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RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a influéncia da solucéo de frutose e de glicose na glicemia, glucagon,
trigliceridemia, uricemia e malondialdeido pés-prandial de individuos com diabetes mellitus
tipo 1 (DM1). METODOS: Trata-se de um ensaio clinico simples cego, randomizado com
delineamento 2x2, crossover, com periodo de washout de 2-7 semanas de intervalo, incluindo
dezesseis individuos com DM1, sendo sete mulheres e nove homens, com média de idade de
25,1 £ 8,8 anos, tempo médio de diagndstico do DM1 de 14,8 + 4,7 anos, indice de massa
corporal médio de 24,7 + 3,6 kg/m? e média de hemoglobina glicada de 8,1 + 1,8%, sem
complicacdes do DM ou outras doencas crénicas. Em cada dia de estudo, os voluntarios
receberam uma solucdo teste (75g de glicose ou frutose dissolvidas em agua) via oral em
ordem aleatéria e responderam a escala quanto a palatabilidade das mesmas. Amostras de
sangue venoso foram colhidas apds 8h de jejum noturno e 180 min apo6s a solucdo para
avaliacdo da glicemia, glucagon, trigliceridemia, acido drico, lactato, e malondialdeido. As
andlises estatisticas foram realizadas no software SPSS versdo 17.0, com nivel de
significancia de 5%. RESULTADOS: Apesar da glicose apresentar menor dilui¢do (p<0,01),
a palatabilidade das solu¢6es mostrou-se semelhante. A solucéo de glucose resultou em maior
glicemia pos-prandial, comparada com a frutose (12,9 £ 4,1 mmol/L; e 4,4 + 5,5 mmol/L,
respectivamente; p<0,01). As concentracGes de acido Urico elevaram-se ap0os a solucdo de
frutose (0,4 £ 0,8 umol/L; p<0,01) e reduziram apos a solucdo de glicose (-0,2 £ 0,1 pumol/L;
p<0.01) (p<0,01). A solucdo contendo frutose aumentou o malondialdeido (1,4 + 1,6 pumol/L;
p<0,01) e a solucdo de glicose ndo alterou as concentracdes deste marcador de estresse
oxidativo (-0,2 + 1,6 umol/L; p=0,40). Outras variaveis nao diferiram entre as solugdes.

CONCLUSAO: Ambas as solugbes demonstram palatabilidade semelhante. A frutose
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resultou em menor glicemia pos-prandial comparada a glicose, porém, elevou as
concentragdes de acido urico e malondialdeido. A ingestdo destes monossacarideos por

individuos com DM1 ndo alterou a trigliceridemia, o glucagon e o lactato pos-prandiais.

PALAVRAS CHAVE: diabetes mellitus tipo 1; frutose; glicose; estresse oxidativo; glicemia;

triglicerideos; uricemia.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To test the influence of fructose and glucose solutions in the blood glucose,
glucagon, triglycerides, uricaemia, and malondialdehyde levels in the postprandial state in
patients with type 1 diabetes. METHODS: The study was a simple-blind, randomized, two-
way crossover design in which 2-7 week washout period, including sixteen patients with type
1 diabetes, seven women and nine men, with a mean age of 25.1 + 8.8 years old, a mean
duration of disease of 14.8 + 4.7 years, a mean body mass index of 24.7 + 3.6 kg/m?, and a
mean glycated hemoglobin of 8.1 + 1.8%, without diabetes complications or other chronic
diseases. In each study day, volunteers received an oral test solution (75g glucose or fructose)
in random order, and then complete questionnaires assessing the sweetness and palatability of
the solution. Venous blood samples were drawn after 8h fasting and at 180 min postprandial
to obtain results of the glucose, glucagon, triglycerides, uric acid, lactate, and
malondialdehyde levels. Statistical analyzes were performed in SPSS software version 17.0,
with significance level of 5%. RESULTS: Although the glucose present lower dilution
(p<0.01), the palatability of the solutions was similar. Glucose solutions resulted in greater
postprandial glycemia when compared to fructose (12.9 + 4.1 mmol/L; and 4.4 = 5.5 mmol/L,
respectively; p<0.01). Uric acid levels increased after fructose solution (0.4 £ 0.8 pmol/L;
p<0.01) and reduced after glucose solution (-0.2 £ 0.1 pumol/L; p<0.01) (p<0.01). Fructose
solution increase the malondialdehyde (1.4 + 1.6 pumol/L; p<0.01), while glucose solution did
not change the malondialdehyde levels (-0.2 + 1.6 pumol/L; p=0.40). Other variables did not
significantly differ between solutions. CONCLUSION: Both solutions had similar

palatability. Fructose resulted in lower glucose concentrations compared to glucose, however,

vii



increased uric acid and malondialdehyde levels. The intake of these monosaccharides by

individuals with DM1 did not change postprandial triglycerides, glucagon, and lactate levels.

KEY-WORDS: type 1 diabetes mellitus; fructose; glucose; oxidative stress; glycaemia;

triglycerides; uricaemia.
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ADP — adenosina difosfato

AGE — advanced glycation end products (produtos da glicacdo avancada)
ALT — alanina aminotransferase

AST — aspartato aminotransferase

ATP — adenosina trifosfato

BMI — body mass index

CAPES — Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CBG - capillary blood glucose

Cl — confidence interval

CG — carga glicémica

DM - diabetes mellitus

DM1 — diabetes mellitus tipo 1

DM2 — diabetes mellitus tipo 2

DNA — 4cido desoxirribonucleico

DRIs — Dietary Reference Intakes

DP — desvio padrao

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay

ERN — espécie reativa de nitrogénio

ERO — espécie reativa de oxigénio

FADH, — hidrogénio flavina adenina dinucleotideo

FAPERJ — Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro

FDA — Food and Drugs Administration



GLP-1 — peptideo semelhante ao glucagon 1

GLUT - glucose transporter (transportador de glicose)

GLUT-1 — transportador de glicose do tipo 1

GLUT-2 — transportador facilitado de glicose independente do sodio
GLUT-3 — transportador de glicose do tipo 3

GLUT-4 — transportador de glicose dependente de insulina

GLUTS — transportador ndo-dependente de insulina

GTP — guanosina trifosfato

HDL - lipoproteinas de alta densidade

HbA1c — hemoglobina glicada

HLA — human leukocyte antigen (sistema antigeno leucocitario humano)
HUCFF — Hospital Universitario Clementino Fraga Filho

IC — intervalo de confianca

IDA — ingestéo diéria aceitavel

IG — indice glicémico

IMC — indice de massa corporal

INJC — Instituto de Nutricdo Josué de Castro

IR — insulin receptor (receptor de insulina)

IRS — insulin receptor substrate (substratos do receptor de insulina)
LACFAR - Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Farmécia
LDL - lipoproteinas de baixa densidade

LQD - limit of quantitation (limite de quantificacéo)

LOD - limit of detection (limite de deteccéo)

MHC — major histocompatibility complex (complexo principal de histocompatibilidade)

mTOR — mammalian target of rapamycin



NAD" — dinucleotido de nicotinamida e adenina
NADH — nicotinamida adenina dinucle6tido hidreto
NPH — neutral protamine Hagedorn

OFTT — oral fructose tolerance test

OGTT - oral glucose tolerance test

PHAS1 — phosphorylated heat-stable and acid-stable protein
SGLTL1 - transportador ativo dependente do sodio
SH2 — Src homology 2

SICI — sistema de infusdo continua de insulina

TEI - total energy intake

TCD4 — linfocitos T auxiliares

TCD8 — linfocitos T citotoxicos

TCLE — termo de consentimento livre e esclarecido
UDP — difosfato de uracila

UFRJ — Universidade Federal do Rio de Janeiro
UTP — trifosfato de uracila

VLDL - lipoproteinas de muito baixa densidade
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1. APRESENTACAO

O presente trabalho trata-se da minha tese de doutorado, orientada pela Dra. Eliane
Lopes Rosado e coorientada pela Dra. Melanie Rodacki, professoras do Departamento de
Nutricdo e Dietética do Instituto de Nutricdo Josué de Castro (INJC) e da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), respectivamente.

A parceria entre 0 INJC e o Servico de Nutrologia da Faculdade de Medicina da UFRJ
tem resultado em trabalhos conjuntos, tais como capitulos de livros, artigos cientificos,
trabalhos publicados em anais de eventos, além do retorno social com a melhora da qualidade
de vida dos pacientes com DM1 atendidos no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho
(HUCFF).

O publico alvo da presente pesquisa tem sido meu foco de estudo no mestrado e
doutorado, conduzidos no mesmo Programa de Pds-graduacdo em Nutricdo e orientado pelas
mesmas professoras. Desde 2009, época do estagio probatorio para o mestrado, eu integro a
equipe multidisciplinar de atendimento ambulatorial aos pacientes com DM1 no HUCFF.

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Influéncia da ingestdo de
frutose e glicose e do receptor gustativo TAS1IR2 na glicemia, trigliceridemia, metabolismo
energético, oxidagdo dos substratos, uremia, estresse oxidativo, sensacdes relacionadas a
ingestdo alimentar e palatabilidade de individuos com diabetes tipo 1” que foi aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa do HUCFF (ANEXO A) e registrado no ClinicalTrial.gov
(ANEXO B) sob o nome de “Effect of fructose and glucose and TAS1R2 in glucose,
triglycerides, uremia, oxidative stress, feelings related to food intake of individuals with type
1 diabetes”. O estudo recebeu financiamento da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado
do Rio de Janeiro (FAPERJ) por meio do prémio Jovem Cientista do Nosso Estado (E-

26/103.026/2012) (ANEXO C). Recebi bolsa da Coordenacgédo de Aperfeicoamento de Pessoal



de Nivel Superior (CAPES), e a mestranda que também esteve envolvida no projeto recebeu
bolsa da FAPERJ.

