Nesse contexto, a
microbiota e antigenos da dieta sao estimulos importantes para o sistema imune, pois
as células dendriticas da lamina propria capturam esses antigenos do limen e migram
para os linfonodos mesentéricos responsaveis por drenar partes especificas do

intestino e induzem a diferenciacdo de células T naive em células reguladoras, TH1,
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Th2 ou TH17 de acordo com o estimulo (FARIA; REIS; MUCIDA, 2017). A analise mais
refinada do perfil celular nos linfonodos mesentéricos compartimentalizados mostrou
que ha aumento na frequéncia de células Tul (Figura 18 A) e Tul7 (Figura 18 B),
reducdo de Treg Foxp3* (Figura 18 C). Ainda que o linfonodo duodenal apresente
aumento na frequéncia de células do perfil Tnl, as alteragcbes estdo mais frequentes
na porcao distal do intestino delgado, corroborando com as alteracfes histoldgicas

observadas no ileo que, em conjunto, indicam uma possivel inflamag&o nesta regiéo.
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Figura 18: Frequéncia de células TCD4* nos linfonodos drenantes do intestino delgado
de camundongos C57BL/6 que consumiram agua ou bebida acucarada.

(A, B e C) Média da frequéncia de populacdes de células TCD4" Tul, Tul7 e Tweq definidas
pela expressdo de T-bet, RORyT, FoxP3, respectivamente, nos linfonodos responséaveis por
drenar partes especificas do intestino delgado (duodenal, jejunal e iliaco) de camundongos
C57BL/6 FoxP3*-GFP-knock-in que consumiram &gua (n=7) ou bebida agucarada (n=6) por 8
semanas.

Barras representam valores (média + desvio padrao) de um grupo; (*) representa a diferenca
entre 0s grupos (teste t pareado paramétrico e ndo parameétrico): A (*p=0,05); B (*p=0,0341);
C (*p=0,0134); ****p<0,0001.
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5.6. O consumo de bebida acucarada nao interferiu na dindmica da mucosite

desencadeada por 5-FU

Uma vez que foi identificado alteracdes relevantes na porcao distal do intestino
delgado, utilizou-se o modelo de mucosite experimental para verificar se a ingestéao
de quantidades elevadas de glicose e frutose poderiam agravar a inflamacéo
intestinal. Sendo assim, observamos que 0s animais com mucosite perderam peso
(Figura 19 A), aumentaram a permeabilidade intestinal (Figura 19 B) e a atividade de
MPO (Figura 19 C) gquando comparados aos animais dos grupos controles, sem
mucosite. Porém, ndo foram identificadas alteracdes significativas entre o grupo que
recebeu bebida acucarada em relacdo ao grupo agua, provavelmente devido a dose
e a agressividade do farmaco utilizado para induzir a mucosite (GENEROSO et al.,
2015; MAIOLI et al., 2014).
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Figura 19: O consumo de bebida acucarada néo interfere naresposta de camundongos
C57BL/6 a mucosite induzida por 5-FU.

(A) Média da diferenca (A) do peso corporal de camundongos C57BL/6 tratados com &gua
filtrada ou bebida acucarada apds 72 horas da administragcéo de 5-FU (MUC) ou salina (CTL);
o célculo foi realizado com relacéo ao tempo inicial; p<0,0001.

(B) Concentracéo plasmatica de ™" TC-DTPA em camundongos tratados com agua filtrada ou
bebida agucarada ap6s 3 dias da administracdo intraperitoneal de 5-FU (MUC) ou salina
(CTL); p=0,0005.
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(C) Média da densidade 6ptica (OD) do teste enzimético de mieloperoxidase (MPQO) utilizado
para avaliar a atividade neutrofilica no ileo de camundongos tratados com &agua filtrada ou
bebida agucarada ap6s 3 dias da administracdo intraperitoneal de 5-FU (MUC) ou salina
(CTL); p=0,0002.

