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RESUMO

Introducéo: O consumo de frutose é associado com o desenvolvimento de doengas
metabdlicas caracterizadas pela presenca de inflamacao sistémica de baixa intensidade.
Entretanto, o efeito pds-prandial agudo de sobrecarga de frutose sobre marcadores
inflamatdrios ainda é pouco conhecido. Objetivo: Investigar se o consumo de refeicao
padronizada contendo sobrecarga de frutose interfere em marcadores metabdlicos e
inflamatorios pds-prandiais agudos de mulheres sadias. Método: Trata-se de estudo
cruzado, randomizado, duplo-cego. As participantes receberam uma refeicdo mista
padronizada (25% do gasto energético total) em trés ocasides distintas, composta por
alimentos usuais da dieta do brasileiro acrescida de bebida adogada com sobrecarga de
sacarose ou glicose ou frutose (18 a 25 gramas de cada carboidrato). Amostra de sangue
foi coleta em jejum e no pds-prandial (30, 60, 120 e 240 min). Resultados: Vinte duas
mulheres sadias com média de 27,4 + 1,2 anos e indice de massa corporal de 21,1 + 1,8
kg/m? realizaram os trés delineamentos experimentais. A glicemia aumentou 30 min
apo6s o consumo de sacarose e glicose. As concentragdes sericas de triglicérides e da
quantidade de leucdcitos circulantes elevou 240 min ap0s ingestdo de sobrecarga de
frutose. As concentracdes séricas de leptina reduziram em relacdo ao basal (30, 60, 120
e 240 min) nos trés grupos, sem interferéncia do tipo de carboidrato consumido. N&o
houve diferenca estatistica nas concentragdes poOs-prandiais de colesterol, alanina
aminotransferase, aspartatoamino transferase, adiponectina, resistina, fator de necrose
tumoral, interleucinas (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17) e eotaxina em nenhum dos
contextos avaliados. Conclusdo: A ingestdo de sobrecarga de frutose associada a
refeicdo padronizada pode promover aumento de triglicerideos e marcadores de
inflamacdo aguda, caracterizando a existéncia de fatores de risco iniciais para obesidade

e doencas metabdlicas.

Palavras Chave: Frutose, Periodo Pos-Prandial, Inflamagé&o, Metabolismo.



ABSTRACT

Background: Fructose overload consumption is associated with the development of
metabolic diseases characterized by the presence of low intensity systemic
inflammation. However, the postprandial acute effect of fructose consumption in
inflammatory markers is not well known. Objective: To investigate whether the acute
consumption of balanced diet containing fructose overload interferes in postprandial
metabolic and inflammatory markers of healthy women. Method: Randomized, single-
blinded, controlled crossover clinical trial. Each participant received a mixed meal (25%
from the total energy expenditure) containing usual foods in the Brazilian diet plus a
beverage sweetened with sucrose or glucose or fructose overload. Blood samples were
collected in the fasted and postprandial (30, 60, 120 and 240 min). Results: Twenty two
healthy women with 27.4 + 1.2 years old and body mass index of 21.1 + 0.5 kg / m?
completed the three interventions. Serum glucose increased 30 min after food
consumption of sucrose and glucose. The levels of triglycerides and total amount of
leukocytes in the blood increased to 240 min after ingestion of fructose overload. Serum
leptin concentrations were reduced in relation to baseline (30, 60, 120 and 240 min),
regardless of the type of carbohydrate ingested. There was no statistical difference in the
postprandial concentrations of cholesterol, aspartate aminotransferase, alanine
aminotransferase, adiponectin, resistin, interferon, tumor necrosis factor, interleukins
(IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17) and eotaxin. Conclusion: Fructose overload
associated with a standardized meal may promote hyperlipemia and acute inflammation,

characterizing the existence of early risk factors for obesity and metabolic diseases.

Keywords: Fructose, Postprandial Period, Inflammation, Metabolism.
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia da obesidade, doencgas cardiovasculares (DCV), diabetes melitus
tipo 2 (DM2), sindrome metabolica e doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGA)
aumentou de forma acentuada nos ultimos anos. Tais condi¢Ges clinicas sdo
caracterizadas pela presenca de anormalidades metabdlicas e inflamagdo cronica de
baixa intensidade (1, 2). O estilo de vida atual, que inclui h&bitos alimentares
inapropriados e inatividade fisica, é associado ao aumento do risco de inflamacao
crénica de baixa intensidade com consequente desenvolvimento de doencas
metabdlicas. Entretanto, os efeitos da dieta na inflamagdo de baixa intensidade podem
ndo ser limitados a ingestdo alimentar cronica. H& evidéncias de alteracdes inflamatorias
apos o consumo de uma Unica refeicdo contribuindo assim, como fator de risco para a
saude (1-5).

Vaérios estudos pesquisaram os efeitos de bolus de gordura ou refeicdo com
sobrecarga de gordura total associada ou ndo com diferentes acidos graxos na
inflamacg&o pos-prandial (1, 3-8). A identificacdo da inflamagdo pds-prandial induzida
por esses nutrientes ocorreu por meio do aumento das concentracfes de marcadores pro-
inflamatdrios como fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-17 (IL-17) e proteina
C reativa (PCR) (3, 4, 7) em individuos com variado indice de massa corporal (IMC).
Por outro lado, a investigacdo da resposta inflamatoria pds-prandial a carboidratos
refinados € recente e inconclusiva. O interesse por esses nutrientes, em especial a
sacarose e frutose (por meio de xarope de milho rico em frutose - XMRF), emergiu
depois da confirmacdo da associacdo direta entre o consumo destes e a prevaléncia de
doengas metabolicas, descrita em estudos epidemioldgicos (9-12).

Os efeitos deletérios da frutose a satde séo atribuidos ao fato do metabolismo
ser diferente do observado para a glicose (13). A capitacdo e a oxidacdo hepéticas de
frutose independem de insulina e do estado de energia celular, respectivamente (10, 12,
14). O resultado da auséncia de inibicdo na oxidacgéo da frutose é a conversdo rapida de
toda frutose no figado em triose-fosfato que podera ser convertido a glicogénio, acetil-
Coa, lactato e/ ou triglicerideos (TG) (12, 13). Assim, o consumo elevado de frutose
pode promover mudancas metabdlicas com consequente desenvolvimento de fatores de

risco como hiperuricemia, inflamacdo e alteragdes horménais (14, 15). Também foi
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observado hiperlipemia, com aumento na lipogénese de novo (LDN), acompanhada de
resisténcia a insulina, devido a ingestdo elevada de frutose (14-17).

Embora haja varios estudos de intervencdo correlacionando o consumo crénico
de frutose ao aumento da prevaléncia de doencas metabodlicas, muitos destes foram
realizados em animais (10-14). Enquanto em humanos, a maioria dos trabalhos
investigaram os efeitos do consumo de sobrecarga desta hexose por poucos dias a varias
semanas no estado pos-absortivo (jejum) (15-23). Dois estudos pos-prandiais classicos
incluiram a oferta de trés refeicdes acrescidas de bebidas adocadas na caracterizacdo da
evolucdo metabdlica e inflamatoria no contexto do ciclo cicardiano por 24 horas (24,
25).

Por outro lado, os estudos pds-prandiais agudos ndo refletem situacdes
alimentares tipicas da populacdo mundial que inclui diversidade de alimentos e
nutrientes, dentre eles a frutose, em uma mesma refeicdo. O trabalhos focaram na
ingestdo aguda isolada de solugdo ou bebida aromatizada contendo frutose como Unico
nutriente comparado a glicose ou a sacarose (26-28). Dentre os estudos que incluiram
variados nutrientes em uma mesma refeicdo, destaca-se a presenca de escolhas
metodologicas que podem interferir nos resultados. Theytaz et al. (2014) compararam
refeicBes liquidas com aporte cal6rico e composi¢do nutricional diferentes (29). No
trabalho de Smeraglio et al. (2013), as refeicdes testadas foram padronizadas e variadas
em tipos de alimentos e nutrientes. Porém, a amostra de Smeraglio et al. ndo foi
dimensionada para avaliagdo da inflamacdo pds-prandial e os participantes
apresentavam grande variacdo do indice de massa corporal (IMC) (30).

Estudo anterior do nosso grupo de pesquisa avaliou o efeito pds-prandial agudo
de sobrecarga de frutose associado a dieta usual em modelos animais. Neste trabalho,
demonstramos que o consumo da hexose intensificou a resposta metabdlica e
inflamatoria tanto sisttmica quanto localizada nos sitios hepético e adiposo em
camundongos (31). Tais resultados despertaram nosso interesse em dar continuidade ao
estudo de maneira translacional. Assim, objetivamos reportar condi¢Ges alimentares
tipicas da populagdo mundial em amostra com caracteristicas semelhantes, no intuito de
diminuir fatores de interferéncia e esclarecer o papel agudo da frutose como gatilho para
0 desenvolvimento de obesidade e doencas metabolicas em humanos.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar marcadores metabdlicos e
inflamatdrios pos-prandiais em dieta mista equilibrada acrescida de sobrecarga de

diferentes carboidratos incluindo a sacarose, a glicose e a frutose. A identificagdo
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precoce de fatores de risco para o desenvolvimento de obesidade e doengas metabolicas
apos o consumo alimentar agudo podera contribuir para o posterior desenvolvimento de

propostas terapéuticas visando promocao e prevencao destes agravos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Frutose: ingestao, absorcéao e metabolismo

A frutose é um monossacarideo encontrado na forma livre em frutas, hortalicas e
mel (14, 32). Porém, grande parte da frutose da dieta provém de dois adogantes,
sacarose e XMRF, que sdo comumente utilizados em alimentos e bebidas
industrializadas (11, 12, 14, 32). A fabricacdo industrial do XMRF ocorre a partir do
amido de milho por meio de isolamento e hidrolise da glicose, com posterior
isomerizacdo enzimatica de parte da glicose em frutose. A utilizacdo desse adocante
rico em frutose pela industria alimenticia cresceu de maneira progressiva devido o baixo
custo e facilidade de obtengdo, maior tempo de validade e elevado poder edulcorante em
relacdo a maioria dos outros aclcares (13, 14, 32). Nesse contexto, as fontes
alimentares de frutose que merecem destaque sdo os refrigerantes e sucos
industrializados.

Comparada a sacarose, um dissacarideo que consiste de 50% de frutose e 50%
de glicose, 0 XMRF pode conter de 55% até 90% de frutose. (14, 15). Assim, bebidas
adocadas com XMRF podem fornecer maior dose de frutose para a circulacéo sistémica
que aquelas adogcadas com sacarose. Além disso, XMRF ¢ fonte imediata de frutose e
glicose livres, enquanto que a sacarose precisa ser hidrolizada primeiro pela acdo da
enzima sacarase (33).