O tema da pesquisa originou-se da observacdo de que a industria tem utilizado a
frutose em produtos para pacientes com diabetes mellitus (DM) tipo 1 (DM1), porém, a midia
relata que os acUcares, tais como: glicose e sacarose, sao nocivos para individuos com DML1.
Esses fatos contribuem para que os individuos com DM acreditem que a frutose seja um
nutriente “saudavel”.

No entanto, a diferenca do metabolismo de individuos saudaveis, de pacientes com
DM tipo 2 (DM2) e com DM1 faz com que sejam necessarias investigacfes a fim de que as
recomendacdes sobre a ingestdo destes acucares possam ser, possivelmente, diferenciadas
entre estes distintos grupos.

O texto estd organizado em secbes, de modo que no Referencial Tedrico sdo
detalhados o objeto do estudo e as secGes relevantes, quais sejam: fisiopatologia,
epidemiologia e tratamento do DM1,; digestdo, absor¢do e metabolismo dos carboidratos;
recomendacdes nutricionais de carboidratos para individuos com DM; consideracBes sobre o
uso de acucares e edulcorantes nao caléricos; influéncia da frutose e glicose na glicemia,
glucagonemia, trigliceridemia, uricemia e estresse oxidativo.

Em seguida descreve-se a Justificativa e Hipdtese, os Objetivos e Métodos. A seguir as
secdes de Resultados, Discussao, LimitacGes e Conclusdes estdo descritas na forma de artigo
(“Postprandial metabolic effects of fructose and glucose in patients with type 1 diabetes: A
randomized crossover clinical trial” [a ser submetido ao periddico Nutrition]. Resultados
adicionais foram incluidos nas Notas Metodologicas. Ao final, sdo descritas as Conclusdes,

Consideragdes Finais, Sugestdes de Continuidade do Estudo, Referéncias e Anexos.



2. INTRODUCAO

O DM1 é uma doenc¢a autoimune caracterizada por destruicdo das células beta-
pancredticas, ocasionando hiperglicemia crénica decorrente da deficiéncia pancreatica na
sintese e secre¢do de insulina. Devido a auséncia total na sintese enddgena de insulina,
pacientes com DM1 necessitam aplicar o hormonio, sendo que a dose de insulina
administrada deve considerar a monitorizacdo glicémica e a necessidade de insulina para
metabolizar os alimentos ingeridos (ADA, 2015a; SBD, 2015).

Individuos com DM1 possuem menor percep¢do gustativa para os quatro sabores
béasicos (doce, salgado, acido e amargo) (Khobragade et al., 2012; Hardy et al., 1981), sendo
esta alteracdo do paladar decorrente de complicacBes neuropaticas que podem originar-se no
decorrer da doenca (Le Floch et al., 1989).

Os carboidratos sao os nutrientes que mais afetam a glicemia pds-prandial e a inddstria
alimenticia tem utilizado a frutose por ser mais doce que a sacarose e por induzir menores
concentracdes glicémicas pds-prandiais, comparada com outros carboidratos (Gerrits e
Tsalikian, 1993). No entanto, a ingestdo de quantidades elevadas deste monossacarideo pode
ocasionar alteracdes lipémicas (Havel, 2005), urémicas (Mayes, 1993) e estresse oxidativo
(Lim et al., 2010), devido a sua rapida entrada na via glicolitica.

Individuos com DM1 apresentam maiores complicacdes consequentes desse processo
porque a sintese elevada de &cido Urico esta associada ao desenvolvimento de complicagdes
vasculares (Bjornstad et al., 2014). Também, a frequente hiperglicemia em pacientes com
DM1 gera maior producéo de estresse oxidativo (Ceriello et al., 2014) e a hipertrigliceridemia
esta presente quando o controle glicémico ndo estd adequado (Homma et al., 2015; Feingold e
Grunfeld, 2015).

Até o presente momento, ndo ha na literatura pesquisas que avaliem as concentragoes

pos-prandiais de acido drico e malondialdeido de individuos com DM1 apds a ingestdo de
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acucares. Também, os estudos publicados somente comparam um monossacarideo com um
dissacarideo ou carboidrato complexo, ndo havendo estudos comparando dois

monossacarideos.



3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Epidemiologia, fisiopatologia e tratamento do diabetes mellitus tipo 1
3.1.1. Epidemiologia

Estimativas da International Diabetes Federation preveém para o ano de 2035 uma
prevaléncia de 592 milhGes de individuos adultos com DM no mundo. O mesmo relatorio
estima que, atualmente, haja 133,8 milhdes de pessoas com DM. O Brasil é o quinto pais no
mundo em casos de DM e esta em primeiro lugar do ranking de paises da Ameérica do Sul e
Central (IDF, 2013).

O DM1 corresponde a 5% dos casos (CDC, 2011), porém ha dificuldades para estimar
a frequéncia deste tipo de DM devido a inconsisténcia na notificacdo dos casos (IDF, 2013).

Estudo multicéntrico verificou uma grande variacdo na incidéncia de casos de DM1
entre as populacbes dos 50 paises avaliados, sendo esta variacdo decorrente da distribuicao
étnica e racial na populacdo mundial (Karvonen et al., 2000).

Em 1993, a estimativa do numero de casos de DM1 na cidade de Sdo Paulo mostrou-
se na faixa média observada em paises desenvolvidos (Ferreira et al., 1993). Também em S&o
Paulo, comparando os dados do ano de 2008 com os obtidos no mesmo ambulatério durante o
ano de 1998, Maruichi et al (2012), observaram um aumento na incidéncia de diagndsticos de

DM1 em criangas com menos de cinco anos de idade.

3.1.2. Fisiopatologia do diabetes mellitus tipo 1

O DM é uma doenca caracterizada por hiperglicemias decorrentes da deficiéncia
pancredtica na producdo e secrecdo de insulina ou pela resisténcia a acdo do horménio. Os
tipos mais comuns sé&o o DM1, DM tipo 2 (DM2) e DM gestacional (ADA, 2015a; SBD,

2015).



Enquanto o DM2 ¢ decorrente da resisténcia a insulina e/ou reducéo da secre¢do do
insulina, o DML é caracterizado pela destruicdo das células beta-pancreéticas, ocorrendo em
individuos com predisposicéo genética (ADA, 2015a; SBD, 2015).

A predisposicdo genética ao DM1 ainda esta sendo investigada, com mais de sessenta
genes ja identificados como contribuidores para risco da doenga (Morahan, 2012; Lempainen
et al., 2013). A regido do sistema antigeno leucocitario humano (human leukocyte antigen —
HLA) estd localizada no complexo principal de histocompatibilidade (major
histocompatibility complex — MHC) e é altamente polimorfica. Os alelos HLA-DRB1 e HLA-
DQAL/B1 no HLA de classe 11 exercem a maior contribuicdo genética para a susceptibilidade
ao DM1 (Mychaleckyj et al., 2010). Os locus DR e DQ conferem risco para a doenca por
combinagbes de polimorfismos e/ou pela presenca de gendtipos isolados (Park, 2007;
Mckinnon et al., 2009; Nguyen et al., 2013)

Genes ndo pertencentes ao MHC também podem contribuir no desenvolvimento do
DML1. Dentre os mais estudados, podemos citar: protein tyrosine phosphatase, non receptor
22; gene da insulina; receptor da interleucina-2; cytotoxic T-lymphocyte antigen 4;
transportador envolvido na apresentacdo de antigenos; e interferon-induced with helicase C
domain 1. Porém, os efeitos individuais destas alteragbes genéticas sdo pequenas em
comparacéo aos do sistema HLA-DQ (Regnell e Lernmark, 2013).

A autoimunidade pode ser desencadeada por um processo de mimetismo molecular, no
qual um antigeno externo (agente etioldgico) estimula que os macrofagos, células “natural
killer”, linfocitos T auxiliares (TCD4) e citotoxicos (TCDS8) destruam as células beta-
pancreaticas (Knip e Akerblom, 1999; Biros et al., 2005; Regnell e Lernmark, 2013). A
ativacdo dos macréfagos estimula a migracdo de linfocitos T e a secrecdo de substancias

inflamatdrias, estimulando a inflamacéo e autoimunidade (Boitard, 2012). Os linfécitos TCD8



destroem as moléculas do MHC de classe Il porque as reconhecem como antigenos (Faustman
e Davis, 2009).

Dentre os agentes etiologicos que podem desencadear 0 DM1 em individuos
geneticamente predispostos, 0s mais estudados sao: infeccGes virais (virus Coxsackie,
enterovirus, rotavirus, citomegalovirus, rubéola, caxumba, sarampo); toxinas (pesticidas,
derivados de N-nitroso); estresse (Roy et al., 2011; Zung et al., 2012); sazonalidade (maior
incidéncia do DM1 durante o inverno) (Soltesz et al., 1990); alimentacdo na infancia
(introducdo precoce ao gluten (Frisk et al., 2008) e leite de vaca (Birgisdottir et al., 2006) ou
tardia a cereais (Scott et al., 2002) e hipovitaminose D (Bener et al., 2009; Borkar et al.,
2010; Mutlu et al., 2011).