Barras representam valores (média = desvio padréo) de um grupo (n=6); letras representam
as diferencas entre os grupos (Two-way ANOVA); (*™Tc) 99 m-tecnécio; (DTPA)
dietilenotriaminopentacético.
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6. DISCUSSAO

A glicose e a frutose séo frequentemente consumidas de modo simultaneo, seja
como monossacarideo ou dissacarideo, portanto, uma abordagem que reflita a
realidade do consumo de bebidas acucaradas com sacarose ou glicose e frutose
torna-se clinicamente relevante. Um estudo realizado com individuos adultos mostrou
gue o consumo de bebida agucarada estava presente em aproximadamente 28% dos
avaliados e foi associado com maus habitos alimentares e a insatisfacdo com o peso
(SILVA et al.,, 2019). Além disso, individuos com sobrepeso ou obesos que
consumiram 25% da necessidade energética em bebidas agucaradas com glicose ou
frutose desenvolveram a hipertrigliceridemia pdés-prandial e acimulo de gordura
visceral (STANHOPE et al., 2009).

Em nosso estudo, observamos que disponibilizar glicose e frutose na agua dos
camundongos aumentou o consumo de liquido de maneira suficiente para elevar o
consumo caldrico total, mesmo com reducdo da ingestdo da dieta. Bray, Nielsen e
Popkin (2004) descreveram que o desejo pela bebida acucarada reduz a ingestao de
alimentos solidos em roedores, mas nao impede o equilibrio calérico positivo e 0
desenvolvimento progressivo de caracteristicas da sindrome metabdlica. Quando a
frutose foi ofertada em 30% da agua de camundongos C57BL/6 a ingestao de dieta
diminuiu consideravelmente (VOLYNETS et al., 2017). Além disso, Andres-Hernando
e colaboradores (2020) observaram que adicionar glicose a solu¢do de frutose
aumenta o consumo de liquidos, bem como a absor¢cdo de frutose e a ingestao
caldrica.

Os animais que consumiram bebida agucarada ndo apresentaram elevagao no
peso corporal quando comparados ao grupo agua, mesmo com aumento na
densidade energética consumida. Um estudo que utilizou dgua ou bebida adocada
com 10% de sacarose também néo identificou diferenca de peso entre os grupos apos
70 dias de consumo por camundongos (JURGENS et al., 2005). De forma similar,
camundongos que consumiram 15 ou 30% de frutose na agua também nao
apresentaram diferenca no ganho de peso corporal na oitava semana de consumo
guando comparados ao grupo que ingeriu apenas agua (ISHIMOTO et al., 2012).
Porém, frutose é capaz de induzir caracteristicas da sindrome metabdlica
independente de alteracbes no peso (STANHOPE et al., 2009). Sendo assim, foi

possivel verificar alteragdes no perfil glicémico e lipidico compativeis com a sindrome
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metabdlica em camundongos C57BL/6 ap0Os a ingestdo de glicose e frutose por 8
semanas. Nossos dados estdo em acordo com outras pesquisas que utilizaram
protocolos similares, bem como o aumento de glicemia de jejum, dos niveis de
triglicérides e colesterol séricos pos-prandiais (ANDRES-HERNANDO et al., 2020;
GONCALVES et al., 2019; ISHIMOTO et al., 2012). Além disso, a glicosuria e a
elevacdo na concentracdo de hemoglobina glicada também ja foram reportadas
anteriormente (LANASPA et al., 2013; PATEL et al., 2015).

A elevacdo nos niveis de glicose sérica poOs-prandial no grupo bebida
acucarada esta relacionada ao indice glicémico que, por sua vez, varia de acordo com
a digestibilidade do carboidrato. Nesse contexto, os carboidratos simples geram
respostas pos-prandiais de glicose e insulina maiores e mais rapidas em relagdo aos
carboidratos complexos que, por sua vez, fornecem um fluxo continuo de glicose
plasmatica pos-prandial (LANASPA et al., 2013). Alimentos com alto indice glicémico
elevam a glicemia, provocam a producéo excessiva de insulina e, logo em seguida,
ocorre a hipoglicemia. Eventos como este podem sobrecarregar a capacidade
pancreética e favorecer o desenvolvimento de diabetes tipo 2 (MUSA; MARANGON,
2012).