O metabolismo da frutose difere daquele observado para a glicose. Apds
consumo alimentar, a frutose entra nos enterdcitos por meio de transportadores de
glicose 5 (GLUT 5) de forma passiva (12, 13, 32). O GLUT 5 é o Unico transportador
especifico para a frutose e ndo possui habilidade para transportar glicose e galactose
(12). A frutose absorvida é transportada para o figado e captada pelos transportadores de
glicose 2 (GLUT 2) via sistema porta. A metabolizac¢éo da frutose ocorre por varias vias
distintas da glicose, independente da liberagdo pancreéatica de insulina (12, 13, 16, 25,
32). A frutose captada pelos hepatocitos é transformada em frutose-1-fosfato e triose-
fosfato por meio de agdes sequenciais da frutoquinase, aldolase B e trioquinase. As duas
primeiras enzimas nao sao inibidas pela adenosina-5-fosfato (ATP) e pelo citrato, como

ocorre no metabolismo da glicose. Por isso, a metabolizacdo da frutose nao € regulada
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pelo estado de energia celular (10, 12, 13, 32). A inibicdo do metabolismo da glicose
pelo aumento da concentracdo de ATP e citrato acarreta reducdo da captacdo hepatica
desse monossacarideo com consequente hiperglicemia (13). O resultado da auséncia de
inibicdo na oxidacdo da frutose é a conversdo rapida de toda frutose no figado em
triose-fosfato. A triose-fosfato é, em seguida, oxidado na mitocondria a diéxido de
carbono e agua ou transformado em glicose e lactato que sdo liberados na corrente
sanguinea ou podem ser convertidos em glicogénio hepético (12, 13).

Quando a mitocondria hepéatica ndo consegue metabolizar o excesso de acetil-
CoA, o substrato excedente se desloca para o citosol na forma de citrato que €
posteriormente clivado e libera acetil-CoA e oxalacetato. O acetil-Coa é entdo substrato
para a sintese de acidos graxos (AG), que por sua vez, € re-esterificado a triacilglicerol,
processo denominado LDN (12, 32). Tal processo é acerelado por efeito direto da
sintese de AG e de forma indireta pelo aumento dos niveis de malonil-CoA, metabdlito
intermediario, que impede a entrada de AG para dentro da mitocéndria. Isso ocorre por
inibicdo da enzima carnitina palmitoiltransferase 1 e assim, reduz a beta oxidacédo (12).

Os TG produzidos podem ser exportados do figado em particulas de lipoproteina
de muito baixa densidade (VLDL) que contém a apolipoproteina B100 (apoB100) como
a apolipoproteina principal. A degradacdo da apoB100 é inibida pela sintese de AG e
consequente formacdo de TG, acarretando aumento da concentracdo hepética dessa
particula apés consumo de frutose (12).

Estudos em animais observaram aumento do contetdo intrahepéatico de gordura
e das concentragdes séricas de VLDL (31, 34), colesterol total e TG (31) apds consumo
de dieta rica em frutose. Em humanos, a ingestdo de frutose prolongada associada a
dieta, comparada a glicose ou a frutose, promoveu aumento do colesterol, da LDN, das

concentracdes de TG e apoB no estado pds-absortivo (15, 35).

2.2  Frutose e Inflamacéo

Além dos efeitos diretos do consumo de frutose na resposta metabolica, sugere-
se também a ativacdo de mediadores inflamatdrios induzida por este nutriente que por
sua vez, contribuem para o desenvolvimento de alteragcdes metabolicas (12, 13, 20, 25).
A inflamacdo, denominada inflamacdo crénica de baixa intensidade, tem emergido
como importante ponto na etiologia de enfermidades relacionadas a idade e doengas
metabolicas como obesidade, DCV, DM2, DHGA e sindrome metabdlica (13, 36, 37).
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Tal inflamacdo difere da descrita em doencas inflamatorias que é caracterizada por dor,
rabor, inchaco, calor e perda da fungdo, além da elevacdo marcante das concentragdes
de mediadores inflamatérios e ativacdo de células inflamatdrias no local do dano
tecidual e na circulacdo sistémica (36, 38, 39). Na inflamacdo crbnica de baixa
intensidade, células inflamatérias, citocinas proinflamatorias, quimiocinas e moléculas
de adesdo sollveis e mediadores protromboticos estdo aumentados, porém de forma
modesta, normalmente com valores inferiores ao dobro do observado em controles (36,
38).

A inflamag&o associada a obesidade parece ser decorrente tanto do aumento da
massa adiposa, com consequente hiperplasia e hipoxia tecidual (39), como do perfil de
nutrientes ingeridos (37). As alteracdes inflamatorias desencadeadas pela dieta podem
interferir no metabolismo fisioldgico e alterar a sinalizacdo de insulina levando ao
desenvolvimento de doencas (39). Nesse contexto, o efeito do consumo de nutrientes e
dos padrdes alimentares sobre os marcadores inflamat6rios tém sido investigados (37,
38, 40). Estudos prévios demonstraram que diferentes composi¢bes e quantidades de
lipidios ou de carboidratos, quando consumidos a longo prazo, causam inflamacao
cronica de baixa intensidade (37, 40).

Em humanos, alguns estudos investigaram a relagdo entre consumo de frutose
por até 10 semanas e inflamacdo (20, 21, 23-25). O aumento da concentracdo de
proteina C reativa (PCR), ap0s ingestdo de baixa e moderada quantidade de bebida
adocada com frutose adicionada a dieta usual por trés semanas foi verificado por
Aeberli et al. (20). Cox et al. (23) observaram aumento das concentracdes séricas da
proteina quimioatrativa de monadcitos 1 (CCL-2), inibidor ativador de plasminogénio-1
(PAI-1) e E-selectina depois do consumo da hexose por dez semanas. No entanto, nesse
ultimo trabalho ndo foram observadas alteracbes nas concentracdes de PCR e
interleucina 6 (IL-6) em relacéo ao basal e em comparacéo a ingestdo de glicose (23). A
discrepéncia dos resultados encontrados para alguns marcadores inflamatorios pode ser
decorrente da especificidade dos kits utilizados para analise, caracteristicas da amostra,
quantidade de hexose consumida e tempo da intervencao.

O efeito da frutose na concentracdo sérica de outros mediadores inflamatdrios
como adiponectina, leptina e grelina também foi investigado em humanos. A
concentracdo de adiponectina reduziu apds consumo de bebida adogada com frutose
associada a dieta balanceada em individuos com excesso de peso (21). No entanto, outro

trabalho néo verificou alteracdo dos valores de adiponectina em relacdo ao jejum ou a
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ingestdo de glicose em homens jovens sadios (20). J& as concentracBes de leptina
reduziram independente do peso corporal (24, 25) e houve menor supresséo de grelina
em mulheres sadias (24), porém sem diferenca em individuos obesos (25).

Em modelos animais, o consumo cronico de frutose foi associado ao aumento da
concentracdo sanguinea de interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6),
interleucina 18 (IL-18), fator de necrose tumoral (TNF) (41-43). A elevacdo de IL-1p,
IL-6, IL-18 e da expressdo de TNF, molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1) e
enzima mieloperoxidase (MPO) foi observada no tecido renal (42, 43). No tecido
hepético, Kanuri et al. (44) verificaram aumento da quantidade de neutrofilos e ICAM-1
(44). Destaca-se também a diminuicdo das concentracdes de adiponectina e a elevacao
de leptina plasmatica associadas a oferta da hexose (41).

Apesar do reduzido numero de trabalhos em humanos averiguando a acdo da
frutose sobre marcadores inflamatoérios (20, 23-25), ressalta-se a existéncia de estudos
que identificaram alteracGes metabolicas e vasculares associadas ao consumo deste
nutriente (15, 16, 20, 45). Assim, tais resultados podem fortalecer a relacdo entre
consumo de frutose, inflamacdo e doencas metabdlicas, uma vez que tanto a
hiperglicemia quanto a hiperlipemia séo associadas a inflmacéo (12, 20, 25, 46).

O resumo de alguns estudos que avaliaram a ingestdo de frutose por curto ou
longos periodos em relacdo a marcadores metabdlicos e inflamatorios estd descrito no
quadro 1. Os trabalhos que incluiram a avaliagdo inflamatoria apresentam um (*)

préximo ao nome dos autores.
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Quadro 1 -

Impacto do consumo de bebidas adogadas com frutose e/ ou xarope de milho rico em frutose por 24 horas até 10 semanas

em marcadores metabdlicos e inflamatérios de individuos.

Stanhope et
al. (19)

Heden et al.
(22)

Aeberli et al.
(17)

Determinar o efeito dose-
resposta do consumo de bebidas
adocadas com diferentes
concentragdes de XMRF (0%,
10%, 17,5% e 25%) nos fatores
de risco (lipidios e lipoproteinas)

para DCV e &cido Urico.

Comparar os efeitos metabdlicos
do consumo por curto periodo de
bebidas adogadas com alta dose
de frutose ou glicose em

adolescentes.

Avaliar o efeito de moderada
quantidade de frutose no
metabolismo da glicose e

lipidios.

Estudo duplo mascarado, paralelo, 03 etapas com duracédo de

02 semanas,

1%) 3,5 d: internacdo com consumo de dieta padronizada;

2%) 12 d: ambulatério com consumo de dieta livre + bebida
adocada com XMRF;

3%) 3,5 d: internacéo com dieta padronizada + bebida adogada
com XMRF.

Concentracdo XMRF: 0%, 10%, 17,5% e 25% do GET.
Estudo simples mascarado, cruzado, 02 fases com duracéo de
2 semanas realizadas em sequéncia randomizada:

- HF: 710mL de bebida/ dia (509 frutose + 15g de glicose);

- HG: 710mL de bebida/ dia (509 glicose + 159 de frutose).

Bebidas consumidas com dieta habitual livre.

Estudo duplo mascarado, cruzado, 04 fases com duragdo de 3
semanas realizadas em sequéncia randomizada:

- média frutose (40g/d);

- alta frutose (80g/d);

- alta glicose (80g/d);

- alta sacarose (80g/d).

Bebidas consumidas com dieta habitual livre.

85 individuos
(pareados por
sexo, IMC, TG,
colesterol total,
HDL-colesterol,
insulina em

jejum)

40 adolescentes
com diferentes
IMC

09 homens

sadios

O consumo de bebidas adogcadas com
XMRF contendo 10%, 17,5% ou 25%
do GET produz aumento dose-
dependente na circulacdo de fatores de

risco para DCV e 4cido urico.

Moderada quantidade de bebidas
adocadas com glicose e frutose ndo
modificaram as concentrac6es de
colesterol, TG, glicose e clearence
hepético de insulina no jejum e no pés-
prandial.

Moderada quantidade de frutose e
sacarose altera a sensibilidade insulinica
hepética e 0 metabolismo lipidico
comparada com similar quantidade de

glicose.
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Continuag&o...

Rezvani et Determinar os efeitos do consumo  Estudo duplo mascarado, paralelo, individuos divididos em 02 32 individuos O consumo de bebidas adogadas
al.* de frutose e glicose nas grupos com 3 etapas: (excesso de peso/ com frutose e glicose induz
(21) concentracdes de proteina 1) Individuos internados por 2 semanas (dieta balanceada: obesidade) modificacfes nas concentragdes
estimulante de acilacéo, 55% CHO complexo, 30% LIP, 15% PTN); plasmaéticas de proteina estimulante
adiponectina e leptina, TG, 2%) Individuos em domicilio por 8 semanas (dieta usual + 25% de acilacéo, adiponectina e leptina.
sensibilidade a insulina, peso do GET em bebidas com frutose ou glicose);
corporal e adiposidade. 3% Individuos internados por 2 semanas (dieta balanceada com
25% do GET em bebidas com frutose ou glicose, 30% CHO
complexo, 30% LIP,15% PTN).
Cox et al.* Investigar os efeitos do consumo  Estudo randomizado, paralelo em 03 etapas: 39 individuos Consumo de bebidas adocadas com
47) de frutose ou glicose nas 1) Individuos internados por 2 semanas: consumo de dieta (pareados por frutose em relacdo ao consumo
concentragdes plasmaticas de balanceada em energia (55% CHO complexos, 15% PTN, sexo, IMC, TG e isocaldrico de glicose aumentou
acido urico e RBP-4, bem como na  30%LIP, IG = 64); insulina em acido Urico em jejum e area sob a

atividade de enzimas hepaticas
(AST, ALT, GGT).