O periodo que precede o desenvolvimento do DM1 é chamado de “fase de
autoimunidade ativa”, sendo evidenciado pela presenca de anticorpos especificos
(antiinsulina, anticorpo antidescarboxilase do &cido glutdmico e antiilhota pancreéatica do tipo

2) (Durinovic-Bello, 1998).

3.1.3. Tratamento clinico do diabetes mellitus tipo 1

N&o ha recomendacOes para a prevencdo do DM1, porém, o controle glicémico
previne ou retarda o surgimento de complicacbes. As complicagdes agudas incluem a
hipoglicemia, hiperglicemia e cetoacidose. Dentre as complicagdes cronicas, temos as
microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e as macrovasculares (aterosclerose,
doenca arterial coronariana, acidente vascular encefalico, doenca vascular periférica e
insuficiéncia cardiaca) (SBD, 2015).

O tratamento do DM1 depende da reposi¢édo de insulina exdgena a fim de reproduzir a
secrecdo fisioldgica pancreatica, sendo o esquema basal/bolus o mais recomendado. Neste

esquema, o individuo aplica a insulina de acdo basal com a finalidade de fornecer o horménio



durante as 24 horas do dia e aplica também insulina bolus (com acdo rapida ou ultrarrapida)
em cada refeicdo para impedir a elevacdo glicémica pds-prandial e corrigir possiveis

hiperglicemias (SBD, 2015). O quadro 1 apresenta as caracteristicas das insulinas exdgenas.

Quadro 1 - Caracteristicas das insulinas exdgenas

Tipo de insulina Nome comercial Inicio Pico Duracéo
Rapida Regular - 30-60 minutos 2-4 horas 6-8 horas
, Aspart Novorapid®
Bolus Anélogos de
acao Lispro Humalog® 10-15 minutos | 30-90 minutos 4-6 horas
ultrarrapida ) icina Apidra®
Intermediérias NPH - 2—4 horas 6 — 7 horas 10-18 horas
Glargina Lantus® 1-2 horas Sem pico 24 horas
Basals | Analogos de . — .
B Detemir Levemir 1-2 horas Sem pico 20 horas
acao ultralenta
Degludec Tressiba® 1-2 horas Sem pico 42 horas

Legenda: NPH, neutral protamine Hagedorn.

Fonte do quadro: adaptado de SBD, 2015.

As insulinas de acdo basal compreendem os analogos de longa duracdo e a neutral
protamine Hagedorn (NPH). A NPH é uma insulina de acdo intermediaria que deve ser
aplicada entre 2 e 3 vezes ao dia, possuindo inicio de acdo ap0s 2-4 horas, pico entre 6-7
horas e duracdo entre 10-18 horas. Os analogos de longa duracdo do tipo glargina e detemir
devem ser aplicados uma ou duas vezes ao dia, possuindo inicio de acdo apos 1-2 horas,
atingindo um plat6 entre 4-6 horas e tendo término de efeito entre 20-24 horas. A degludec
possui duracdo superior a 42 horas no organismo, mas deve ser aplicada uma vez ao dia
(Schmid, 2007; Guimaraes e Bahia, 2013).

Os analogos de insulina de acdo ultrarrapida (lispro, aspart e glulisina) possuem
propriedades farmacocinética e farmacodindmica similares, sendo absorvidos mais
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rapidamente (inicio de acdo ap6s 10- 15 minutos com duracédo de 4-6 horas) em comparacdo a
insulina regular (inicio apds 30 minutos e duracao total de 6-8 horas). Os analogos tém este
efeito porque a sua agregacdo em dimeros e em hexameros é menor no tecido subcutaneo,
permitindo que a molécula seja absorvida do local da injecdo mais rapidamente (Schmid,
2007). Tanto a insulina regular como os analogos de insulina de acdo ultrarrapida devem ser
aplicados de quatro a seis vezes ao dia (SBD, 2015).

O esquema basal/bolus pode ser realizado com mdltiplas aplicacGes diarias de
insulina, utilizando-se seringas ou canetas aplicadoras, ou por meio do sistema de infusdo
continua de insulina (SICI). Neste ultimo, apenas a insulina de acédo ultrarapida é administrada
em pequenas dosagens de forma constante e o individuo aciona o dispositivo para liberar a
dosagem correspondente para o adequado metabolismo da refeicdo (SBD, 2015).

O automonitoramento diario da glicemia capilar é fundamental para pacientes com
DML1. O ajuste da dose de insulina basal é realizado por meio da monitorizacdo da glicemia
capilar ao acordar, enquanto que a monitorizacdo antes das refeicdes possibilita que o
paciente aplique a dose de insulina bolus para corrigir hiperglicemias. Pode ser necessaria
também a monitorizacdo glicémica p6s-prandial (duas horas ap6s as refeicdes), a fim de
ajustar o fator de sensibilidade (resposta glicémica a uma unidade de insulina) e a relacdo
insulina versus carboidrato (quantidade de carboidratos que é metabolizada por uma unidade

de insulina) (Ginsber, 2008; SBD, 2015).

3.1.4. Tratamento nutricional do diabetes mellitus tipo 1

A Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2015) e a American Diabetes Association
(ADA, 2014; 2015b) preconizam para pacientes com DM uma distribuicdo energética similar
as Dietary Reference Intakes (DRIs) (Trumbo et al., 2002), ou seja, planos alimentares

semelhantes aos de individuos saudaveis: 45 a 55% de carboidratos totais (com 14g de fibras



totais a cada 1.000 kcal); entre 15 a 20 % de proteinas; até 30% dos lipidios totais; os acidos
graxos monoinsaturados devem complementar os lipidios totais, enquanto que os acidos
graxos saturados e poliinsaturados devem ser limitados a 7% e 10% da dieta, respectivamente.

Pacientes com DML relatam preferéncia por alimentos doces e/ou ricos em gorduras
(Lipsky et al., 2012; Nanseel et al., 2012). No entanto, os pacientes entendem que possuem
restricdo quanto ao consumo de alimentos contendo acUcar (Souto et al., 2014; Davison et al.,
2014), assim, tendem a preferir alimentos ricos em gorduras porque os lipidios dietéticos
influenciam minimamente a glicemia pos-prandial (Helgeson et al., 2006; Souto et al., 2014).

No entanto, a dietas hiperlipidicas estdo associadas ao ganho de peso corporal e
doencas cardiovasculares em pacientes com DML (Sarnblad et al., 2006; Maffeis e Pinelli,
2008) e DM2 (Storlien et al., 2000; Coppell et al., 2010).

Dietas hiperproteicas também ndo devem sdo recomendadas porque o metabolismo
proteico requer maior filtracdo glomerular e pode ocasionar complicacdes renais (Brenner et
al., 1982; Rudberg et al., 1988; ADA, 2014; 2015b; SBD, 2015).

As fibras soltveis (pectinas, gomas, mucilagens e algumas hemiceluloses) formam um
gel em contato com a agua, retardando o0 esvaziamento gastrico e o tempo do transito
intestinal, contribuindo para a saciedade e diminuindo a absorcdo de glicose e colesterol
(Bornet et al., 2007).

O plano alimentar deve estar distribuido em duas grandes refeicdes (almogo e jantar) e
quatro pequenos lanches (desjejum, colacdo, lanche da tarde e ceia), respeitando as

preferéncias, estilo de vida e considerando o tratamento medicamentoso (SBD, 2015).
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3.2. Recomendacdes de carboidratos para individuos com diabetes mellitus tipo 1
Nas Ultimas décadas, as recomendacOes dietéticas passaram por diversas modificacdes
em relacdo ao uso dos carboidratos (Geil, 2008).

A expectativa de vida dos pacientes com DM1 era bastante reduzida antes da
comercializacdo da insulina produzida em laboratério (Rosenfeld, 2002). Com o intuito de
tentar prolongar o tempo de vida, Frederick Allen e Elliott Joslin desenvolveram uma dieta
denominada de "dieta de inanicdo" que continha apenas 1.200kcal e 10g de carboidratos por
dia (Allen, 1915). Nesta condicdo de restricdo de carboidratos, a fonte energética destes
pacientes era proveniente do catabolismo muscular e beta-oxidacdo, o que gerava elevada
producdo de corpos cetbnicos e, consequentemente, cetoacidose (Westman, 2002).

Durante muito tempo, os carboidratos foram evitados porque, no periodo pds-prandial,
sdo o0s nutrientes que mais afetam a glicemia. Este macronutriente é totalmente hidrolisado a
glicose em 15 minutos a duas horas ap6s sua ingestdo, enquanto que apenas 35 a 60% das
proteinas e 10% dos lipidios sdo convertidos em glicose ap6s trés e cinco horas,
respectivamente (Bornet et al., 2007; Gillespie et al., 1998; SBD, 2015).

Em 1981, pesquisadores da Universidade de Toronto (Canadd) realizaram diversos
estudos para agrupar os alimentos com base em sua resposta glicémica, sendo propostos 0s
termos indice glicémico (IG) e carga glicémica (CG) para classificar os alimentos com base
na capacidade em elevar a glicemia. O IG ¢ definido como a area abaixo da curva de resposta
glicémica duas horas ap6s a ingestdo de uma porcdo de 50g de um alimento em relacdo a
mesma porcdo do alimento considerado padrdo (50g de pédo branco ou glicose). A férmula
para o célculo é IG = area abaixo da curva glicémica do alimento + area correspondente ao
alimento controle x 100. O IG pode variar de 1 a 100, sendo classificado como baixo 1G
(valor inferior a 55), moderado IG (valor entre 55 e 69) e alto IG (valor superior a 70)

(Jenkins et al., 1981; Foster-Powell et al., 2002).
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A CG ¢ calculada com base no resultado do IG, e no total de carboidratos disponiveis
na refeicdo. O calculo é feito pela formula: CG = por¢do do carboidrato disponivel x IG +
100. Como a CG avalia ndo so6 a qualidade, mas a quantidade do carboidrato a partir de uma
determinada porc¢do consumida, a CG oferece um valor mais realista do efeito glicémico de
diferentes porcdes alimentares (Jenkins et al., 1981; Foster-Powell et al., 2002). A
classificacdo da mesma € de CG baixa (inferior a 10), CG média (entre 11 e 19) e CG alta
(superior a 20) (Foster-Powell et al., 2002).