Interessantemente, o trabalho de Andres-Hernando e colaboradores (2020)
permitiu esclarecer o papel da frutose e da glicose, bem como distinguir a acdo do
intestino e do figado na inducao de sindrome metabdlica. Para isso, glicose e frutose
foram administradas na é&gua de camundongos C57BL/6 knockout (KO) para
frutoquinase (KHK), enzima responsavel pela fosforilacdo da frutose. Os resultados
revelam que o metabolismo intestinal da frutose pode proteger o organismo da
sindrome metabdlica ao impedir que grandes quantidades deste carboidrato alcancem
o figado, além de contribuir para o controle da ingestdo de bebida acucarada
(ANDRES-HERNANDO et al., 2020; JANG et al., 2018). Ao passo que o bloqueio da
enzima KHK hepatica impede o desenvolvimento da sindrome metabdlica induzida
por glicose e frutose, indicando que € uma condi¢do impulsionada pela frutose nos
hepatdcitos.

Considerando a relevancia intestinal no metabolismo de carboidratos,
buscamos compreender melhor como este processo no intestino delgado interfere no
sistema imune de mucosa. Os dados apresentados em nosso modelo de bebida
acucarada evidenciaram alteracdes histologicas no ileo, como o achatamento dos

vilos e reducdo do numero de células caliciformes, bem como alterages na frequéncia
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de linfocitos especificamente no linfonodo drenante dessa por¢cdo. Sendo assim,
nossos resultados sugerem que a quantidade excessiva de acgUcares excede a
capacidade absortiva intestinal e se torna um fator de estresse, aumentando a
quantidade de carboidratos nas por¢des mais distais do intestino delgado. A area de
absorcdo de nutrientes diminui ao longo do intestino delgado. Porém, pode diminuir
ainda mais em situacdes de inflamacéao intestinal que leva ao achatamento do vilo na
regido do ileo, especificamente, como foi reportada em pesquisas sobre a inflamacao
intestinal em modelos de mucosite em camundongos BALB/c (GENEROSO et al.,
2015) e em ratos Wistar (SOARES et al., 2008).

As células caliciformes do epitélio intestinal, por sua vez, contribuem para a
homeostase da mucosa, pois possuem como principal fungcdo gerar uma camada
protetora de muco, de modo que sua disfuncdo também esta ligada a doenca
inflamatoria intestinal (GONZALEZ-PEREZ et al.,, 2021). De maneira similar aos
resultados que apresentamos relacionados a reducédo de células caliciforme no ileo, a
dieta rica em sal aumentou o escore histolégico de altera¢des da mucosa intestinal de
camundongos, envolvendo, inclusive, a deplecdo de células caliciformes no célon
(AGUIAR et al., 2018), regido do intestino grosso seguinte ao ileo. Além disso,
algumas doencas inflamatérias intestinais, como a colite e a doenca de Crohn,
apresentam reducédo no numero de células caliciformes. Uma pesquisa realizada com
pacientes submetidos a colonoscopia identificou a deplecéo de células caliciformes,
através da contagem de vacuolos nas andlises histolégicas do tecido colbénico, em
individuos com colite ulcerativa ou doenca de Crohn (GERSEMANN et al., 2009).