2%) Individuos no domicilio por 8 semanas: consumo de
bebidas adogadas (25% das GET) + dieta usual;

3% Individuos internados por 2 semanas, consumo de bebidas
adocadas (25% GET) + dieta balanceada em energia (55%
CHO complexos, 15% PTN, 30%LIP, IG = 64).

jejum), sendo
que 32
completaram o

estudo.

curva, bem como as concentracdes
de RBP-4 e atividade GGT.
Aumento de RBP-4 e GGT foi
associado com > TG (trabalho

prévio).
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Aeberli et al.*
(20)

Cox et al.*
(23)

Stanhope et
al. (16)

Investigar os efeitos de bebidas
adogadas com agUicar em pequena
e moderada quantidade por 3
semanas sobre marcadores do
metabolismo da glicose e insulina,
e em marcadores inflamatérios
(PCR, leptina, adiponectina,
grelina).

Avaliar o efeito do consumo
frutose ou glicose nas
concentragdes plasmaticas de
MCP-1, PAI-1, E-seletina, ICAM-
1,PCRei IL-6.

Avaliar os efeitos do consumo de
glicose, frutose XMRF (25% do
GET) no risco de DCV.

Estudo randomizado, cruzado, duplo mascarado para 06
diferentes interven¢des com duracdo de 3 semanas com
intervalo de 4 semanas entre as intervencdes.

- 40gr frutose (MF);

- 80gr frutose (HF);

- 40gr glicose (MG);

- 80gr glicose (HG);

- 80gr sacarose (HS);

- aconselhamento nutricional para reduzir frutose.

Estudo randomizado, paralelo em 03 etapas:

1%) Individuos internados por 2 semanas: consumo de dieta
balanceada em energia (55% CHO complexos, 15% PTN,
30%LIP, IG = 64);

2%) Individuos no domicilio por 8 semanas: consumo de
bebidas adogadas (25% das GET) + dieta usual;

3% Individuos internados por 2 semanas, consumo de bebidas
adocadas (25% GET) + dieta balanceada em energia (55%
CHO complexos, 15% PTN, 30%LIP, IG = 64).

Estudo randomizado, paralelo em 03 etapas:

19) 3,5 dias de internacdo: refeicGes balanceadas;

2%) 12 dias no domicilio: refei¢Bes balanceadas com alimentos
usuais + XMRF (25% do GET);

3% 3,5 dias de internagdo: refeicdes balanceadas com alimentos
usuais + XMRF (25% do GET).

29 homens

sadios

39 individuos
(pareados por
sexo, IMC, TG e
insulina jejum),
sendo 32
completaram o

estudo.

48 individuos
(pareados por
sexo, IMC, TG,
colesterol T,
HDL e insulina

em jejum).

Continuag&o...

Consumo baixo ou moderado de
bebidas adogadas com agtcar
apresenta efeito prejudicial em
marcadores de risco cardiovascular
tais como particulas de LDL, glicose
e PCR.

Aumento de MCP-1, PAI-1 e E-
selectina ap6s consumo de frutose
por 10 semanas. Esses achados
sugerem a possibilidade da frutose
contribuir para o desenvolvimento
da sindrome metabdlica pelos efeitos
em mediadores proinflamatério e

protrombatico

Consumo XMRF por 2 semanas
aumenta o risco de DCV aumentou
apos consumo de XMRF em relagdo

a frutose e a glicose.
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Stanhope et
al. (45)

Stanhope et
al. (15)

Teffetal.*
(25)

Determinar se 0 aumento dos
efeitos adversos do consumo da
frutose mais que da glicose
foram associados com elevacédo

da glicose e insulina circulantes.

Avaliar os efeitos de glicose e
frutose (25% GET) em
individuos com sobrepeso e

obesidade.

Comparar os efeitos de bebidas
adocadas com glicose e frutose
consumidas com refeicdes nos
substratos metabdlicos e

hormonais de pacientes obesos.

39 individuos

(pareados por

Estudo randomizado, paralelo em 03 etapas:

1% Individuos internados por 2 semanas: consumo de dieta
balanceada em energia (55% CHO complexos, 15% PTN,
30%LIP. IG = 64);

2%) Individuos em domicilio por 8 semanas: consumo de bebidas

insulina em

jejum), sendo

adocadas (25% das GET) + dieta usual; que 17
3%) Individuos internados por 2 semanas: consumo de bebidas finalizaram o
adocadas (25% GET) + dieta balanceada em energia (55% CHO  estudo.

complexos, 15% PTN, 30%LIP. IG = 64).
Estudo duplo mascarado, paralelo, individuos divididos em 02 32 individuos
com diferentes

IMC

grupos com 3 etapas:

1% Individuos internados por 2 semanas: dieta balanceada: 55%
CHO complexo, 30% LIP, 15% PTN;

2%) Individuos em domicilio por 8 semanas: dieta usual + 25% do
GET de bebidas com frutose ou glicose;

3%) Individuos internados por 2 semanas: dieta balanceada, sendo
25% do GET com bebidas com frutose ou glicose, 30% CHO
complexo, 30%LIP,15% PTN).

Estudo randomizado, cruzado em 02 etapas com intervalo de um 17 individuos
més: obesos
1%) duas noites no centro de pesquisa;

2%) duas noites no domicilio.

Oferecidas 3 refeicdes + bebida adogada (25% GET café da

manhd + 35% GET almogo + 40% GET jantar).

sexo, IMC, TG e

Continuag&o...

Consumo de frutose reduziu os picos
de glicose e insulina pds-prandial e
area sob a curva comparado com
periodo basal e glicose. Albumina
glicada plasmatica foi menor apés
consumo de frutose, sem diferenca

na concentracao de frutosamina.

Consumo de frutose aumenta a
LDN, promove dislipidemia, reduz a
sensibilidade a insulina e aumenta o

tecido adiposo visceral.

Em obesos, consumo de bebidas
adocadas com frutose com refeigdes
foi associado com menor secre¢do
de insulina e leptina, e aumento pos-
prandial de TG comparado com a

ingestdo de glicose.
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Continuag&o...

Stanhope et ~ Comparar os efeitos metab6licos Estudo randémico, duplo mascarado, cruzado em 02 fases com 34 individuos Consumo de sacarose e XMRF por
al. (48) e endécrinos do XMRF e intervalo de um més. com IMC curto periodo ndo promoveu
sacarose. Em subgrupo de - 03 refei¢Bes idénticas que incluiram bebidas adogadas com variado diferentes efeitos metabdlicos. Em
individuos, comparacéo realizada XMRF ou sacarose. homens, o consumo de sacarose e
apos ingestdo de glicose e frutose Subgrupo com oito homens completou 2 dias de estudos XMRF por curto periodo resultou
puras. adicionais com consumo de bebidas adogadas com 100% frutose em resposta pds-prandial TG similar
ou 100% sacarose. a verificada com a frutose.
Swarbrick et Investigar os efeitos metabolicos  Estudo cruzado, individuos estudados em 03 etapas: 07 mulheres p6s  Consumo de frutose como parte de
al. (35) do consumo de bebidas adocadas 1?) Final de 4 semanas de inicio do estudo (antes da intervengdo); menopausa com  dieta para manutencédo de peso por
com frutose em condigdes de 2%) 2 semanas durante a intervencao; excesso de peso 10 semanas aumentou a glicemia em
balanco energético em local de  3%) 10 semanas no final da intervengdo. ou obesidade jejum, TG e apoB p6s-prandial em
pesquisa controlado. Inicio do estudo: dieta balanceada para manutencao do peso. mulheres com excesso de peso.
Teff et al.* Examinar a concentragdo de Estudo cruzado, randomizado, individuos estudados em 02 fases 12 mulheres Consumo de bebidas adocadas com
(24) glicose, TG, AG livre, insulina,  com intervalo de um més. sadias frutose durante as refei¢Ges resulta
leptina, grelina e forma ativa de - duas noites no centro de pesquisa em menores concentracfes de
GLP-1 durante o consumo de (24h- ingestdo alimentar controlada + bebida adogada glicose; insulina e de leptina, e aumento de
frutose por periodo de 24h. 12h- dieta liberada); grelinae TG comparado com
- duas noites no centro de pesquisa glicose.
(24h- ingestéo alimentar controlada + bebida adogada frutose;
12h- dieta liberada).

Legenda: AG — Acido graxo; ALT — Alanina aminotransferase; AST — Aspartato aminotransferase; ApoB — Apolipoproteina B; CHO — Carboidrato; DCV —
Doenca cardiovascular; 1G — indice glicémico; GET — Gasto energético total; GGT — Gama glutamil transpeptidases; IMC — indice de massa corporal; IL-6 —
Interleucina-6; HDL — Lipoproteina de alta densidade; LDL - Lipoproteina de baixa densidade; MCP-1 - Proteina quimiotraente de monécitos; PAI - Inibidor
do ativador de plasminogénio ; PCR — Proteina C reativa; PTN — Proteina; RBP-4 — Proteina carreadora de retinol-4; TG — Triglicerideos; VCAM - molécula
de adesdo intercelular; XMRF — Xarope de milho rico em frutose. * Trabalhos que incluiram a avaliagéo inflamatoria.
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2.2.1 Frutose e Inflamacéo Aguda

Outra abordagem interessante envolve a investigacdo das alteracdes
inflamatorias e metabolicas induzidas pelo consumo alimentar no estado pos-prandial,
ou seja, momento apds uma Unica refeicdo. Nos ultimos anos, houve crescente
conscientizacdo sobre a importancia dos eventos no estado alimentado no
desenvolvimento e exacerbacdo de doengas metabdlicas (1, 2, 8). O estado alimentado €
um periodo dindmico caracterizado por fluxo metabdlico complexo, biossintese e
metabolismo oxidativo intenso. Tal periodo promove distirbio homeostético rapido que
em condicdes adequadas, é rapidamente reestabelecido, ndo sendo prejudicial ao
organismo. No entanto, o consumo excessivo de nutrientes e o desequilibrio metabdlico
prolongado podem sobrepor-se a capacidade adaptativa do organismo acarretando em
disfuncéo celular e doenga (5, 49).