Apesar de Jenkins et al (1981), afirmarem que somente alimentos com baixo IG
(inferior a 55) ou moderado (55 a 69) IG deveriam ser utilizados por pacientes com DM
(Jenkins et al., 1981; Foster-Powell et al., 2002), devemos considerar que varios fatores
podem alterar o IG do alimento ou a CG da refeicdo. Como exemplo, a gordura e a proteina
lentificam a velocidade de esvaziamento gastrico, retardando a elevacdo da glicemia. A
presenca de fibras sollveis no alimento aumenta o tempo de contato do carboidrato com a
superficie de absorcéo intestinal, enquanto que as fibras insoltveis diminuem esse tempo de
contato, resultando ambas em menor 1G devido a diminuicdo da sua resposta glicémica pos-
prandial. O tempo e forma de cocg¢do dos alimentos pode alterar o 1G, porque, quanto mais
gelatinizado € o amido, maior € o IG do alimento devido a disponibilizacdo do carboidrato
para absorcédo (Daly et al., 2000; Pi-Sunyer, 2002).

A dificuldade para a aceitacdo da dieta do IG em longo prazo é outra desvantagem,
pois hd uma lista limitada de alimentos com os seus respectivos IG, sendo dificil seu
segmento em longo prazo (Vega-Lopez et al., 2007).

Os resultados do estudo intitulado The Canadian Trial of Carbohydrates in Diabetes
(Wolever et al, 2008), fizeram com que a American Diabetes Association (ADA, 2014;

2015b) concluisse que o uso do IG e CG fornece beneficio modesto ao tratamento do DM e
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passou a recomendar a prescri¢do dietética por meio do método da contagem de carboidratos
para flexibilizar a alimentacao.

O método da contagem de carboidratos foi criado na Europa em 1935, comecando ser
utilizado somente na década de 1990 pelo The Diabetes Control and Complication Trial. O
comité da American Diabetes Association passou a recomenda-lo, em 1994, para flexibilizar a
alimentacdo e permitir que este macronutriente seja ingerido de forma adequada, ndo afetando
o controle da glicemia (Franz et al., 1994; DCCT, 1993).

O método consiste em calcular a quantidade (gramas) de carboidratos que sera
ingerida em cada refeicdo com o objetivo de ajustar a dose de antidiabético ou insulina a ser
administrada. Assim, o paciente com DM poderia incluir o actcar no seu plano alimentar
desde que o mesmo fosse contabilizado no total de carboidratos de seu plano alimentar (Lopes
Souto e Lopes Rosado, 2010; Souto e Rosado, 2009; ADA, 2014; SBD, 2015).

As principais vantagens do método incluem o melhor controle da glicemia (devido as
corregdes por meio da insulina ou antidiabético, com base na monitorizacdo da glicemia
capilar somada ao total de carboidratos da refeicdo) e permitir a flexibilidade alimentar com
consequente melhor aceitacdo da doenca e da dieta pelo paciente (SBD, 2009; Souto et al,
2013; ADA, 2014).

Apesar de carboidratos poderem ser “compensados” com doses adicionais de insulina, a
ingestdo de carboidratos simples ndo deve superar 10% do total de carboidratos prescritos
(SBD, 2015) para nédo ocasionar ganho de peso corporal e/ou hipertrigliceridemia (trumbo et

al, 2002; ADA, 2014).

13



3.3. Considerac6es sobre 0 uso de acucares e edulcorantes ndo caloricos

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, adocantes sdo substancias que
conferem sabor doce aos alimentos, enquanto que edulcorantes sdo a matéria prima dos
adocantes. Estes podem ser classificados de acordo com a sua origem (natural ou
artificial/sintético) ou pela presenca de calorias (caléricos ou ndo caléricos) (Brasil, 2015).

Os edulcorantes ndo caloricos compartilham com a sacarose a propriedade de interagir
com receptores gustativos e produzem a percep¢do do sabor doce. Assim, os alimentos
destinados a individuos com DM sdo adogados com edulcorantes ndo caloricos (Gardner et
al., 2012).

Atualmente, hd um edulcorante natural (esteviosideo) e cinco edulcorantes sintéticos
ndo caldricos (acesulfame-k, aspartame, neotame, sacarina e sucralose) aprovados pelo Food
and Drugs Administration (FDA). Para que haja liberacdo do uso dos edulcorantes e sua
aceitacdo por parte dos consumidores € necessdrio que apresentem as seguintes
caracteristicas: comprovacdo de seguranca pelo FDA; poder adocante igual ou superior ao da
sacarose; auséncia de cor e de odor; facilidade de diluicdo; compatibilidade quimica com
outros aditivos e demais componentes dos alimentos; custo competitivo em relacdo a outros
edulcorantes; estabilidade quimica e térmica; e caracteristicas sensoriais agradaveis (Gardner

et al., 2012). As caracteristicas dos edulcorantes ndo caloricos estdo listados no quadro 2.
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Quadro 2 - Edulcorantes nao caldricos aprovados pela Food and Drug Administration

Poder Estabilidade Sabor

*k

Edulcorante Origem . o ) IDA
adocante térmica residual
Acessulfame-k | Sintético. Derivado de &cido acético. 200 Sim Né&o 9al5
Sintético. . x
Aspartame . . ) 200 Sim Né&o 40
Combina L-aspartato e L-fenilalanina.
Estéviosideo Natural. Extraido da Stevia rebaudiana. 300 Sim Sim 55
Sintético. .
Neotame . ] . . . <0,45 Sim Né&o 2
Derivado da fenilalanina e acido aspartico.
Sacarina Sintético. Derivado do petréleo 400 Sim Sim 5
Sucralose Sintético. Feito a partir da sacarose. 600 Sim N&o 15

Legenda: “Poder adocante comparado & sacarose;  IDA, ingestdo diaria aceitavel (mg/kg de peso corporal/dia).

Fonte do quadro: adptado de USDA, 2000; Gardner et al., 2012.

A sacarina é o mais antigo edulcorante, sendo sintetizada a partir da substancia que
aparece naturalmente nas uvas, o metilantranilato. E cerca de 300 vezes mais doce que a
sacarose. Apesar de ser estavel ao calor, apresenta sabor residual metalico/amargo. Como néo
é metabolizada no sistema digestivo humano, é excretada rapidamente pela urina. A ingestdo
diaria aceitavel (IDA) é de 5 mg/kg de peso corporsal/dia para adultos (USDA, 2000).

O aspartame é obtido a partir de dois aminoacidos (L-aspartato e L-fenilalanina) e sua
metabolizacdo no organismo humano da origem ao &cido aspartico, fenilalanina e metanol,
sendo contraindicado para pacientes com fenilcetondria. Apesar de fornecer 4 kcal/g, é cerca
de 200 vezes mais doce que a sacarose, sendo necessarias quantidades muito pequenas para
atingir o sabor desejado. A IDA é de 40 mg/kg de peso corporal/dia (USDA, 2000).

O neotame € derivado da fenilalanina e do &cido aspartico, possuindo um poder
adocante de 7.000 a 13.000 vezes mais doce que a sacarose. E parcialmente absorvido no
intestino delgado e rapidamente metabolizado e excretado nas fezes e urina. Uma quantidade

insignificante de metanol é liberada durante a metaboliza¢do do neotame e menos de 20% da
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fenilalanina originada da ingestdo deste € liberada no plasma, o que permite a utilizacdo por
individuos fenilcetondricos. A IDA € de 2 mg/kg de peso corporal/dia (USDA, 2000).

A sucralose é um derivado da sacarose, obtido pela substituicdo de trés grupos
hidrogénio-oxigénio na molécula de acUcar por trés atomos de cloro. Como ndo é
metabolizada pelo organismo, no fornece calorias. E cerca de 400 a 800 vezes mais doce que
a sacarose, sendo estavel em altas temperauras. A IDA é de 15 mg/kg de peso corporal/dia
(USDA, 2000).

O acesulfame-K é um sal constituido de carbono, nitrogénio, oxigénio, hidrogénio,
enxofre e potassio. Possui estabilidade ao calor e é cerca de 200 vezes mais doce que a
sacarose. Ndo é metabolizado pelo organismo humano, sendo eliminado totalmente pela
urina. A IDA ¢é de 15 mg/kg de peso corporal/dia (USDA, 2000; Gardner et al., 2012).

Esteviosideo é um edulcorante natural, obtido da planta Stevia rebaudiana. E cerca de
300 vezes mais doce do que a sacarose, contendo um sabor residual amargo de mentol, e as
vezes metélico. Ndo é metabolizado pelo organismo, sendo quase totalmente eliminado na
urina. A IDA é de 5,5 mg/kg de peso corporal/dia (USDA, 2000; Gardner et al., 2012).