Alguns trabalhos na literatura sugerem a possibilidade de absorcdo de
carboidratos em excesso nas porgcdes distais no intestino delgado, pois os
refrigerantes com sacarose ou HFCS fornecem alto teor de monossacarideos ao
intestino. Jang e colaboradores (2018) demonstraram que o jejuno é a principal por¢cao
responsavel por metabolizar ativamente doses fisioldgicas de frutose dietética em
glicose e acidos organicos (lactato, glicerato, por exemplo), enquanto transporta de
modo passivo a glicose para a circulacdo portal. Porém, a ingestdo excessiva de
acucares por camundongos C57BL/6 saturou a absor¢cédo e o catabolismo intestinal
desses carboidratos, e aumentou a quantidade de frutose na circulagao portal (JANG
et al., 2018). Bloquear a atividade de frutoquinase no jejuno de camundongos

expostos a glicose e frutose ndo impediu o desenvolvimento da sindrome metabdlica
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mesmo com a menor expressdo de GLUT5 neste segmento (ANDRES-HERNANDO
et al., 2020).

Corroborando nossos resultados, a hipotese de que a saturacdo da
gliconeogénese intestinal devido a ingestdo elevada de aclUcares aumenta a
passagem direta e a absorcdo de frutose em porcdes distais do intestino delgado
também pode ser apoiada por alteracbes na expressdo de transportadores de
acucares. A frutose induz o aumento na expresséo de genes envolvidos no transporte
de agucares, como o GLUT5 no intestino delgado (JANG et al., 2018), ja a sacarose
liquida, além de elevar a ingestdo em camundongos, regula positivamente o0s
transportadores de glicose GLUT2 e GLUT5 noileo (RITZE et al., 2014). Em contraste,
camundongos KO para o transportador de frutose GLUT5 no jejuno e que foram
alimentados com dieta rica em frutose apresentaram mé absor¢éo e resultou na maior
entrega deste nutriente ao coélon (BARONE et al., 2009), onde se encontra grande
concentracdo da microbiota.

Existe a possibilidade de que a inflamacéao iliaca relacionada ao achatamento
dos vilos e reducdo de células produtoras de muco apdés o consumo de bebida
acucarada esteja envolvida com o aumento da concentracdo da microbiota nesta
regido, considerando que as bactérias comensais utilizam componentes do muco para
produzir metabdlitos. A interacdo microbiota intestinal e hospedeiro envolvem o
controle do metabolismo energético, pois o reconhecimento de fragmentos
bacterianos por células especializadas € necessario para induzir a inflamacao (JONES
et al., 2021). Ser capaz de metabolizar polissacarideos é uma importante
caracteristica da microbiota que fornece uma grande variedade de metabdlitos, como
os acidos graxos de cadeia curta (AGCC), essenciais para a populacdo microbiana e
para a manutencéo da homeostase intestinal (JANG et al., 2018). Este processo induz
efeitos fisioldgicos na propria microbiota intestinal e medeia a inflamacao cronica,
afetando a homeostase da glicose e a sensibilidade a insulina (ANG; DING, 2016;
LAMBERTZ et al., 2017).

O excesso de frutose, por exemplo, além de influenciar a composicao
microbiana e alterar a composicdo de AGCC, pode induzir a toxicidade hepética,
entretanto, € possivel que a microbiota intestinal converta a frutose em metabdlitos
que afetam o figado (JANG et al., 2018). Foi demonstrado que a frutose desenvolve
uma resposta pro-inflamatoria em fagocitos mononucleares devido a flexibilidade

metabdlica. Transportar e metabolizar a frutose do meio via GLUT5 por mondcitos
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estimulados por LPS reduziu a taxa glicolitica e elevou os niveis de citocinas
inflamatorias, como IL-18, IL-10 e TNF, quando comparado ao meio enriquecido com
glicose (JONES et al., 2021). Além disso, Jones e colaboradores (2021)
demonstraram que disponibilizar solugdes contendo 10% de glicose ou glicose e
frutose para camundongos e desafia-los com LPS ap6s 2 semanas foi suficiente para
aumentar niveis séricos de IL-18 em animais expostos a frutose.