Encontra-se na literatura interesse crescente sobre o efeito inflamatorio
desencadeado pelo consumo agudo de nutrientes isolados ou combinados a refeicdo em
individuos. Dentre os trabalhos existentes, os lipidios sdo 0s nutrientes estudados com
maior frequéncia (3, 4, 6, 7, 50, 51). O aumento dos mediadores inflamatérios TNF, IL-
6 e IL-17 apos consumo agudo de refeicdo rica em lipidios foi descrito em individuos
com excesso de peso por Peluso et al. (7). Resultado semelhante na concentracdo de IL-
6 foi observado em homens obesos, porém diminuicdo transitéria de TNF também
ocorreu no periodo investigado (50). As concentracdes plasmaticas de IL-6 aumentaram
e de PAI-1 reduziram ap0s testes orais de tolerancia a gordura compostos por diferentes
razdes de AG em homens com ou sem hipertrigliceridemia. Enquanto as concentracfes
de ICAM-1 e PCR aumentaram apenas no grupo dislipidémico (4). No entanto, em
estudo similar realizado em homens com sindrome metabdlica, as concentracoes de IL-
6, receptor soltvel de IL-6 e PCR pos-prandiais ndo modificaram depois de testes orais
de tolerancia a gordura em comparacdo a ingestdo de agua (6). Poppitt et al. (51)
observaram aumento tardio de IL-6 ap6s consumo de refeicdo rica em lipidio, com
diferentes teores de AG saturado, em homens jovens sadios. Entretanto, TNF, PCR e
adiponectina ndao foram influenciados pela alimentacdo (51), enquanto ocorreu reducédo
pos-prandial de leptina (52). Em individuos com excesso de peso, a concentragdo
plasmética de TNF foi reduzida apoOs refeicBes ricas em energia e lipidios com
diferentes composigdes de AG. Porém, ndo houve alteragdo das concentracbes da
molécula de adeséo da célula vascular (VCAM) e PCR. No entanto, a concentracdo de

25



ICAM-1 e fator nuclear kappa f (NFkB) modificaram de forma diferente conforme o
tipo de AG ingerido (3).

O papel agudo da glicose na resposta inflamatoria também tem sido explorado.
A administracdo venosa de glicose foi associada a elevagdo de TNF, IL-6 e IL-18 em
individuos com adequada ou alterada tolerancia a glicose (53). Entretanto, os resultados
acima descritos para TNF e IL-6 ndo foram confirmados quando a oferta de glicose foi
realizada por via oral em voluntarios com excesso de peso (54). O teste oral de
tolerdncia a glicose promoveu aumento da ativacdo nuclear de NFKB em células
mononucleares em individuos eutroficos (55).

Trabalhos anteriores investigaram o efeito agudo do consumo de solugdes
(bolus) contendo frutose sobre a resposta inflamatéria (26, 28, 30, 46). A exemplo, Mah
et al. (46) mostraram que a ingestdo de frutose (75g), comparada a glicose (75g), em
homens jovens ndo alterou as concentracdes séricas de PCR, IL-6, IL-10, TNF, VCAM-
1, E-selectina e a atividade da MPO nos periodos pds-prandiais. Por outro lado,
quantidade intermediaria de frutose (50g) foi associada a aumento da PCR em grupo de
individuos sadios (28). Por outro lado, bolus com concentracdes menores de frutose
(36g) ndo induziram alteracdo na concentracdo de leptina (26). Os trabalhos acima
referidos, além da quantidade de frutose diferiam quanto ao sexo e IMC dos
participantes, fatores que podem influenciar os resultados. O trabalho que avaliou o
efeito da frutose (35 a 45 gramas) em conjunto com refeicdo solida equilibrada de
consisténcia variada (~ 30% do gasto energético total calculado por férmula) sobre as
concentracdes de leptina ndo evidenciou modificacdes relacionadas ao consumo da
hexose (30).

O quadro 2 apresenta estudos investigando a oferta oral aguda de frutose na
resposta metabdlica e/ou inflamatéria no periodo pds-prandial. Os trabalhos que
incluiram alguma avaliacdo inflamatoria apresentam um (*) préximo ao nome dos

autores.
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Quadro 2 -

metabdlicos e inflamatorios de individuos.

Impacto do consumo agudo de bebidas ado¢adas com frutose e/ ou xarope de milho rico em frutose em marcadores

Yau et al.*
(26)

Gallagher et
al. (27)

Jameel et al.*
(28)

Examinar o esvaziamento
gastrico e a resposta de
horménios gastrointestinais a
ingestdo de frutose e glicose
precedida de suplementacéo
dietética com frutose por trés

dias.

Determinar o efeito da sacarose,
frutose e sucralose na
concentracdo de TG, glicose e
insulina em estudo agudo com
individuos sadios, sobrepeso e
obesos.

Comparar os efeitos do consumo
de frutose, glicose e sacarose na
lipemia e inflamacéo (avaliada
por meio da PCR alta-

sensibilidade) pés-prandial.

Estudo simples mascarado, randomizado, cruzado com 04

fases precedidas com suplementacdo de 500mL de frutose
(30g/ d) ou agua por 3 dias associada a dieta habitual
controlada antes da intervencéo.

Intervencdo:

- Solucéo de frutose (369);

- Solucéo de glicose (36Q).

Estudo duplo mascarado, cruzado, randomizado com 3 fases:

- Refeicdo teste (Muffin) com frutose (529);

- Refeigdo teste (Muffin) com sacarose (659);

- Refeigdo teste (Muffin) com sucralose;

Muffin apresentava quantidade padronizada de LIP.
Participantes poderiam tomar cha ou café sem adogante
durante a refeigéo.

Estudo simples mascarado, cruzado, randomizado com 3
fases.

- 509 de sacarose;

- 509 de glicose;

- 50g de frutose.

10 homens

sadios

27 individuos
com diferentes
IMC

14 individuos

sadios

O esvaziamento gastrico do grupo
frutose seguido a suplementagdo prévia
com frutose foi mais rapido e pode ser
parcialmente explicado pela mudanca
sutil na supressdo po6s-prandial retardada

de grelina.

Frutose, em dose moderada, ndo elevou
TG comparado a sacarose e sucralose. A
AUC para glicose reduziu no grupo

frutose.

A frutose modula os lipidios
plasmaticos e concentracdo de PCR alta-

sensibilidade em individuos sadios.
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Theytaz et al.
(29)

Smeraglio et
al.* (30)

Mah et al.*

(46)

Parks et al.
(56)

Auvaliar o destino metabolico da
frutose ingerida em uma refeicdo

mista com ou sem glicose.

Verificar se a diminuicdo da
oxidacéo de GORD e aumento da
oxidacdo de CHO pode ser
decorrente do consumo de dieta

rica em frutose.

Verificar se a hiperglicemia pds-
prandial pode reduzir a fungdo

vascular em homens sadios.

Determinar a magnitude com que
0 consumo agudo de frutose em
bolus isolado ou associado a
consumo posterior de refei¢do

estimula a lipogénese.

Estudo duplo mascarado, cruzado, randomizado em 03 fases

com ingestdo de refeigdo mista liquida:

- Frutose + glicose (0,3g/ kg de LIP; 0,3g/ kg de PTN; 0,3g/
kg de glicose; 0,3g/ kg de frutose), 30% GET;
- Frutose (0,39/ kg de LIP; 0,39/ kg de PTN; 0,59/ kg de

frutose), 30% GET;

-PTN e LIP: (0,3g/ kg de LIP; 0,3g/ kg de PTN), 15% GET.
Estudo duplo mascarado, cruzado, randomizado com oferta
de refeicdo equilibrada associada a bebida em 2 fases:

- Bebida adogada com frutose (30% GET);

- Bebida adogada com glicose (30% GET);

Refeicdo: 15% PTN; 30% LIP; 55% CHO; sendo 25% de

CHO complexo.

Estudo simples mascarado, cruzado, randomizado com 2

fases.
- 75¢g de glicose em 240mL de &gua;
- 75¢g de frutose em 240mL &gua.

Estudo simples mascarado, cruzado, randomizado com 3

fases.
- Solucdo 100% de glicose;
- Solucéo 50% glicose e 50% frutose;

- Solucédo 25% glicose e 75% frutose;

Solucdo de carboidrato forneceu 14% do GET diario (média

85 gramas).

8 individuos

sadios

12 homens
eutréficos e com

excesso de peso

16 homens

sadios

6 individuos

sadios

Continuag&o...

Ingestéo de frutose juntamente com
refeicdo mista contribuiu para
gliconeogénese, producéo de acido

lactico e LDN hepatica e intestinal.

A concentracdo de insulina foi maior no
grupo glicose, sem diferenga entre os
grupos para a concentracdo de glicose,
TG e leptina. O IMC correlacionou com
alteracdo da oxidacéao de LIP ap6s dieta
rica em frutose.

A ingestdo de frutose, comparada a
glicose, ndo alterou a concentragdo
sérica de PCR, IL-6, IL-10, TNF,
VCAM-1, E-selectina e atividade MPO.
O consumo de soluces de carboidrato
contendo frutose em jejum estimula a
lipogénese com consequente aumento
da lipemia pds-prandial. Sem diferenca

na leptina e adiponectina.
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Continuag&o...

Chongetal.  Investigar os mecanismos Estudo simples mascarado, cruzado, randomizado com 2 14 individuos A menor excursdo de insulina ap6s
(57) envolvidos na etapas: sadios frutose pode resultar em menor ativacéo
hipertrigliceridemia induzida por - Bebida emulsificada com chocolate e sabor liméo da LLP, que leva a piora do clearance
frutose e a contribuicdo da LDN. * 0,75g/ kg de peso de agucar (frutose ou sacarose) + 0,59/ kg de TG. A contribuicdo da LDN na
de peso de dleo. hipertrigliceridemia foi pequena. Maior
oxidacdo de CHO e maior esterifica¢do
de AG ocorreu no grupo frutose.

Legenda: AG —Acido graxo; AUC — Area sob a curva; CHO — Carboidrato; IL-6 —Interleucina 6; IL-10 — Interleucina 10; GET — Gasto energético total; IMC
— Indice de massa corporal; LIP — Lipidio; LDN — Lipogénese de novo; LLP — Lipase lipoproteica; PCR — Proteina C reativa; PTN — Proteina; TG —
Triglicerideos; TNF — Fator de necrose tumoral; MPO — Enzima mieloperoxidade; VCAM — molécula de adeséo. * Trabalhos que incluiram a avaliacdo

inflamatoria.
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Trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, demonstrou que camundongos
BALB-C alimentados com dietas contendo diferentes tipos de carboidratos (glicose,
frutose e sacarose) em quantidades isocaloricas apresentaram inflamacdo pds-prandial
sistémica e localizada nos sitios hepatico e adiposo. Alem disso, a ingestdo de frutose
intensificou o efeito observado, pois o consumo agudo desta hexose aumentou 0S
leucdcitos circulantes, reduziu a concentracdo sérica de adiponectina e intensificou o
aumento das citocinas TNF e IL-6 no figado e tecido adiposo, respectivamente. O
aumento do infiltrado de neutrofilos nos sinuséides hepéaticos também foi observado
(31).

Assim, diante da evidéncia experimental em modelo animal de que o consumo
de frutose associado a outros nutrientes possa ter efeito agudo sobre a inflamacdo em
sitios especificos e também sistémico torna-se interessante investigar os efeitos
inflamatorios desta hexose em mulheres sadias no contexto de refeicBes usuais
compostas por alimentos e nutrientes diversificados em quantidade padronizada. Além
disso, é interessante ampliar o numero de marcadores sistémicos investigados e
assegurar que o aporte calorico da dieta ofertada esteja dentro da necessidade individual
do participante, evitando viés associado a hiperalimentacdo. A identificacdo precoce da
presenca de fatores de risco para o desenvolvimento de doencas metabdlicas apds o
consumo alimentar agudo poderd contribuir para o posterior desenvolvimento de

propostas terapéuticas visando promocao e prevencdo destes agravos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Investigar se o consumo agudo de sobrecarga de frutose modula marcadores
metabolicos e inflamatdrios pos-prandiais de mulheres sadias comparado a sacarose e a

glicose.