O sabor residual amargo ou adstringente é um fator que reduz a aceitacdo de alguns
edulcorantes. Como exemplo, a sacarina € utilizada em alimentos devido a sua versatilidade e
estabilidade térmica, contudo, possui sabor residual amargo quando adicionada em
concentragdes elevadas. Outro fator que deve ser considerado € a termoestabilidade, havendo
edulcorantes que podem ser utilizados em preparaces culinarias (exemplos: sacarina,
ciclamato, sucralose), enquanto que outros nao possuem estabilidade térmica (exemplo:
aspartame) (Vieira e Cornelio, 2007; Freire, 2010; Boff et al., 2011)

O uso combinado de edulcorantes (exemplo: ciclamato + sacarina) é utilizado pela
industria para mascarar o sabor residual e melhorar a estabilidade, aumentando a validade do

produto. Também, permite que a quantidade de cada um dos edulcorantes usados permaneca
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abaixo dos valores realtivos a IDA dentro dos limites legais (Vieira e Cornélio, 2007; Boff et
al., 2011).

Como os atributos sensoriais (tais como a cor, sabor e textura ou consisténcia) sdo 0s
fatores que mais influenciam na aquisi¢do de um produto, a industria utiliza os edulcorantes
ndo caldricos para a formulagdo de “alimentos para fins especiais”. Estes alimentos dizem
respeito aos especialmente formulados ou processados, que apresentam modificacdes no seu
conteddo de nutrientes, de modo que ndo sdo adequados a utilizacdo em dietas diferenciadas
e/ou opcionais, atendendo as necessidades de pessoas em condi¢cdes metabolicas e fisioldgicas
especificas. Os alimentos dietéticos enquadram-se na categoria de ‘“alimentos para fins
especiais” e ndo devem conter ingredientes/nutrientes especificos, como por exemplo, acUcar,
gordura e/ou sodio (Brasil, 2015). A retirada de um dos ingredientes implica na sua
substituicdo por outro a fim de conferir palatabilidade semelhante ao produto tradicional, o
que significa que um alimento diet nem sempre apresenta valor calérico reduzido (Vietra e
Cornélio, 2007).

Assim, a inddstria alimenticia prefere utilizar os “agucares de adigdo” para produzir
alimentos tradicionais, objetivando melhorar a palatabilidade, viscosidade, textura, cor e
durabilidade do produto final. Os mais utilizados sdo: sacarose (agucar refinado ou mascavo),
xarope de milho rico em frutose, mel e melagco (USDA, 2000; Brasil, 2005).

A sacarose é o dissacarideo mais utilizado na alimentagdo, sendo constituida
quimicamente pela ligacdo glicosidica entre uma molécula de glicose e outra de frutose. As
matérias primas empregadas para a producdo de agucar industrial sdo a cana de agUcar e a
beterraba (Brasil, 2005).

A frutose e a glicose podem ser encontradas em fontes naturais ou artificiais. Apesar das
frutas e vegetais conterem frutose, a sua maior fonte alimentar é como adogante, adicionado

as preparacdes (Havel, 2005). O xarope de milho rico em frutose é obtido por meio da enzima
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glicoseisomerase, que isomeriza parte da glicose existente no milho. Este adocante pode ser
produzido obtendo-se diferentes razdes de frutose/glicose, sendo os produtos mais utilizados
em refrigerantes, panificacdes, enlatados, geléias, compotas e lacticinios os que contém
percentuais de frutose de 42%, 55% ou 90% em relacdo as quantidades de glicose de 58%,

45% e 10%, respectivamente (Hanover e White, 1993).
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3.4. Digestéo, absorc¢do e metabolismo dos carboidratos

Os carboidratos sdo classificados em mono-, di- ou polissacarideos dependendo do
numero de carbonos em sua cadeia. Os monossacarideos incluem glicose, frutose, galactose e
sorbitol, dissacarideos incluem a sacarose (constituida por 1 molécula de glicose e 1 de
frutose), lactose (com 1 molécula de glicose e 1 de galactose) e maltose (formada por 2
moléculas de glicose), enquanto que os principais polissacarideos da dieta sdo amidos e fibras
(Cummings e Stephen, 2007).

O amido é um polissacarideo composto por cadeias de amilose e amilopectina. A
amilose é formada por unidades de glicose unidas por ligacdes glicosidicas alfa-1,4,
originando uma cadeia linear. Ja a amilopectina é formada por unidades de glicose unidas em
alfa-1,4 e alfa-1,6, formando uma estrutura ramificada. Essas ligacdes precisam ser rompidas
para que ocorra a adequada digestdo do amido (Segal et al., 2007).

As fibras alimentares podem ser classificadas em sollveis e insollveis, de acordo com
a sua solubilidade em agua. Ambas tém como caracteristicas comuns ndo serem digeridas no
intestino delgado por serem formadas por unidades de glicose unidas por ligacGes glicosidicas
beta-1,4 (Brennan, 2005; Cummings e Stephen, 2007).

As fibras alimentares também podem ser classificadas como fermentaveis ou néo-
fermentaveis. A fermentacdo € realizada por bactérias do colon, ocasionando producdo de
acido latico, acidos graxos de cadeia curta e gases, com consequente reducao do pH do limen
intestinal e estimulo a proliferacdo de células epiteliais do colon (Cummings e Stephen,
2007).

Geralmente, as fibras soltveis sdo fermentadas rapidamente e as fibras insollveis sdo
parcialmente fermentadas. Apesar disso, a fermentacdo das fibras sollveis depende de sua

estrutura fisica e quimica (Cummings e Stephen, 2007).
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Com a classificacao das fibras em fermentaveis ou ndo-fermentaveis, a inulina e 0s
frutooligossacarideos passam a ser considerados fibras solGveis fermentaveis (Cummings e
Stephen, 2007).

Mesmo apresentando estruturas diferentes, carboidratos complexos e simples possuem
digestdo semelhante: 1°) na boca a enzima amilase salivar (secretada pelas glandulas
parétidas) promove a ruptura das ligacdes glicosidicas alfa-1,4 da amilose, originando a
amilose e amilopectina. As ligacdes alfa-1,6 da amilopectina também sdo rompidas, gerando
moléculas de dextrinas; 2°) no duodeno, a amilase pancreética hidrolisa os polissacarideos a
dissacarideos (maltose, sacarose e lactose); 3°) por ultimo, na mucosa intestinal, as
dissacaridases (maltase, sacarase e lactase) hidrolisam os dissacarideos a monossacarideos
(Cummings e Stephen, 2007). Desta forma, embora carboidratos complexos necessitem de
maior hidrélise enzimatica comparados aos simples, ambos sdo absorvidos como
monossacarideos apos acdo das dissacaridades intestinais (Segal et al., 2007).

A frutose penetra no enterdcito intestinal por meio de transportadores especificos nao-
dependentes de insulina (GLUT-5). De outro modo, o processo de transporte da glicose para o
interior do enterdcito ocorre contra gradiente de concentracdo, sendo dependente de ions de
sodio. O gradiente eletroquimico do sédio é gerado pela bomba de sodio-potassio. A bomba
de sodio-potassio funciona de forma que a hidrolise de adenosina tri-fosfato (ATP) estimula a
entrada de potéssio, do meio extracelular para o citosol celular, e a saida de sodio para 0 meio
extracelular, despolarizando a membrana. Devido a elevada concentragdo de sodio no exterior
da célula, o transportador de glicose sddio-dependente (SGLT1), localizado na membrana
apical do enterocito, liga-se a dois ions de sddio e a uma molécula de glicose transportando-os
na mesma direcdo para o interior celular (Havel, 2005).

Todos os monossacarideos saem do enterdcito para a circulagdo sanguinea por meio

do transporte facilitado de glicose independente do sodio (GLUT-2) (Thorens e Mueckler,
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2010), sendo o GLUT-2 encontrado nos hepatdcitos, nas membranas basolaterais das células
epiteliais, renais e intestinais, e nas ilhotas pancreaticas (Cura e Carruthers, 2012).

A entrada da frutose nas células dos tecidos adiposo e musculo esquelético ocorre sem
a necessidade de insulina (por intermédio do GLUT-5), enquanto que a glicose penetra nestas
células por meio de proteinas transportadoras de glicose insulinodependentes (GLUT-4). O
GLUT-4 esta presente nas vesiculas intracelulares e precisa ser translocado para a membrana
celular por estimulacdo da insulina (Cummings e Stephen, 2007).

O transporte da glicose para o interior celular dos tecidos insulino-dependentes, por
intermédio do GLUT-4, somente ocorre na presenca de insulina (Havel, 2005). Devido a
auséncia de insulina no DM1, ha acumulo de glicose no meio extracelular destes individuos,
acarretando em hiperglicemia (SBD, 2015).

Em individuos saudaveis, a insulina liga-se a um receptor especifico de membrana,
com atividade quinase intrinseca. O receptor de insulina (IR — insulin receptor) é formado por
duas subunidades alfa localizadas nas parte externa da membrana celular e duas subunidades
beta transmembranares. Uma vez ligada a subunidade alfa, a insulina estimula a
autofosforilacdo da regido intracelular beta do receptor. A autofosforilagdo do IR ativa a
fosforilacdo da familia dos substratos do IR (IRS — insulin receptor substrate), os membros
IRS-1,2,3,4,5. O IRS-1 e 0 IRS-2, fosforilados em tirosina, ativam a phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3-quinase). Esta é um dimero composto de uma subunidade catalitica (p110), uma
subunidade regulatéria (p85) e que contém dois sitios (SH2 e SH3). Quando o IR-1 esta
fosforilado em tirosina, associa-se ao dominio SH2 da sub-unidade regulatéria da PI3-
quinase, levando a ativagdo desta enzima, catalisando a fosforilagdo do fosfatidilinositol, do
fosfatidil-inositol-4-fosfato e do fosfatidilinositol-4,5-difosfato, com consequente estimulagéo

do transporte de glicose. A ligacdo da IRS-2 a subunidade p85 da PI13-quinase também produz
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a fosforilacdo de uma serina quinase denominada Akt, que encontra-se ligada as vesiculas
contendo 0 GLUT-4 (Patti; Kahn, 1998).