A ingestdo de carboidratos simples por camundongos C57BL/6 durante 8
semanas nao foi suficiente para alterar a permeabilidade intestinal, porém Volynets e
colaboradores (2017), descrevem que o aumento na permeabilidade intestinal em
camundongos que beberam solucéo de frutose foi evidenciado apenas em associagao
com dieta rica em lipideos e agucar (VOLYNETS et al., 2017). A ingestdo de sacarose
ou frutose por ratos Wistar associada a dieta rica em gordura implicou no aumento da
permeabilidade intestinal e desenvolvimento de disbiose. Este cenario favoreceu que
concentracfes elevadas de LPS estivessem presente no sangue e correlacionado a
maior quantidade de gordura corporal, gerando um estado cronico de inflamacéao
(ROSAS-VILLEGAS et al., 2017). As alteragbes na permeabilidade e na disbhiose
contribuem para elevar quantidades de LPS no sangue de camundongos que, por sua
vez, induz a inflamacéo do tecido adiposo e a liberacdo continua de TNF-a (AMAR et
al., 2011; HELSLEY et al., 2020).

Consumir excessivamente carboidratos simples também pode provocar o
acumulo de triglicérides hepaticos, resultando na maior produgdo de VLDL,
desregulando a captacdo de lipideos no musculo e nos tecidos periféricos
(FERNANDES, 2020). Estas alteracdes estdo em acordo com evidéncias obtidas em
nosso trabalho relacionadas ao aumento de niveis de triglicérides séricos por
camundongos que consumiram quantidades elevadas de glicose e frutose.
Consistente aos sinais de degeneracao hepatica identificados na andlise histoldgica,
0 aumento de vacuolos citoplasmaticos pode estar relacionado ao acumulo de lipideos
no figado. Tal processo envolve o mau gerenciamento de niveis de glicose por meio
da sintese e degradacéao de glicogénio, descontrolando a producao de glicose atraves
da gliconeogénese (JANG et al., 2018).

As alterag@es identificadas no perfil lipidico e glicémico estéo relacionadas ao
acumulo de gordura no tecido adiposo pelo grupo que ingeriu bebida agucarada,
confirmadas por meio do aumento do indice de adiposidade, bem como a hipertrofia

dos adipécitos e maior infiltrado de leucécitos identificados pelo aumento no nimero



64

de ETC na avaliacdo da histologia. O tecido adiposo também é capaz de metabolizar
monossacarideos e sintetizar acidos graxos (lipogénese) e glicogénio, porém, a
presenca simultanea de glicose e frutose aumenta drasticamente este mecanismo e
favorece a deposicéo de lipideos (FROESCH; GINSBERG, 1962). Outros trabalhos
com camundongos que consumiram glicose e frutose em 10 ou 30% da agua
reportaram o acumulo de tecido adiposo epididimal e a inflamacédo adiposa
evidenciada por ETC associada a degeneracdo hepatica, frequentemente encontrada
na sindrome metabdlica (ANDRES-HERNANDO et al., 2020; ISHIMOTO et al., 2012)

A regulacéo das vias glicoliticas e lipogénicas no figado e no tecido adiposo &
mediada pelo fator de transcricio ChREBP (do inglés, carbohydrate-responsive
element-binding protein), que é ativado por metabdlitos de carboidratos e esta
associado com doencas metabdlicas que incluem distarbios como a obesidade e
doenca hepatica gordurosa néao alcoodlica (LEI et al.,, 2020). Camundongos que
consomem dieta rica em frutose demonstraram uma ativacéo robusta de ChREBP no
figado, associado a maior expressao de enzimas envolvidas na glicélise e lipogénese
(KIM et al., 2016). Na auséncia de ChREBP, camundongos C57BL/6 alimentandos
com dieta rica em frutose desenvolveram lesdo hepatica grave, pois a biossintese de
colesterol desregulada contribuiu para a apoptose de hepatécitos (ZHANG et al.,
2017).