3.2 Objetivos especificos:

- Caracterizar o perfil antropomeétrico e de salde das participantes;

- Analisar marcadores metabdlicos e inflamatérios no periodo de jejum das mulheres

antes de cada intervencao.

- Determinar se refeicdo padronizacao rica em frutose modifica marcadores metabolicos

e de inflamacao sistémica no periodo pos-prandial.
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4 METODOS

4.1 Tipo de Estudo

Trata-se de estudo cruzado, duplo cego, randomizado quanto a ordem das

intervencdes.

4.2 Populagdo do Estudo

A populagéo do estudo constituiu-se de mulheres jovens com idade entre 20 e 45
anos com peso normal conforme indice de massa corporal, que aceitaram participar
mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(APENDICE A). Foram excluidas da pesquisa as voluntarias que relataram ser
portadoras de doencas cronicas e metabolicas como diabetes Melitus (DM),
insuficiéncia renal cronica (IRC), hipertensdo arterial, doenca cardiaca ou hepatica;
sindrome metabolica; doenca inflamatorio, infecciosa ou autoimune, glicemia > 99 mg /
dL; triglicerideos > 200 mg / dL; presséo arterial > 140 X 90 mg / dL; operacédo prévia
para perda de peso; uso de medicamento para dislipidemia, sensibilidade a insulina ou
DM, IRC, hipertensdo arterial, doenca cardiaca e hepatica, anti-inflamatério, alteracbes
da tireoide e, perda de peso; tabagistas ou com consumo diario de bebida alcodlica
maior que duas doses (APENDICE B).

O projeto foi aprovado pela Comité de FEtica em Pesquisa (CAAE
21852314.7.0000.5149/ 2014). Todos os participantes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) antes do inicio do estudo (ANEXO A). O
protocolo do estudo foi registrado na plataforma de ensaios clinicos Clinicaltrials.gov
(NCT02570633).

4.3 Calculo Amostral

Os objetivos primarios deste trabalho visaram identificar alteracGes estatisticas em

trés marcadores séricos de relevancia para o estudo. O dimensionamento da amostra de
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17 individuos considerou o maior nimero de individuos necessarios para a deteccéo de
diferenga de no minimo 11 mg / dL nas concentracfes de triglicerideos (15), 1,2 ng /
mL nas concentracGes de adiponectina (21) e 1,9 pg / mL nas concentracdes de TNF
(estudo piloto) antes e apos ingestdo de sobrecarga de frutose. O nivel de confianca de
95% e poder estatistico do teste de 80% foi considerado (58).

4.4  Delineamento experimental

A figura 1 apresenta o delineamento experimental que incluiu quatro avaliacdes,
sendo a primeira denominada avaliacdo inicial e as Gltimas, consideradas como as

intervencdes do estudo.

Avaliagao

inicial Intervengao 1 Intervengdo 2 Intervengdo 3

|
\ J L

e

7 -14 DIAS 7 -14 DIAS 7 - 14 DIAS
-Verificagdo dos critérios Refeicdo Refeicdo Refeicdo
de inclusdo padronizada + padronizada + padronizada +
- Determinagao do GER Bebida adogada Bebida adogada Bebida adogada
- Apresentagdo do com frutose ou com frutose ou com frutose ou
protocolo glicose ou sacarose glicose ou sacarose glicose ou sacarose

: Antropometria
Composigao corporal

Pressao sanguinea, Frequéncia Cardiaca
Amostras de sangue

Figura 1: Delineamento experimental do estudo

GER — Gasto energético de repouso

4.4.1 Avaliacéo inicial

As voluntarias receberam material de divulgacdo da pesquisa por meio
eletronico na comunidade académica da UFMG. As mulheres interessadas
compareceram ao ambulatorio para a entrevista inicial para apresentagdo do protocolo
de pesquisa e avaliacdo dos critérios de inclusdo apds jejum noturno de 11 horas.

Depois de repouso por 30 min, ocorreu a afericdo dos dados antropometricos e de
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pressdo arterial; avaliacdo da composicdo corporal e do gasto energético de repouso
(GER).

A avaliacdo antropometrica incluiu a afericdo do peso, altura com subsequente
calculo do IMC (peso / altura?), circunferéncia da cintura (CC) e do quadril (CQ). A CC
foi obtida na menor curvatura localizada entre as costelas e 0 0sso do quadril. A afericéo
da CQ ocorreu por meio de fita métrica posicionada ao redor da maior &rea da regido
glutea na mesma posicdo descrita acima, exceto pelos pés que estavam juntos. A
obtencdo dessas medidas permitiu o calculo da relagéo cintura/ quadril (RCQ = CC (cm)
/ CQ (cm) (59).

A mensuragdo da composi¢do corporal ocorreu por meio de bioimpedancia
elétrica com as participantes deitadas em decubito dorsal, com os bragos posicionados
paralelos ao corpo e pernas entreabertas. Para obtencdo da reatancia e da resisténcia, foi
utilizado o aparelho Quantum (RJM Systems, Michigan, EUA). Tais resultados
serviram para o célculo da gordura corporal e massa livre de gordura secundo equagao
desenvolvida por Chumlea et al. (2002).

As pressdes sistdlica e diastolica e frequéncia cardiaca foram aferidas com as
voluntarias sentadas, braco apoiado em superficie firme com bracgadeiras nas dimensdes
adequadas, ajustadas a circunferéncia do braco, utilizando-se monitor digital, modelo
HEM705CP® (Omrom).

A mensuracdo do gasto energético de repouso (GER) ocorreu por meio de
calorimetria indireta, utilizando-se o aparelho MetaCheck da marca KORR® conforme

orientacOes do fabricante apds calibracdo do equipamento antes de cada avaliacéo.

4.4.2 Protocolo do Estudo

As voluntéarias que preencheram aos critérios de inclusdo foram alocadas para
receber as trés intervengdes em dias distintos de forma randémica com intervalo minimo
de 7 dias (26, 28, 32). As participantes receberam orientagdo para manter 0 consumo
alimentar e a atividade fisica usual e, a preencher registro alimentar de trés dias (dois de
dias de semana e um dia referente a final de semana) durante o intervalo entre as
intervencdes. Houve recomendacdo para ndo realizarem atividade fisica moderada a
intensa (> 2 horas/ dia) (60) e ndo consumirem bebidas alcodlicas ou cafeinadas nas 24

horas anteriores as fases do estudo.
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No dia de cada intervencdo, as participantes compareceram em jejum noturno de
11 horas e apds 30 min de repouso, foram aferidos dados antropométricos, pressao
arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC) e avaliacdo da composicdo corporal conforme
procedimentos descritos na avaliacdo inicial. A insercdo de cateteres do tipo scalp no
braco esquerdo foi realizada para coleta de amostra de sangue por enfermeiro treinado,
sendo a primeira realizada em jejum. Em seguida, a refei¢do foi oferecida e consumida
em até 10 min. A partir desse momento, amostras de sangue (5mL) foram coletadas nos
periodos 30, 60, 120 e 240 min (Figura 2). Tais periodos foram determinados conforme
frequéncia de afericdo descrita em estudos com avaliacdo pos-prandial (28, 56, 61). As

participantes permaneceram sentadas durante todo o periodo de avaliacao.

Chegada 30 min 60 min 30 min 60 min 120 min 240 min

Refeicao teste - L ./'
Durac&o: 10 min Y

Antropometria Periodo pos-prandial:
Composicao corporal Amostra de sangue
Presséo arterial

Frequéncia cardiaca
Amostra de sangue (SmL)

Figura 2: Detalhamento das intervengdes.

o Caracteristicas da dieta

As mulheres receberam café da manhd com alimentos convencionais (péo,
presunto, margarina) acrescidos de 200 mL de bebida adocada com um tipo de
carboidrato refinado (ora sacarose, ora glicose e ora frutose) em cada intervencdo de
forma randémica. A refeicdo apresentava aporte energético balanceado, ou seja, 25% do
gasto energético total (GET) calculado por meio do GER (aferido na avaliacdo inicial
por calorimetria indireta) X nivel de atividade fisica (IOM, 2002) mais 10% referentes
ao efeito térmico dos alimentos (GET = GER x nivel de atividade fisica + 10%). O café
da manha continha 15% de proteina, 30% de lipidio e 55% de carboidrato, dos quais

30% complexos e 25% oferecido como sacarose, frutose ou glicose. Os carboidratos
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sacarose e glicose foram os controles alimentares e metabodlicos, respectivamente,
escolhidos para o estudo.

A quantidade de carboidrato refinado oferecida as participantes (18 a 25 gramas
em uma unica refei¢do) foi considerada como sobrecarga, uma vez que a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS, 2015) recomenda que o consumo diario ndo ultrapasse 5%
das calorias ingeridas por dia, em uma dieta saudavel (62). A American Heart
Association Nutrition Committee (2009) recomendou a mulheres adultas a ingestdo de
acucar de adicdo inferior a 100 kcal / dia (25¢/ dia) e para homens, consume menor que
150 kcal / dia (37,5 g/ dia). Além disso, varios estudos que investigaram o consumo de
frutose em curto e longo periodo (< 3 semanas) nos marcadores metabdlicos e
inflamatdrios ofertaram 25% do GET da refeicdo sob a forma de sacarose, glicose,
frutose ou XMRF por dia (15, 16, 19, 25, 45, 63). Por outro lado, a quantidade oferecida
destes carboidratos no presente estudo é rotina alimentar de muitos individuos (200mL
de refrigerante comum contém 21 gramas de sacarose).

As bebidas foram preparadas com sabor artificial de fruta com uso de refresco
em po sem aclcar de forma que os pesquisadores nem 0s participantes sabiam do

contetido da mesma.

o Exames bioquimicos

Houve a coleta de cinco amostras de sangue (5mL cada), a primeira em jejum e
as quatro restantes no estado pds-prandial (30, 60, 120 e 240 min) apés a ingestdo de
cada refeicdo teste. Todas as amostras foram centrifugadas para separacdo das aliquotas,
sendo o soro transferido para microtubos e em seguida, armazenados em freezer a
temperatura de — 80°C. As amostras de soro armazenadas foram utilizadas para
dosagem de mediadores metabdlicos (glicose, triglicerideos, colesterol total), funcédo
hepatica (alanina amino transferase ALT e aspartato aminotransferase - AST) e
inflamatdrios como adipocinas (leptina, resistina e adiponectina), citocinas [fator de
necrose tumoral (TNF), interferon gamma (IFN-y), interleucinas (2, 4, 5, 6, 10 e 17A) e
eotaxina].

As concentragdes de glicose, TG, clesterol total, ALT e AST) foram obtidas por
Kits enzimaticos colorimétricos (Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brazil). A determinacdo

da concentracdo sérica de adiponectina, resistina, leptina e TNF ocorreu por meio de Elisa
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(Enzyme Linked ImmuneSorbent Assay). Os kits usados foram Duoset da R&D Systems®
(kits DY1065, DY1359 and DY398) e Human TNF-alpha Quantikine HS R&D
Systems® (kit SSTAO00D). Concentracbes de INFy, interleucinas IL-2, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, IL-17A and eotaxina foram obtidas pelo método Cytometric Bead Array (CBA)
(BD Bioscience, San Diego, CA, USA) em citometria de fluxo. Os testes seguiram as
instrucOes dos fabricantes.