Outros sinais também sdo necessarios para que a insulina estimule o transporte de
glicose: a insulina estimula ou inibe a degradacdo de proteinas por meio da ativacdo da
mammalian target of rapamycin (mTOR). A mTOR controla a translocacéo de proteinas por
meio da fosforilacdo da p70-ribossomal S6 quinase e também por meio da fosforilacdo da
phosphorylated heat-stable and acid-stable protein (PHASL), que estimulam a translocacéo
de varias proteinas e ativam o deslocamento das vesiculas intracelulares para a superficie
celular, onde o GLUT-4 funde-se com a membrana plasmatica (Patti; Kahn, 1998).

Na auséncia de insulina, caso do paciente com DM1 que ndo estd insulinizado, o
GLUT-4 é encontrado nas membranas intracelulares e ndo na membrana plasmatica, portanto,
ndo é capaz de difundir a glicose para o interior da maioria das células, a excecdo dos
hepatdcitos e neurdnios (Machado, 1998).

A pratica de atividades fisicas melhora a captacdo da glicose pelas células. Isto ocorre
porque o exercicio potencializa o efeito da insulina na fosforilagdo em serina da Akt e na
fosforilacdo do IRS-2, com estimulo a atividade da P13-quinase (Howlett et al., 2002).

Durante a atividade fisica, ocorre também estimulo da translocacdo de GLUT-4 devido
ao aumento intracelular de calcio. No momento em que ocorre a despolarizagéo, fundamental
para que haja interacdo entre os filamentos de actina e miosina, ocorre liberacdo do calcio do
reticulo endoplasmatico liso, que também atua como mediador do transporte de glicose
(Ribeiro et al., 2011).

Outro fator que pode alterar a captacédo da glicose € o indice de massa corporal (IMC),
mais especificamente o grau de adiposidade do individuo. A elevada presenca de acidos
graxos livres na regido abdominal, pode causar a reducdo da disponibilidade de glicose para o

tecido adiposo e muscular devido a reduzida ativacdo da via de sinalizacéo, resultando em
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menor translocacdo do GLUT-4 (Carvalheira et al,, 2002). Essa resisténcia a translocagéo do
GLUT-4 é mais frequente no DM2, porém, pode ocorrer em pacientes com DM1 com excesso
de peso corporal (SBD, 2015).

Além dos citados, existem outras isoformas da familia dos transportadores de glicose
(Cura e Carruthers, 2012). Como cada célula expressa uma demanda diferenciada, ha tecidos
que apresentam dois ou mais diferentes tipos de GLUTs. Como exemplo, os transportadores
de glicose do tipo 1 (GLUT-1) sdo expressos nas hemacias, rins e na barreira hemato-
encefalica. O transportador de glicose do tipo 3 (GLUT-3), pode ser encontrado na placenta,
testiculos e neurénios. Para que o transporte minimo de glicose seja mantido a estes
tecidos/células, tanto o GLUT-1 como o GLUT-3 agem independentemente da presenca de
insulina. Do contréario, a hipoglicemia poderia comprometer a funcéo cerebral ou a oferta de
glicose para o feto e células sanguineas (Thorens et al., 1990; Hediger e Rhoads, 1994). No
quadro 3 estdo listados os principais transportadores.

Quadro 3 - Locais de expressdo e principais funcdes das proteinas transportadoras de glicose

Células sanguineas, barreira hematoencefalica e rins.
GLUT-1 ] ) ) o
Permite o transporte basal de glicose, sem a necessidade de insulina.

Hepat6citos, células beta pancreaticas membrana basolateral de células epiteliais do intestino delgado e
GLUT-2 tubulo rena, astrécitos de nicleos cerebrais.

Possui alta capacidade, conferindo capacidade de deteccdo da glicose a célula onde esta expresso.

Neurdnios, placenta e testiculos.
GLUT-3 . 5 i N . -
Permite a captagdo de glicose ndo mediada por insulina

GLUT-4 Mausculo esquelético e cardiaco, tecido adiposo marrom e branco.
Permite a captagdo de glicose, quando estimulado pela acdo da insulina.

GLUT-5 Intestino delgado e testiculos. Transportador de frutose.

GLUT-6 Pseudo gen que ndo se expressa funcionalmente

GLUT.7 Fracdo microssomal de células hepaticas. Associado ao complexo enzimatico glicose-6-difosfato,
possibilitando a liberacéo de glicose no reticulo endoplasmatico

SGLT-1 Bordaem escova das células epiteliais do duodeno jejuno e segmento S3 do tlbulo proximal do néfron

SGLT-2 Bordaem escova das células epiteliais do segmento S1 do tdbulo proximal do néfron.

Fonte do quadro: adptado de Thorens et al., 1990; Hediger e Rhoads, 1994.
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Durante o periodo pos-prandial, ocorre a digestdo e a absorcéo dos nutrientes, sendo
uma parte utilizada para obtencdo de energia, outra armazenada na forma de glicogénio
(hepatico e muscular) e/ou na forma de triglicerideos (Murray et al., 2013).

O figado é o ¢6rgdo central da manutencdo da homeostase de carboidratos. O
armazenamento de glicogénio deve-se a estimulacdo da glicogénese, sendo esta composta de
trés reacdes: 1) a glicose-6-fosfato é convertida em glicose-1-fosfato por acdo da enzima
glicomutase; 2) é adicionado um trifosfato de uracila (UTP) e a glicose fica ligada ao
difosfato de uracila (UDP), o qual sera liberado no momento em que a glicose vai se ligar a
cadeia de glicogénio ainda nao-ramificado; 3) a enzima ramificadora transfere um fragmento
de 6 a 7 glicoses a extremidade ndo-redutora da cadeia para o grupo OH do carbono 6 de uma
glicose, formando a ligagao alfa(1—6), que sera o ponto da ramificagdo (Voet; Voet, 2013).

A sintese de triglicerideos ocorre quando a razdo insulina/glucagon estiver elevada. Os
triglicerideos sdo sintetizados ao se adicionar acil-CoA graxo ao glicerol-3-fosfato ou a
diidroxiacetona-fosfato. O glicerol-3-fosfato é produzido no tecido adiposo pela reducdo da
di-hidroxiacetona fosfato, intermediaria da via glicolitica. Assim, novas moléculas de
triglicerideos podem ser armazenadas (Voet; Voet, 2013).

No periodo de jejum, a glicogenolise é ativada e o figado passa a exportar a glicose
que havia armazenado sob a forma de glicogénio. Nesse caso, 0 glicogénio é disponibilizado
para a via glicolitica por meio da clivagem das ligacGes entre as unidades de glicose
armazenadas liberando assim a glicose. A clivagem ocorre sempre na extremidade néo
redutora da cadeia e o rompimento das ligagdes alfa(1—4) ocorre por fosforilagéo, liberando
glicose-1-fosfato. Essas unidades de glicose sdo removidas até restarem quatro residuos a
partir do ponto de ramificacdo alfa(1—6). Nesse caso trés desses residuos sdo transferidos
para a extremidade ndo redutora de outra ramificacdo, ficando apenas um residuo com a

ligacdo alfa(1—6). Para clivagem dessa ligagdo ocorre a hidrdlise pela enzima
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desramificadora, resultando também em glicose-1-fosfato, liberada para os tecidos (Voet;
Voet, 2013).

A sintese do glicogénio é regulada pela enzima glicogénio-sintase e a clivagem pela
glicogénio-fosforilase. Estas enzimas sdo reguladas pelos hormonios insulina, glucagon e
adrenalina ou por estimulos nervosos (Murray et al., 2013).

Como ha reserva limitada de glicogénio hepéatico, apds algumas horas a
gliconeogénese ¢ ativada. A gliconeogénese € a sintese de glicose a partir de precursores nao
carboidratos. Isso acontece no periodo longo de jejum ou durante exercicios fisicos intensos,
onde ndo ha mais glicose disponivel e nem glicogénio. O piruvato, lactato, glicerol e a
maioria dos aminoacidos podem servir como fontes para a gliconeogénese. A gliconeogénese
ocorre pelo estimulo do glucagon e é simultdnea a glicogendlise hepéatica. Enquanto houver
glicogénio, a velocidade da gliconeogénese é pequena, no entanto, esta via ocorrera em
velocidade maxima apds a exaustdo do glicogénio hepético. Assim, durante o jejum
prolongado, a glicemia € mantida somente pela gliconeogénese (Murray et al., 2013).

O glicogénio muscular somente fornece energia para o proprio musculo, pois ha
auséncia da enzima glicose-6-fosfatase nas células musculares, de tal modo que a glicose
liberada pelo glicogénio muscular mantenha-se fosforilada e seja incapaz de ser transportada
para fora da célula (Murray et al., 2013).