Aumentar a frequéncia de células Tu17 e reduzir células Treg NO tecido adiposo
€ pertinente a inflamacao identificada nas analises histologicas do TA hipertréfico de
camundongos que ingeriram excessivamente glicose e frutose em nosso modelo.
Sobretudo, as alteracbes imuno-metabdlicas envolvem a quebra na homeostase
energética e a inflamacéo persistente em tecidos metabélicos, como o tecido adiposo
e o figado. Este quadro envolve alteracdes no perfil de linfécitos T, bem como na
producado de algumas citocinas associadas ao estado inflamatério de baixo grau que
acompanha a sindrome metabdlica (WINER et al., 2009). Os adipdcitos hipertrofiados
podem apresentar células Tnl e Tul7 que aumentam funcdes pré-inflamatorias de
adipdcitos e de macrofagos induzindo a liberacdo de IL1-B, IL-6 e TNF-a (WINER et
al., 2009). Substituir a sacarose da dieta AIN93G por 20% frutose aumentou as
concentracdes pos-prandiais de TNF-a e IL-6 no figado e no tecido adiposo epididimal
de camundongos, respectivamente (RODRIGUES et al., 2014).

Administrar glicose e frutose por 8 semanas na agua de camundongos

aumentou a frequéncia de células que expressam o fator de transcricdo RORYyT no
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baco, no linfonodo responséavel por drenar a porcao distal do intestino delgado e no
TA. As células Tul7 desempenham importante papel na regulagédo da defesa do
organismo contra uma variedade de infec¢Bes fungicas e bacterianas. Considerando
as circunstancias relacionadas ao excesso de carboidratos e a alteragdo na
homeostase energética e intestinal , as células Thl7 podem se apresentar como uma
populacdo de células inflamatérias autor-reativas e agravar o quadro de doencas
autoimunes (ATARASHI; TANOUE; HONDA, 2010).

Observamos nos animais que consumiram a bebida ado¢cada com acUcares
simples a reducdo da frequéncia de células Treg NO tecido adiposo epididimal e no
intestino. De maneira similar aos resultados encontrados em nosso estudo,
camundongos C57BL/6 que desenvolvem obesidade apds o consumo de dieta rica
em gordura e agucar simples reduziram a frequéncia de células Treg N0 tecido adiposo
epididimal acompanhado por niveis menores de citocinas anti-inflamatérias, como IL-
10 e TGF-B (MAIOLI et al., 2016).

No que se refere a frequéncia de células Treg FOXP3* e TH17 RORYT* nos MLNSs,
€ bem definido que as porc¢des anteriores apresentam mais células reguladoras e que
as mais distais apresentam caracteristicas menos reguladoras (ESTERHAZY et al.,
2019). Os dados obtidos no nosso estudo, foi verificado que a ingestdo de bebida
acucarada aumentou a frequéncia de células RORyt no ileo, e que isso pode estar
relacionado a maior inflamacdo. Neste sentido, foi demostrado por Zhang e
colaboradores (2019), que a ingestao excessiva de glicose promove a diferenciacéo
de células Thl7 nos linfonodos mesentéricos de camundongos por um mecanismo
que envolveu o estresse oxidativo induzido pelos altos niveis de glicose, aumentando
a producao mitocondrial de espécies reativas de oxigénio em células T. Esse processo
foi a chave para ativar TGF-f3 e, na presenca de IL-6, induzir a diferenciacéo de células
Tul7, exacerbando a autoimunidade em modelos animais de colite e esclerose
multipla (ZHANG et al., 2019).