4.5 Analise estatistica

Somente os dados das participantes que completaram os trés protocolos de
estudo (n= 22) foram incluidos nas anéalises estatisticas quanto ao perfil metabolico e
inflamatdrio (adipocinas e TNF). Em uma subamostra, constituida pelas primeiras 13
mulheres que completaram o estudo, as concentracdes séricas de IFN-y, IL-2, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-10, IL-17 e eotaxina foram investigadas no periodo pos-prandial.

Os dados foram analisados nos programas Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) versdo 20 e GraphPad Prism versdo 5.0. As varidveis quantitativas
foram apresentadas como média * erro padrdo (EP). O teste Shapiro-Wilk verificou a
normalidade das varidveis quantitativas. Os testes t Student Simples e Mann-Whitney
permitiram as comparacdes entre as caracteristicas iniciais de quem concluiu ou nédo o
estudo e daquelas incluidas ou ndo na subamostra. Para comparar as caracteristicas
antropomeétricas, clinicas, metabdlicas e inflamatdrias no inicio de cada fase do estudo
(jejum) das intervencdes, optou-se pelo uso do teste ANOVA para medidas repetidas 1-
fator (refeicdo teste) para varidveis com distribuicdo normal ou Kruskal-Wallis para as
ndo normais seguidos do pos-teste de Bonferroni. Para as comparacfes pds-prandiais
entre as refei¢cBes contendo diferentes tipos de carboidratos, o método escolhido foi o
Modelo de Equacbes de Estimativas Generalizadas (GEE). O GEE permite avaliar o
efeito da alocagéo na refeicdo teste (grupo) com ajuste do efeito do tempo (interacdo).
As varidveis foram tratadas com a funcdo gama de conexdo. A matriz de correlagéo de
trabalho utilizada foi a matriz de covariancia de estimador ndo estruturada e robusta. O
pos-teste de Bonferroni identificou a presenca de efeitos significativos. O nivel de
significancia utilizado foi de 0,05.
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ABSTRACT

Fructose consumption is associated with the development of metabolic diseases related
to low-grade. However, the acute effect of dietary fructose on the metabolic and
inflammatory response is not well known. Objective: To investigate whether the acute
consumption of a standard diet containing a fructose overload interferes with
postprandial metabolic and inflammatory response. This was a randomized crossover
double-blinded design study with 22 healthy women (mean of BMI 21.1 £ 0.4 kg / m?
and age 27.4 = 1.3 years). Each participant received a mixed meal (25% from the total
daily energy expenditure) containing usual foods plus a beverage sweetened with
sucrose or glucose or fructose. Blood samples were collected in the fasted and
postprandial (30, 60, 120 and 240 min) periods. Glycaemia increased 30 min after meal
consumption containing sucrose and glucose overload. No changes in glycaemia were
observed after the fructose overload meal. Serum triglycerides increased 240 min after
the fructose. The fructose overload meal induced an increase in the total blood
leukocytes. Serum leptin levels (30, 60, 120 and 240 min) were reduced in relation to
baseline, regardless of the type of the carbohydrate overload. There was no statistical
difference in the postprandial levels of cholesterol, alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase, adiponectin, resistin, tumor necrosis factor and interferon gamma e
interleukins (2, 4, 5, 6, 10,17) following the carbohydrate overload. Meal with fructose
overload promoted acutely increased serum triglycerides and leukocytes, which may be

aggravated by subsequent meals and increase the risk factors for metabolic diseases.

Keywords:  Fructose,  Postprandial  Period, Inflammation, ~ Metabolism.
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1. INTRODUCTION

The consumption of high refined carbohydrate diet, mainly glucose and fructose
has been associated with the increasing prevalence of obesity and metabolic diseases (1-
3). Indeed, the deleterious effects of fructose are attributed to the different metabolism
from that observed with glucose (4). Hepatic uptake and oxidation of fructose are
independent of insulin and cellular energy status, respectively (2, 3, 5). Thus, such
differences may lead to a higher lipemia induced by fructose through de novo
lipogenesis (LDN) accompanied by insulin resistance (5-7). Hyperuricemia, insulin
resistance, inflammation and hormonal changes are also associated with high fructose
consumption (5, 8, 9).

Obesity and metabolic dysfunction are characterized by the presence of a
chronic low-grade inflammation (10). Such inflammation can be due to the exacerbated
adipose tissue expansion caused by a chronic overload of nutrients (11). However, the
effects of the diet on low-grade inflammation may not be limited to a chronic food
intake. In the last decade, several studies have shown that the consumption of a single
meal with different nutrients may trigger an inflammatory response (10, 12-14). It may
suggests an early risk factors for the development of metabolic diseases (15, 16).

A single meal rich in fat or with different proportions of fatty acids induce the
increase of tumor necrosis factor (TNF), interleukin-6 (IL-6), interleukin-17, and C-
reactive protein (CRP) at the postprandial period in individuals of both sexes and varied
body mass index (BMI) (12, 13, 17). Indeed, by using experimental models, we have
showed that mice fed a balanced meal containing fructose have an intensification of the
postprandial inflammatory response through the increase of circulating leukocytes, lower
serum concentration of adiponectin and increase of TNF and IL-6 in the liver and adipose
tissue (18). However, the investigation of acute postprandial inflammatory response
following a diet rich in fructose in humans is still little explored and inconclusive (19-
22). Therefore, the aim of the present study was to investigate the metabolic and
inflammatory effect of a standard meal containing an overload of fructose in healthy

woman.
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2. MATERIALS AND METHODS
This is a randomized, single-blinded, controlled crossover clinical trial
performed at the Alpha Institute of Gastroenterology of the Hospital das Clinicas (Belo
Horizonte, MG, Brazil). The research was approved by the Research Ethics Committee
of the Universidade Federal de Minas Gerais (CAAE: 21852314.7.0000.5149) and it
was registered at the Clinical Trial Registry Platform (NCT02570633). All volunteers
signed the informed consent statement prior to the start of the study.

2.1 Subjects

Women aged between 20 and 47 years, BMI from 18.90 to 24.99 kg/m2 were
recruited. Exclusion criteria included: (i) chronic diseases such as diabetes mellitus
(DM), chronic renal failure (CRF), arterial hypertension, heart or liver disease,
inflammatory or autoimmune disease, (ii) glycemia > 99 mg / dL, (iii) triglycerides>
200 mg / dL, (iv) blood pressure > 140 X 90 mg / dL, (v) prior surgery for weight loss,
(vi) people in use of medication for thyroid alterations, dyslipidemia, insulin sensitivity
or DM, CREF, arterial hypertension, cardiac and hepatic disease, inflammation and / or
infection, immunosuppressive and weight loss, (vii) smokers or drinking alcohol (> 2
doses / day), and (ix) pregnancy or breast-feeding.

The sample size of 17 subjects considered to incluide number of individuals to
detect a difference of at least 11 mg / dL in the concentrations of triglycerides (15), 1.2
ng / mL in adiponectin concentrations (21) and 1.9 pg / mL in TNF concentrations (pilot
study) before and after ingestion of fructose overload based on a 95% confidence level
and statistical power of the 80% (23). We also took into account the average 8% of

dropout rate described in a crossover study evaluating an acute intake of fructose (19).

2.2 Study design
Each participant attended the outpatient clinic three times with intervals of at least

7 days. Three different interventions were performed in which standardized meals were
given to participants in random order (Figure 1). During the washout period, the

subjects were instructed to maintain their usual food intake and physical activity. The
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participants completed a 3-day food registry to evaluate the energy consumption
between the interventions. The consumption of caffeine and alcoholic beverages and the
performance of intense physical activity were contraindicated in the 24 h preceding each
intervention.

On the day of each intervention, participants went to the outpatient unit in the
morning after an overnight fast of 11 hours. Weight, height, waist circumference (lesser
curvature located between ribs and hipbone), body composition (bioimpedance
machine, Quantum® apparatus, RIM Systems, Michigan), blood pressure and heart rate
(digital monitor, model HEM705CP®, Omrom) were measured after 30 min of rest. A
catheter with a three-way stopcock was inserted into the arm of the volunteers and, the
first blood samples (5mL) were collected in the fasted state (baseline), 30, 60, 120 and

240 min postprandial. Participants remained seated throughout the evaluation period.

Initial interview
| I
1
1
1
1
1

| | | |
\ J \ J

Y ! f

Washout = 7dias Washout = 7dias

-Verification of inclusion

. . Standardized meal + Standardized meal + Standardized meal +
and exclusion criteria; L
sweetened beverage sweetened beverage sweetened beverage
-Knowledge of research : . . .
rotocol: with fructose or with fructose or with fructose or
p glucose or sucrose glucose or sucrose glucose or sucrose

- Indirect calorimetry

1
1
1
:
[ Anthropometric measures
Bioelectrical impedance
Blood pressure
Heart rate
Blood sample

Figure 1: Experimental design

2.3 Diet Composition

The volunteers received a controlled meal consisting of bread, ham, margarine

plus a sweetened drink (200mL) with similar amounts of different types of carbohydrate
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(sucrose, glucose or fructose) in each intervention arm. All three meals provided 25% of
the energy requirements, calculated from the resting energy expenditure measured by
indirect calorimetry (KORR®, MetaCheck) multiplied by the activity factor (IOM,
2002) plus 10% referring to the thermal effect of food (data not shown). The meal
consisted of 15% de protein, 30% de fat e 55% de carbohydrate (30% complex and 25%
offered either as sucrose or glucose or fructose). The drinks presented artificial fruit

flavor to avoid the identification of the content by the researchers and volunteers.

2.4 Laboratory methods

Blood samples were centrifuged at 4000 X g for 10 min and were stored at -80°C until
analysis. Serum glucose, triacylglycerol, total cholesterol, alanine aminotransferase
(ALT) and aspartate aminotransferase (AST) levels were measured by colorimetric
enzymatic kit (Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brazil). Serum adiponectin, leptin,
resistin and tumoral necrosis factor (TNF) were measured by ELISA (Enzyme Linked
ImmuneSorbent Assay). The kits used for the quantification of adipokines were Duoset
da R&D Systems® (kits DY1065, DY1359 and DY398) and Human TNF-alpha
Quantikine HS R&D Systems® (kit SSTA00D). Serum levels of the interferon gamma
(INFy), interleukins (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17A) and eotaxin were obtained
by the Cytometric Bead Array (CBA) method, (BD Bioscience, San Diego, CA, USA)
in flow cytometry. Blood collected was diluted in Turk's solution. The number of total

white blood cell was obtained using a Neubauer chamber (x40 objective).