A glicolise e a via central do catabolismo da glicose e ocorre no citosol da celula.
Durante a glicolise, cada molécula de glicose é convertida em duas moléculas de piruvato,
cada uma com trés atomos de carbono em um processo no qual varios atomos de carbono sdo
oxidados. Parte da energia livre liberada da glicose é conservada na forma de ATP e de
nicotinamida adenina dinucleotido hidreto (NADH). O resultado do processo total da glicolise
é a formacéo de 2 ATP, 2 NADH e 2 piruvato, as custas de uma molécula de glicose. (Voet;

Voet, 2013).
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Em condicBes de baixo suprimento de oxigénio (hipdxia) ou em células sem
mitocondrias, o produto final da glicolise é o lactato e ndo o piruvato, em processo
denominado glicolise anaerdbica. Quando o suprimento de oxigénio € adequado, 0 piruvato é
transformado em acetil-CoA nas mitocondrias € o grupo acetil da acetil-CoA ¢ totalmente
oxidado no ciclo de Krebs com a formacéo de duas moléculas de CO; (Voet; Voet, 2013).

Durante exercicios de alta intensidade, a velocidade da glicdlise é maior do que a do
ciclo de Krebs no masculo esquelético. Assim, parte do piruvato serd convertido a lactato e
este é captado pelo figado, tornando-se substrato para a gliconeogénese. Com esta situacao, o
musculo utiliza glicose e produz lactato, sendo o lactato carreado ao figado para ser
novamente convertido em glicose. Este é conhecido como ciclo de Cori (Voet; Voet, 2013).

O ciclo de Krebs é o estagio final da oxidacdo dos combustiveis metabolicos. Os
atomos de carbono entram no ciclo na forma de grupos acetila derivados dos carboidratos,
acidos graxos e aminoacidos. O grupo acetil-CoA é oxidado em oito reacBes mitocondriais
para formar duas moléculas de CO, com a conservacdo da energia livre liberada em trés
moléculas de NADH, uma de hidrogénio flavina adenina dinucleotideo (FADH;) e um
composto de guanosina trifosfato (GTP) ou ATP. O NADH e o FADH, sdo oxidados e 0s
elétrons sdo conduzidos pela cadeia mitocondrial transportadora de elétrons com a liberacao
de energia conservada na forma de ATP sintetizado a partir de ADP e fosfato livre por meio
de processo denominado fosforilagdo oxidativa (Voet; Voet, 2013).

Em resposta ao jejum e aos exercicios vigorosos, os triglicerideos podem ser
hidrolizados em uma molécula de glicerol e trés &cidos graxos. Na matriz mitocondrial o
acido graxo sofre a acdo da enzima acil-CoA-sintase, que na presenca de HS-CoA e utilizando
0 ATP transforma-se em acil-CoA. O acil-CoA vai para a membrana mitocondrial externa,
porém é impermedvel a membrana interna. Para superar este obstaculo liga-se a carnitina,

formando acil-carnitina que atravessa a membrana mitocondrial interna, onde sofre o processo

26



de transformar-se novamente em acil-CoA liberando a carnitina que retorna a membrana
mitocondrial externa. Uma vez na matriz mitocondrial, ocorre a oxidagdo em uma sequéncia
de acdes que se repetem produzindo acetil-CoA e liberando energia. A acetil-CoA pode entrar
no ciclo de Krebs para seguir a cadeia respiratdria ou seguir para a producdo de corpos
cetdnicos (cetogénese) (Voet; Voet, 2013).

A cetogénese resulta na formacdo de acetoacetato, beta-hidroxibutirato e acetona,
sendo estes compostos usados pelos tecidos periféricos por individuos saudaveis em
condicdes de jejum prolongado (Murray et al., 2013). Na auséncia de insulina (caso dos
pacientes com DM1), a beta-oxidacdo dos acidos graxos é acelerada porque ha mais acetil-
CoA que o necessario. Assim, falta o CoA para realizar novas beta-oxidagdes e o organismo
doa o grupo acetil para a cetogénese. Esse fato resulta na formacdo de acetoacetato, beta-
hidroxibutirato e acetona além do necessario, sendo possivel perceber-se no sangue, urina e

no chamado “halito cetonico” (Murray et al., 2013).
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3.5. Influéncia da frutose e da glicose na glicemia

Comparada a sacarose, a frutose possui poder adogante superior e proporciona menores
concentracdes glicémicas pos-prandiais (Bantle, 1989; Gerrits e Tsalikian, 1993; Bantle,
2009) devido a sua menor capacidade de absorcdo intestinal, em comparacdo a outros
carboidratos (Wolever e Miller, 1995)

A entrada da frutose nas células é prejudicada pela deficiéncia de transportadores
GLUT-5 (Havel, 2005). Embora o GLUT-5 esteja presente no musculo esquelético e tecido
adiposo (Mayes, 1993), grande parte do monossacarideo é removido do plasma para o sistema
hepético por meio da circulacdo portal (Havel, 2005).

No figado, a frutose é fosforilada em frutose-1-fosfato, por acdo da enzima
frutoguinase. Posteriormente, o composto sofre acdo da enzima aldolase-beta, gerando uma
molécula de diidroxiacetona fosfato e uma molécula de gliceraldeido-3-fosfato. Somente parte
do carbono derivado da triose fosfato participa da gliconeogénese e origina glicose, portanto,
a frutose induziria menor elevacdo da glicemia quando comparada a glicose ou a sacarose
(Smith Jr et al., 1953).

Apesar de ser absorvida por transporte passivo, a ingestdo simultanea de glicose eleva
a capacidade de absorcdo intestinal da frutose (Bantle, 1989; Bantle, 2009) porque dois sitios
das dissacaridases precisam ser ocupados por dois monossacarideos a fim de desencadear o
mecanismo de transporte ativo intestinal (Riby et al., 1993).

A concentragdo de frutose sérica em individuos saudaveis geralmente € inferior a
Img/dL (Macdonald et al., 1978). No entanto, apos 30-60 minutos da ingestdo deste
monossacarideo, a concentracdo sérica de frutose eleva significativamente de forma dose-
dependente, podendo variar de 4,5 a 13mg/dL apds ingestdo de solucdes contendo entre 18 a
100g de frutose. Ap6s 90 minutos da ingestdo, a concentracdo sérica de frutose reduz,

retornando ao observado no jejum (Macdonald et al., 1978; Bohannon et al., 1980).
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Estudos ndo demonstraram efeito pds-prandial prejudicial quando ofereceram
pequenas doses de frutose para individuos saudaveis (Swanson et al., 1992; Heacock et al.,
2002; Sievenpiper et al., 2012), pacientes com DM2 (Moore, 2000) ou pacientes com DM1
(Gabriely et al., 2002). Esse fato é justificado porgue, na auséncia de glicose, a capacidade de
absorcéo intestinal da frutose varia de 30 a 509 por refeicdo (Riby et al., 1993).

Salientamos que a ingestdo de acucares pode influenciar na progressdo da destruicao
das células beta de pacientes com recente diagnostico de DM1. A exposicéo a alimentos ricos
em glicose pode induzir a episddios hiperglicémicos frequentes, aumentando a necessidade de
insulina e sobrecarregando a célula beta que ja estd sob ataque autoimune. Essa sobrecarga da
célula beta pode acelerar a sua apoptose, tornando a célula beta mais ativa e assim mais
perceptivel ao sistema imunologico (Lamb et al., 2015).

Hiperglicemia e alteracdo de enzimas hepaticas foram observadas em individuos
saudaveis que receberam solucdes contendo 250g/dia de glicose por via parenteral durante 5-7
dias (Rosmarin et al., 1996; Kim et al., 2003). Porém, Abdulrhman et al. (2009) observaram
que individuos saudaveis ndo apresentam hiperglicemia pds-prandial quando consomem, por
via oral, solucdes contendo glicose, sacarose ou mel em doses equivalentes a 1,75g/kg de peso
corporal.

Pacientes com DML apresentam elevacéo significativa da glicemia 30 minutos apds a
ingestdo oral de glicose, sacarose ou mel. Contudo a glicose e sacarose proporcionam maior
elevacdo da glicemia comparadas ao mel (Samanta et al., 1985; Abdulrhman et al., 2009),
sendo sugerido que o mel promove menor elevagédo da glicemia devido a presenca de frutose

em sua composicdo (Abdulrhman et al., 2009).
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3.6. Influéncia da frutose e glicose na secre¢ao de glucagon

Apesar da destruicdo autoimune ocorrer apenas em células beta, o individuo com DM1
pode apresentar desequilibrio na homeostase da secrecdo de horménios que sdo regulados
pela secrecdo de insulina. Dentre estes, podemos citar: glucagon, estrogénio, leptina,
horménio de crescimento e peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) (Cryer, 1994; 2012;
Fuetal., 2013).

O GLP-1 é um horménio produzido pelas células L do ileo distal e colon apds a
ingestdo alimentar, que estimula a sintese de insulina pelas células beta e inibe a secrecdo de
glucagon pelas células alfa (Issa e Azar, 2012). Essa acdo é dependente das concentracdes
glicémicas. Individuos com DM1 apresentam reducdo das concentracbes de GLP-1 com
consequente supressdo anormal do glucagon em resposta a hiperglicemia, o que pode agravar
a hiperglicemia pds-prandial (Dinneen et al., 1995; Ward et al., 2011; Cryer, 2012).

O glucagon é um hormoénio polipeptidico, produzido nas células alfa-pancreaticas. O
jejum prolongado, com consequente redugdo da glicemia, estimula a secre¢do de glucagon.
Este hormonio atua na manutencdo das concentragcdes de glicose por meio da ativacdo da
glicogendlise e da gliconeogénese hepaticas (Wolfsdorf et al, 2006).