A mucosite torna-se um modelo relevante de doenca para estudar a
susceptibilidade a doencas intestinais ap0s 0 consumo excessivo de carboidratos
levando em consideracdo a descoberta de alteragbes inflamatorias no ileo, ja que a
mucosite induzida por 5-FU inflama principalmente a regido do ileo. Apoés testar se 0
consumo de bebida agucarada pioraria a mucosite, ndo observamos diferencas entre
0s camundongos que consumiram bebida agucarada quando comparados ao grupo

que ingeriu apenas agua. Possivelmente, estas observacfes se devem a dose alta de



66

5-FU utilizada para induzir a doencga, ponderando a existéncia da inflamacéo iliaca
decorrente da ingestdo excessiva de carboidratos. Ainda assim, nossos resultados
relacionados a perda de peso, aumento da permeabilidade intestinal e da atividade de
MPO em camundongos com mucosite, independente do consumo de carboidratos
simples, estdo em acordo com outros trabalhos que utilizaram o modelo de 5-FU para
induzir a mucosite em animais (GENEROSO et al.,, 2015; MAIOLI et al., 2014;
TRINDADE et al., 2018).

Investigar melhor a relacdo do consumo de bebidas acucaradas na
susceptibilidade de algumas patologias possui um impacto relevante. Digno de nota,
0 consumo excessivo de alguns nutrientes foi associado ao desenvolvimento e
agravamento do quadro de algumas doencas inflamatorias intestinais e doencas
autoimunes, como a colite e a esclerose multipla (AGUIAR et al., 2018; ZHANG et al.,
2019), doencas oncolégicas (DE VRIES et al., 2017; GONCALVES et al., 2019),
depressdo e ansiedade (MARTINS DE CARVALHO et al., 2019; SANTOS et al.,
2018).

Alguns trabalhos da literatura sugerem que a ingestao excessiva de acglcares
simples induz a sindrome metabdlica por mecanismos mediados especificamente por
frutose, uma vez que pode ocorrer a conversao endoégena de glicose em frutose
através da via poliol (Figura 20) (ANDRES-HERNANDO et al., 2020; LANASPA et al.,
2013). A ingestao de solucao contendo 10% de glicose por camundongos C57BL/6
KO para frutoquinase, mesmo com balanco energético positivo, ndo desenvolveu a
sindrome metabdlica. Em contra partida, camundongos do grupo controle ingeriram a
mesma solucdo e apresentaram niveis elevados de frutose e sorbitol no figado,
acompanhados de maior expressao de aldose redutase e frutoquinase (LANASPA et
al., 2013). Em conjunto, esses dados sugerem que o mecanismo pelo qual a glicose
induz caracteristicas da sindrome metabdlica é mediado pela ativacdo de aldose
redutase hepéatica com a conversdo enddgena de frutose. Bebidas adogcadas com
glicose e frutose podem agravar ainda mais esse mecanismo e provocar graves
consequéncias ao consumidor.

Frutose

Glicose ~ldose" Sorbitol <orhitol

redutase desidrogenase

Figura 20: Via poliol.
Fonte: LANASPA et al., 2013 (Adaptado).
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Resumidamente, o excesso de frutose reduz fosfato intracelular e propicia a
conversdo de acido Urico que, por sua vez, induz o estresse oxidativo mitocondrial
prejudicando a oxidacdo de &cidos graxos, mantendo um estado de ATP baixo. A
disfuncéo mitocondrial associada a ativacao de fatores de transcricdo, como ChREBP,
ajudam a conduzir a lipogénese de novo, ativando processos que resultam na
sindrome metabolica (ANDRES-HERNANDO et al., 2020).

Pesquisas que envolvem o aglcar e os HCFS em humanos e animais de
laboratério se tornam relevantes para esclarecer o papel desses compostos na
inducdo de comorbidades e agravos de outras doencas, assim como caracteristicas

de sindrome metabdlica e de obesidade.
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7. CONCLUSAO

Em nosso trabalho demonstramos que o consumo excessivo de glicose e
frutose foi capaz de induzir alteracbes metabdlicas associadas a alteracdes
morfologicas na porc¢ao distal (ileo) do intestino delgado em camundongos C57BL/6,
bem como a inducao de um perfil pro-inflamatorio no linfonodo que drena esta regido
(Figura 21).