2.6 Statistical Analyses
All quantitative variables were presented as mean + standard error (SEM).

Normality of the quantitative variables was tested through the Shapiro-Wilk test.
Student's t Simple and Mann-Whitney tests allowed comparisons between the initial
characteristics of those who completed the study or not and between volunteers who
participated or not in the sub-sample. To compare the anthropometric and clinical
characteristics between baseline and the subsequent assessments, we used the ANOVA
test for repeated measures 1-factor or Kruskal-Wallis according to the normality
followed by post- Bonferroni test. Metabolic and inflammatory markers in the

postprandial period were compared by the Generalized Equation of Estimates (GEE)
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model to evaluate the effect of group allocation (carbohydrate type), adjusting for time
effect (interaction). The variables were treated with the connection range function and
the correlation matrix was the covariance of an unstructured and robust estimator. The
Bonferroni post-test identified the presence of significant effects. The area under the
curve (AUC) was calculated with the use of the trapezoidal method to metabolic
markers. Significance was set at P < 0.05. The data were analyzed using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) software version 20 and GraphPad Prism

version 5.0.

3. RESULTS

Thirty-two (32) women were recruited. Of these, 25 had the inclusion criteria
and were randomized to participate in the study. Three women (two due to hypotension
and one due to discomfort during venipuncture) did not complete the first intervention
protocol. There was no statistical differences in mean of age (27.4 + 1.3 years vs. 27.2 £
1.4 years, p = 0.572) and BMI (21.1 + 0.4 vs. 21.2 £ 0.5 kg / m2, p = 0.456) among
subjects who completed the study (n= 22) and those excluded (n = 3). Figure 2
represents the flowchart of the study participants.

32 recruited T N
' 07 excluded:

03 BMI > 25 kg / m2 !
------------_____t 02 Hipothiroidism !
01 Hypertriglyceridemia
01 Diabetes Mellitus E

[ 25 included ] mmmmmmmmmmmeooeoees ’
i 03 excluded: i

------------ 1 02 Arterial Hypotension

' 01 Withdrawal !

[ 22 concluded ]

Figure 2: Flowchart of the volunteers involved in the study.
Legend: BMI - Body mass index.
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The final sample included 22 women with 27.4 £ 1.2 years old and 56.6 = 1.2

kg. There was no significant difference at the baseline concerning anthropometric, body

composition and health characteristics during the three interventions phases (TABLE 1).

Dietary analysis verified average energy consumption was similar to the calculated total

energy expenditure demonstrating that the caloric content of teach experimental he

breakfast meals was correctly estimated (data not shown).

Table 1. Characteristics of the participants before the each meal with different

types of carbohydrate.

Characteristics Sucrose Glucose Fructose P

Weight (kg)?* 56.7 +1,1 56.5 + 1.2 56.6 + 1.2 0.673
Body mass index (kg/m?)? 21.2+04 21.1+04 211404 0.582
Waist Circumference (cm)? 76.5+1.3 758 +1.3 75.7+1.4 0.336
Hip Waist Ratio® 0.8+0.1 0.8+0.0 0.8+0.0 0.408
Body fat (%)° 30.5+2.2 295+17 29.3+1.7 0.448
Systolic Blood Pressure (mmHg)* 106.4 + 1.8 105.8 2.3 108.6 2.0 0.069
Diastolic Blood Pressure (mmHg)® 67.1+1.8 68.9+2.3 685+ 1.5 0.393
Heart Rate (bpm)? 76.1+16 79.2+24 750+ 1.8 0.087

Values: mean + standard error (SEM). n = 22

Statistical test: * ANOVA of repeated measurements 1-factor; ® Kruskall Wallis.

Regarding metabolic response, the postprandial glycaemia increased 30 min

following sucrose (P = 0.045) and glucose (P < 0.001) overload and returned to baseline

at 60 min postprandial. Serum glucose levels were higher 30 min after glucose intake (P

= 0.032) compared with a meal containing sucrose or fructose overload. (Figure 3A).

Triglycerides levels increased 240 min postprandial (P = 0.043) (Figure 3C - D).
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Figure 3: Changes in the levels of glucose (A), cholesterol (B) and triglycerides

(C-D) following a meal containing an overload of glucose, fructose or sucrose.

Values are mean + SEM. n = 22,
Test: Model of Generalized Estimates (GEE) followed by Bonferroni post-test. * Different from baseline,
P < 0.05. Values without a common superscript are significantly different; P < 0.05.

The levels of AST and ALT were similar at baseline between the three groups
and did not change at the different times (P = 0.342), or between groups (P = 0.523) or
in interaction (groups and time) (P = 0.126) following a meal containing an overload of
glucose, fructose or sucrose (data not show).

To evaluate markers of systemic inflammation in the postprandial state, we
assessed the serum levels of adiponectin, leptin, resistin, TNF and the total number of
blood leukocytes. The levels of all markers was similar at the basal phase. Adiponectin
levels did not change following a meal containing an overload of glucose, fructose or
sucrose (Figure 4A). Leptin levels decreased following a meal regardless the diet
composition (sucrose P = 0.024; glucose P = 0.016; fructose P = 0.031) (Figure 4B).
The levels of resistin and TNF were constant throughout the postprandial period
independently of the carbohydrate type intake (Figure 4C and 4D). However, the
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amount of total leukocytes increased 240 min after the intake of the fructose overload
meal (P = 0.036) (Figure 4E e 4F).

(A)
4000 1
—
— -
S 3500
-
(=2 -
2 3000
=
£ 2500‘: @ & 1
= o
o
(3}
C 20004
o Sucrose
o
S 15004 8- Glucose
< —&— Fructose
1000 T T T T T
0 30 60 120 180 240
Time (min)
(©)
800 1
~ 7004
.
k=]
~ 600
(=]
o
~ 5001
c
=
2 4004
b4 Sucrose
X 300 M- Glucose
—&— Fructose
200 T T T T T
0 30 60 120 180 240
Time (min)
(E)
12000
|
£
5
o
— 9000
x
»
d 3
s 4
2 E
S 60004
_\3 Sucrose
S - Glucose
[\h)
1 —4&— Fructose
3000 T T T T T

30 60 120 180 240

Time (min)

(B)
1800
1700
—
|
O 1600
-
(=2} *
£ 1500 X
c
o
S 1400
j Sucrose
1300 —#- Glucose
—&— Fructose
1200+ T T T T T
0 30 60 120 180 240
Time (min)
(D)
111
— 104
—
°
-
=) 97
o
= +
[T o
z
- Sucrose
- Glucose
i —A— Fructose
T T T T T
0 30 60 120 180 240
Time (min)
(F)
12000 = Sucrose
_EI Glucose
*
5 Bl Fructose
% T T
8000 o T
X
»
”
(3
2
3 40004
(=]
X
=
(3
|
0 T T T T
0 240 0 240 0 240

Time (min)

Figure 4: Inflamatory markers following a meal containing an overload of

glucose, fructose or sucrose. Levels of adiponectin (A), leptin (B), resistin (C), TNF (D)

and total leukocyte counts (E-F).

Values are mean + SEM. n = 22

Test Generalized Estimating Equation (GEE) Model followed by by Bonferroni post-test. * Different

from baseline, P < 0.05.

Complementary analysis to broaden the investigation of the serum postprandial

inflammatory markers was carried out. Figure 5 shows the postprandial evolution of
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serum levels IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17 and eotaxin. Serum levels were

similar before any meal.
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Figure 5: Markers of systemic inflammation following a meal containing
glucose, fructose or sucrose overload. Levels of INFy (A), IL-2 (B), IL-4 (C), IL-5 (D),

IL-6 (E), IL-10 (F), IL-17 (G), Eotaxin (H).
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Values are mean = SEM. n = 13.
Test Generalized Estimating Equation (GEE) Model followed by by Bonferroni post-test.

4. DISCUSSION

The prevalence of obesity and metabolic diseases has increased in recent
decades and the effects of diet as a risk factor seem not to be only limited to chronic
high food overload intake (10, 12, 24). Thus, it becomes important to identify dietary
components capable of altering acute metabolic and inflammatory postprandial
homeostasis (5, 18). In this context, the present study had the following findings: (i)
serum levels TG increased after the ingestion of a standard meal containing fructose
overload; (ii) a standard meal with fructose overload induced an increase in the amount
of circulating leukocytes; (iii) the ingestion of sucrose and glucose did not alter the
investigated postprandial metabolic and inflammatory markers.

Several mechanisms have been suggested to explain the higher lipemia induced
by the excess of fructose intake. Among them, de novo lipogenesis has been the main
pathway which increases hepatic lipids and the very low density lipoprotein (VLDL)
production and secretion induced by fructose. Other pathways include the lower
lipoprotein lipase (LPL) activity, due to lower post-meal insulin responses, and
competition between VLDL and chylomicron for LPL binding sites (5, 8). Moreover,
fructose increases acetyl-CoA levels in the liver, leading to increased production of
malonyl CoA, which inhibits the entry of fatty acids into the mitochondria and inhibits
fatty acid oxidation indirectly (4, 5). Accordingly, herein we have showed that a meal
containing an overload of fructose increase TG serum levels in healthy women.
Previous studies did not report high TG levels after the intake of a fructose sweetened
beverage for up to 120 min (20, 25). Indeed, we were able to show an increment of TG
levels only after 240 min postprandial, showing that a short time postprandial period is
insufficient to detect any changes in TG levels induced by an overload of fructose.
Indeed, the peak of TG usually occurs 180 to 240 min after the beginning of a meal (26,
27). Interestingly, dietary fructose seems to redouble the content of TG rich lipoprotein
levels after the acute intake of glucose or fat bolus (27, 28). Thus, an interaction of
different nutrients may alter the lipid metabolism (27) and determine a distinct

physiological response following a meal.
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The acute effect of a nutrient overload is quite significant since there is an
intensification of metabolic modifications after subsequent meals throughout the day
(16, 29). For example, the consumption of a subsequent meal causes a higher
chylomicron-TG concentrations, which occurs following the first meal, even if the
meals are identical (26). Thus, the higher serum TG levels showed by women eaten an
overload of fructose might be intensified by the next meal and thus, at the end of the
day, shows a more significant changes in TG levels (26). Thus, it is possible that a
regular and prolonged intake of fructose may cause deleterious effects on health, as
previously proposed (16).

In the last decade, a growing body of evidence has shown that even after a
balanced meal there is systemic and tissue-specific immune response that may be
disrupted upon a chronic intake of an overload of nutrients triggering metabolic
dysfunction (4, 10, 30). Herein, in healthy women, we have showed that leptin levels
decreased following a meal, regardless the diet composition. Additionally, the levels of
adiponectin and resistin did not change following a meal containing an overload of
glucose, sucrose or fructose. Our data confirm the results of Smeraglio et al that did not
showed postprandial differences in leptin levels between 12 healthy men with BMI < 30
kg / m2 who were fed with a fructose or a glucose overload (22). However, Teff et al
(2009; 2004) observed reduction of AUC of leptin for 24 hours, after the ingestion of
three mixed nutrient meals with fructose-sweetened beverages in obese individuals
(BMI > 30 kg/ m?) and normal weight women, respectively (31, 32). The total amount
of fructose ingested and the time of evaluation may be responsible for AUC reduction.

In humans, adiponectin levels change little (~ 20%) over 24 hours (Gavrila et al,
2003). However, the acute effect of a meal upon adiponectin levels is little explored. In
a previous classic model study of postprandial inflammation induction (10), the levels
of adiponectin did not change in response to the a lipid bolus with different types of
fatty acids (32). Similarly, the levels adiponectin were constant after an acute ingestion
of bolus of glucose (100: 0) or glucose with fructose (50:50 and 25:75) (28). However,
in a context of a chronic consumption of fructose, adiponectin levels were reduced
under fasting. Thus, the effect of the fructose over adiponectin levels seems to be related
to its chronic effects that changes body weight, adiposity and sensitivity to insulin (4,
23).
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Postprandial inflammation is characterized by modest and transient elevation of
systemic pro-inflammatory markers and therefore, it may be difficult to measure (33). In
this context, the present study evaluated a milieu of inflammatory markers. There was
no significant change in serum levels of TNF, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-
17 and eotaxina following the acute intake of a meal containing an overload of glucose,
sucrose or fructose. This type of analysis is recommended for the diagnosis of
inflammation associated with nutrients or eating patterns (34). Akin to what we found,
Mah et al (2010) showed that a bolus of fructose (75g) did not change the postprandial
levels of IL-6, IL-10, TNF, myeloperoxidase enzyme, E -selectin and C-reactive protein
(CRP) in overweight men when compared with a bolus of glucose (35). Thus, the acute
intake of fructose seems do not change circulating cytokines.

To better characterize the inflammatory response following the acute intake of
carbohydrates we count the number of circulating leukocytes. We observed an increase
of leukocyte counts after the fructose intake. The accumulation of leukocytes, mainly
neutrophils and monocyte-derived cells, is an important feature of the inflammatory
reaction. Emerson et al (2017) recommend the evaluation of leukocyte-bound markers
in the research investigating inflammation since this marker may be more likely to
indicate postprandial changes than TNF or CRP (10). More importantly, previous
human studies evaluating acute or chronic intake of fructose did not include white cells
as an inflammatory marker (6, 20, 22, 25, 31, 32, 35-38). On the other hand, the early
and long-term increase in the number of circulating leukocytes following the acute
ingestion of fructose overload occurred in our previous study performed in mice.
Indeed, the high-fructose diet stimulated neutrophil accumulation in the liver sinusoids
(18). Thus, those data highlight the importance of white blood cells as an putative pro-
inflammatory markers to be analyze at postprandial state.

In the present study we aimed to minimize variation between subjects and
standardize diet composition in order to unveil the effect of a fructose overload in
healthy women. Thus, the subjects had similar age, anthropometric profile, body
composition, level of physical activity, and were instructed do not to perform intense
acute exercise before the interventions. Additionally, the crossover design was the
major strength of our study, because it allowed us to avoid the interpersonal variations

concerning the metabolic and inflammatory response. Another important point was the
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provision of a standardized and isocaloric meal, avoiding the bias associated with the
hypercaloric consumption and / or different amounts of other nutrients. However, our
study has limitations that need to be outlined. The study presents as a limitation the
absence of detailed investigation of cell types such as differential count of white blood
cell and expression of cellular markers by means of flow cytometric immunophenotyping.
Indeed, they are considered good biomarker of low intensity inflammation as observed
in the postprandial period (10, 36).

In conclusion this study showed that meal fructose overload increase TG and
leukocytes what it may contributed to the development of metabolic disorders in normal
weight women. However, other studies with similar experimental designs are needed to
confirm these data and allow stratification to the general population.
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que o consumo agudo de sobrecarga de frutose
associado a dieta padronizada promove hiperlipemia e aumento da quantidade de
leucocitos circulantes. Estes eventos podem representar modificacfes iniciais para o
desenvolvimento de doencas metabolicas e por isso, contribuem para a compreensao de

como componentes da dieta podem interferir na homeostase inflamatoria.
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APENDICES

A —-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convidamos a Sra. para participar da

Pesquisa “Resposta metabdlica e inflamatoria pos-prandial ap6s ingestdo aguda de diferentes
tipos de carboidrato associada a dieta mista em individuos saudaveis” que tem como objetivo
estudar se o consumo de uma refeicdo com variados tipos de carboidrato modifica o
metabolismo de aclcar e gordura e gera inflamacdo no corpo logo apds a ingestdo dos

alimentos.

Depois da assinatura desse termo, vocé deverd responder um questionario sobre a sua
alimentacdo e condicdes de vida e, realizar um exame de sangue para avaliar como esta sua
salide. Iremos medir sua pressao, peso, altura, circunferéncia da cintura e quadril, quantidade de
gordura e musculo do seu corpo utilizando um aparelho chamado de bioimpedancia elétrica e
gasto de energia corporal usando o aparelho de calorimetria indireta. Nenhuma dessas medidas
ird provocar risco a sua saude. VVocé devera voltar ao ambulatério em jejum noturno de onze
horas, por mais trés dias, em meses diferentes, para uma nova avaliacdo. Nesse dia, uma sonda
de pléstico sera colocada em uma veia do seu brago para coleta de sangue e o protocolo inicial
(questionario e medidas) sera repetido. VVocé devera consumir uma refeicdo em dez min e em
seguida, serdo coletadas 5 amostras de sangue do seu brago nos intervalos de 30 min, 1 hora, 2

horas, 3 horas e 4 horas depois da alimentacéo.

Na semana anterior a visita ao ambulatorio, vocé devera evitar o consumo de alimentos que
contenham sacarose ou frutose como refrigerantes, produtos adogados com agucar, mel, xarope
de milho ou frutose (sucos, café, chas), frutas secas (uva passas, ameixa, damasco, dentre
outros), chocolates e achocolatados. Durante o periodo total do estudo, vocé ndo diminuir ou

aumentar seu peso, nem mesmo alterar a atividade fisica realizada.

Vocé poderé sentir um formigamento passageiro na pele durante o uso do aparelho que passa
uma corrente elétrica para avaliar a gordura e musculo do corpo, porém nédo sentira dor. Além
disso, podera sentir um incdmodo no momento da coleta do sangue por causa da introducéo da

agulha.
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Sua participacdo ajudard os profissionais entenderem melhor o metabolismo e se ocorre
inflamacdo no corpo depois de uma refeigdo e se o tipo de carboidrato altera essa resposta,
podendo assim ajudar a evitar o desenvolvimento de doencas relacionadas a alimentacéo.

A Sra. ndo terd nenhuma despesa, sendo sua participacao voluntéria, podendo sair da pesquisa a
qualquer momento, sem que seu tratamento seja prejudicado. Os resultados serdo utilizados para
pesquisa, mas sua identidade ndo sera divulgada.

Em caso de dividas relacionadas a questbes éticas, como em relagdo ao comportamento das
avaliadoras ou dos procedimentos realizados, vocé pode entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa, UFMG (31) 3409-4592, localizado na Av. Antonio Carlos, 6627 - Unidade
Administrativa Il - 2° andar - Sala 2005 Campus Pampulha, Belo Horizonte/MG.

Eu, , fui informado

sobre o que o pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboracdo, e entendi a
explicacdo. Por isso, eu concordo em participar do projeto, sabendo que ndo vou ganhar nada e
que posso sair quando quiser. Este documento tem duas cOpias que serdo assinadas por mim e

pelo pesquisador, ficando uma copia com cada um de nos.

Belo Horizonte, de de 2013.
Nome e n° do registro Assinatura do Participante
Nome Assinatura do Estudante
Nome Assinatura do Pesquisador

Ana Maria Rodrigues (Estudante) - (31) 8788-6509/anamarod@gmail.com
Adaliene Versiani Matos Ferreira (Pesquisadora) (31) 96113770/ adaliene@gmail.com
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B —PROTOCOLO DE COLETA DE DADOS

1) Identificacdo

Nome: Sexo:(1) Feminino (2) Masculino
Contato: (__) - Estado Civil: (1) Solteiro (2) Casado Datanasc. _/ [/
Idade anos.

Atividade fisica: (1) Ndo (2) Sim - Tipo:

Presenca de doenca: (1) Ndo (2) Sim, Qual?
Uso de medicamento: (1) Ndo (2) Sim, Qual?
Tabagista? (1) Ndo (2) Sim
Bebida alcodlica: (1) Nao (2) Sim - Tipo:

Frequéncia:

Duracéo:

Perda de peso nos ultimos 6 meses: (1) N&o (2) Sim

Cirurgia prévia para perda de peso: (1) Nao (2) Sim

Frequéncia:

Quantidade:

Data da Gltima menstruagdo: _ /[ Ciclos regulares: (1) Nado (2) Sim
2) Avaliacdo Antropométrica
Variavel Avaliacédo Refeicdo A Refeicdo B Refei¢do C
inicial A A A
I

Peso atual (kg)

Altura (m)

CC (cm)

CQ (cm)

3) Avaliacdo Composicao Corporal

Variavel Avaliacéo Refeicdo A Refeicdo B Refeicdo C

inicial Y A Y A
1

Gordura corporal (%)

Massa livre de gordura (%)

Agua corporal total (%)

Massa livre de gordura (Kg)
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4) Pressao Arterial

Variavel

Avaliacdo
inicial
]

Refeicdo A

Refeicdo B

S

Refeicdo C

_

P Arterial

5) Calorimetria Indireta — GER:

6) Registro Alimentar

Refeicdo /.

/

Refeicdo

Alimento/ Preparacéo

Quantidade

OBS:

Desjejum

Horério:

Colagdo

Horério:

Almoco

Horério:

Lanche da
Tarde

Horério:

Jantar

Horério:

Ceia

Horéria:
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Refeicdo /|

/

Refeicdo

Alimento/ Preparacéo

Quantidade

OBS:

Desjejum

Horério:

Colacéo

Horério:

Almocgo

Horério:

Lanche da
Tarde

Horério:

Jantar

Horério:

Ceia

Horéria:

Refeicdo __ /

/

Refeicéo

Alimento/ Preparacéo

Quantidade

OBS:
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Desjejum

Horério:

Colacéo

Horéario:

Almoco

Horério:

Lanche
Tarde

Horério:

da

Jantar

Horério:

Ceia

Horéria:
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ANEXO

A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 21852314.7.0000.5149

Interessado(a): Profa. Adaliene Versiani Matos Ferreira
Departamento de Nutricdo
Escola de Enfermagem- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou. no
dia 16 de abril de 2014 o projeto de pesquisa intitulado "Resposta
metabdlica e inflamatéria pés-prandial apés ingestio aguda de
diferentes tipus de carboidrato associada 3 dieta mista em
individuos sadios” bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto

Coordenadora do COEP-UFMG

ey At Corfon, 8627 - Lnnialy ddvtman vy / AR N L on ) LU [T
Tokalan (B3] MO8 - L
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PRODUCOES CIENTIFICAS

Estdo listadas abaixo as produces cientificas desenvolvidas durante o periodo
do doutorado, relacionadas a outros projetos desenvolvidos em paralelo junto aos
grupos de pesquisa Imunometabolismo e de Nutricdo do Instituto Alfa de
Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da UFMG coordenados pelas orientadoras
deste trabalho.

A - Artigo publicado como primeira autora em periddico internacional:

RODRIGUES AM, COSTA ABP, CAMPOS DL, SILVA MPS, CANDIDO AL,
SANTOS LC, FERREIRA AVM. Low validity of predictive equations for calculating
resting energy expenditure in overweight and obese women with polycystic ovary
syndrome. J Hum Nutr Diet. 2018;31(2):266-275. doi: 10.1111/jhn.12498.

B - Artigos publicados como coautora em periddicos internacionais:

MARTINS, LB, RODRIGUES AMSR, RODRIGUES DF, Dos SANTOS LC,
TEIXEIRA AL, FERREIRA, AVM. Double-blind placebo-controlled randomized
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