Os dados obtidos sugerem a interferéncia de carboidratos simples no sistema
imune, em especial de mucosa intestinal. Sendo assim, nossa pesquisa pode ajudar
a compreender melhor os mecanismos envolvidos no processo de inducdo da
sindrome metabdlica no sistema imune de mucosa, e assim, contribuir para o
desenvolvimento de métodos e aplicacdes preventivas e terapéuticas ao consumo de

excesso de carboidratos.
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Figura 21: Resumo dos resultados.

O consumo excessivo de glicose e frutose pode induzir a disfungdo metabdlica e promover
inflamacado subclinica na porcdo mais distal (ileo) do intestino delgado de camundongos
C57BL/6.
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8. PERSPECTIVAS

1. Avaliar a resisténcia a insulina por meio dos testes de tolerancia a glicose
(do inglés glucose tolerance test, GTT) e a insulina (do inglés insulin tolerance test,
ITT).

2. Validar por citometria de fluxo a frequéncia de células Th2 através da
expressao do fator de transcricdo GATA-3 em linfocitos TCD4".

3. Avaliar a expressdo de quimiocinas relacionadas a atividade de neutrofilos,

como CXCL1 e CXCL3, por citometria de fluxo apés o consumo de bebida agucarada.

4. Verificar a inflamac&o no ileo por meio da andlise da expressao de proteinas

de juncéo no intestino por PCR, como claudina e ocludina.

5. Verificar se a ingestdo de bebida agucarada interfere na susceptibilidade a
inflamacéo intestinal, como, por exemplo, induzir mucosite com dose reduzida de 5-
FU.

6. Avaliar a expressdo de GLUT2 e GLUTS5 nos enterdcitos e nos linfécitos
TCD4* por PCR para verificar se ha relacdo com a frequéncia de células THl7 no

linfonodo drenante da porcédo mais distal do intestino delgado.

7. Analisar o perfil da microbiota intestinal ap6s o consumo de bebida
acucarada.

8. Investigar se 0 alto consumo de carboidratos simples compromete a resposta

imune a infeccdo no intestino delgado (por exemplo: Salmonella, Ancylostoma).
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ANEXO A - Certificado de aprovacao do protocolo experimental

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

. CEuA
COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado "Efeito da ingestio de bebida acucarada no perfil metabdlico e imuncldgico de
camundonges C5TBL/G.", protocolo do CEUA: 126/2020 sob a responsabilidade de Tatiani Uceli Maioli que envolve a
produgdo, manutengdo efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem)
para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - 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 Experimentago Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
(CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 22/06/2020.

Vigéncia da Autorizacdo 22/06/2020 a 21/06/2025
Finalidade Pesquisa

*Espécieflinhagem

Camundengo isogénico [ C57BLIE

N° de animais

13

Pesolldade 20g / 6(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério do Departamento de Bioguimica e

Imunologia/ICBUFMG

*Espécieflinhagem

Camundengo isogénico [ C57BLIG

N° de animais

13

Pesolldade 20g ! 6(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério do Departamento de Bioguimica e

ImunclogiafICB/UFMG

*Espécieflinhagem

Camundengo isogénico / C57BL/G

N° de animais

13

Pesolldade 20g / 6(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério do Departamento de Biogquimica e

Imunologia/ICBUFMG

*Espécieflinhagem

Camundongo isogénico / C57BL/G

N° de animais

13

Pesolldade 20g / 6(semanas)
Sexo masculino
Origem Biotério do Departamento de Bioguimica e

ImunclogiafICBIUFMG

Consideracdes postenores:

22/06/2020

Aprovado na reunido “on line” do dia 22/06/2020.

Validade: 22/06/2020 a 21/06/2025.

Belo Honzonte, 01/02/2021.

Atenciosaments,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https:/faplicativos.ufmg.br/sclicite_ceual
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