O glucagon também favorece a oxidacdo hepatica de acidos graxos e a formacéo de
corpos cetonicos a partir de acetil-CoA. A cetoacidose, ocasionada pela hiperglicemia, esta
associada a elevacdo das concentracBes de glucagon e outros hormdnios contrarreguladores
(ex: cortisol, catecolaminas e hormonio do crescimento). Em consequéncia, ocorre estimulo a
gliconeogénese e liberacdo hepatica de acidos graxos e corpos cetonicos(Wolfsdorf et al,
2006).

Estudos demonstraram que individuos saudaveis apresentam elevacdo do glucagon
tanto apés a infusdo intravenosa de frutose (Gabriely et al., 2002) como com a ingestao oral

de solucéo contendo apenas frutose ou de frutose associada a glicose (Paquot et al., 1996).
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Quando comparados a individuos saudaveis, pacientes com DM2 demonstraram maior
elevacdo do glucagon pos-prandial apds a ingestdo oral de pequenas quantidades de frutose
(0,3g/kg de peso corporal), sendo a elevacdo do hormoénio positivamente associado a
hiperglicemia (Paquot et al., 1996).

Estudos nas concentracdes de glucagon pos-prandiais sdo escassos em pacientes com
DM1. Embora estes pacientes apresentem concentracdes de glucagon ligeiramente mais
elevadas constantemente, tanto a secrecdo de glucagon como a relacdo insulina/glucagon é
significativamente menor ap0s a ingestdo de refeicdo mista, comparados a individuos

saudaveis (Hwang et al., 1995; Brown et al., 2008; Fredheim et al., 2015).
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3.7. Influéncia da frutose e da glicose na lipemia

Em condi¢cBes normais, a frutose pode ser convertida em glicogénio, lactato ou
triglicerideos e, embora néo estimule a secrecdo de insulina, o0 consumo deste monossacarideo
provoca elevacdo serica dos acidos graxos livres e triglicerideos, podendo ocasionar
deposicdo de gordura no figado e no masculo esquelético e estimular a producao hepética de
glicose quando ha auséncia de insulina, promovendo elevacdo glicémica (Bantle, 1989;
Bantle, 2009). Devido a apoptose das células beta pancreéticas, a auséncia de insulina é mais
frequente em individuos com DM1, comparada aos com DM2, no entanto, pacientes com
ambos os tipos de DM podem apresentar pequenas secrec@es de insulina por longos periodos
(Greenbaum e Harrison, 2003; Palmer et al., 2004; Sacks et al., 2011a; b; Wang et al., 2012).

O metabolismo hepatico da frutose favorece a lipogénese, porque este monossacarideo
é convertido a gliceraldeido-3-fosfato no figado para entrar na via glicolitica. Como o
metabolismo hepatico é limitado pela capacidade em armazenar glicogénio, resultante da
inibicdo da enzima fosfofrutoquinase pelo citrato e ATP, o consumo excessivo de frutose
pode ocasionar saturacdo da via glicolitica, promovendo maior sintese de acetil-CoA e de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e triglicerideos (Havel, 2005). Apesar do
mecanismo exposto, revisoes sistematicas, incluindo individuos saudaveis (Chiavaroli et al.,
2015) e pacientes com DM2 (Sievenpiper et al., 2009), mostram que a frutose ndo demonstra
efeitos adversos sobre os triglicerideos quando substituida por outros carboidratos complexos
ou simples, atuando negativamente na lipemia quando a ingestdo excessiva do
monossacarideo esta associada a dietas hipercaloricas.

Dietas ricas em frutose tambem podem ativar enzimas lipogénicas hepaticas
(frutoquinase, aldolase B e trioquinase) permitindo que a frutose entre mais rapidamente na
via glicolitica, o que promove saturacdo do ciclo de Krebs com subsequente producdo de

lactato, ativacdo da enzima piruvato desidrogenase e predominancia das vias oxidativas
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levando a formacéo de didxido de carbono e producdo de corpos cetonicos. Ocorre também
reducdo da oxidacdo e maior esterificacdo dos acidos graxos livres, levando a sintese de
VLDL e triglicerideos e favorecendo a hipertrigliceridemia (Mayes, 1993). O DM pode
agravar este efeito devido a insulinizacéo inadequada ou a resisténcia a insulina, estimulando
a sintese e reduzindo o clearence (remogéo) dos triglicerideos (Miller et al., 2011)

A frutose € mais lipogénica que a glicose também no estado pés-prandial, induzindo a
hipertrigliceridemia e promovendo elevacdo das concentracdes de VLDL e particulas
pequenas e densas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Havel, 2005).

A influéncia aterogénica da VLDL esta condicionada a proteina de transferéncia de
éster de colesterol e a lipase hepatica, promovendo maior sintese de LDL e reduzindo
concentragdes de lipoproteinas de alta densidade (HDL) (Taskinen, 2003; Huang et al., 2011).
Porém, foi observado que o consumo de frutose, inferior a 10% do total energético diario,
pode elevar significativamente as concentracdes de triglicerideos, sem qualquer mudanca
aparente na HDL ou LDL de pacientes com DM1 (Couch et al., 2013).

A conversdo da glicose a acetil-CoA na via glicolitica ocorre por intermédio da
enzima acetil-CoA carboxilase e esta enzima também estimula a lipogénese atuando na
regulacdo da sintese de acidos graxos por meio do fornecimento de malonil-CoA para a
sintese de palmitato (&cido graxo contendo dezesseis carbonos) (Carvalheira et al., 2002).

A glicose também ativa a transcricdo de genes lipogénicos (exemplos: carbohydrate
responsive element-binding protein e peroxisome proliferator-activated receptor-gamma) e
estimula a sintese de insulina, promovendo a captagdo de glicose pelas células adiposas
(Saltiel e Kahn, 2001). No caso de individuos com DML, a secrecdo do homénio ndo é
estimulado, mas havera necessidade de aplicacdo de maiores dosagens de insulina exdgena
para metabolizacdo da glicose e controle glicémico, produzindo assim o mesmo efeito sobre a

lipogénese (SBD, 2015).
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3.8. Influéncia da frutose e da glicose na uricemia

Ao contrario da glicose, a frutose entra na via glicolitica apos a sua conversdo a frutose-
1-fosfato. A conversdo requer a ativacdo da enzima frutoquinase, utilizando ATP na
fosforilacdo da frutose e sequestrando fosfato livre para formacgéo da frutose-1-fosfato, o que
impede a oxidacdo e regeneracdo do ATP em adenosina di-fosfato (ADP). Como ATP e
fosfato livre inibem a acdo da adenina (proteina mitocondrial também conhecida como
translocador ADP/ATP) ocorre a formacdo de acido drico (Mayes, 1993; Nakagawa et al.,
2006; Ouyang et al., 2008). Ademais, o metabolismo hepatico da frutose utiliza o 6xido
nitrico, modulador da sintese e producdo de acido urico (Nakagawa et al., 2006;
Angelopoulos et al., 2009; Johnson et al., 2010).

Podemos dizer assim que a frutose eleva as concentracdes séricas de lactato, piruvato e
acido urico tanto em individuos saudaveis (Stirpe et al., 1970) como em pacientes com DM
descompensado (Bantle et al., 1992) porque a resisténcia a insulina, frequentemente
observada no pré-diabetes, ocasiona elevada absor¢cdo de acido Urico, e consequentemente
menor excre¢do do mesmo (Waring et al., 2007).

A ingestdo de glicose também eleva as concentracBes pds-prandiais de &cido Urico em
individuos com pré-diabetes (Fan et al., 2013) ou DM2 (Sinagra et al., 1982), porém, até o
momento, ndo ha na literatura estudos que tenham avaliado as concentragdes de &cido urico
apos a ingestdo de agucares por individuos com DML1.

Individuos com DM1 podem estar em normalidade quando estdo em insulinizacéo
adequada, mas podem apresentar menores concentracdes séricas de &cido Udrico na
hiperglicemia (Waring et al., 2006), porque a hiperglicemia com glicosuria estimula a

excrecdo renal de &cido urico (Padova et al., 1964; Boner e Rieselbach, 1974).
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Apesar da maioria dos individuos com DM1 apresentarem frequentemente menores
concentracdes de acido urico, comparados a individuos com DM2, ainda estdo fortemente
relacionadas ao desenvolvimento de complicacdes vasculares (Bjornstad et al., 2014).

Apesar de ser considerado antioxidante, o &cido Urico é também conhecido por ter
propriedades pro-oxidativas (Sautin et al., 2007). Possivelmente, a hiperuricemia age como
compensacao para neutralizar danos oxidativos (Nieto et al., 2000). No entanto, a ativacao da
enzima xantina oxidase ocasiona aumento da producdo dos radicais livres (Bergamini et al.,

2009).
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3.9.

Influéncia da frutose e da glicose no estresse oxidativo

Os radicais livres sdo moléculas com um ou mais elétrons ndo pareados. Podem ser

gerados no citoplasma, mitocondrias ou membranas. Seu alvo celular (proteinas, lipideos,

carboidratos e &cido dexorribonucleico [DNA]) esta relacionado com o seu sitio de formacéo

(Anderson, 1996).

Em proporc6es adequadas, esses radicais atuam como mediadores para a transferéncia

de elétrons nas varias reacdes bioquimicas (geracdo de ATP por meio da cadeia

transportadora de elétrons, ativacdo de genes e participacdo de mecanismos de defesa durante

0 processo de infeccdo) (Anderson, 1996).

As principais espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNSs) estdo

descritas no quadro 4, sendo formadas durante a reducdo do oxigénio ou nitrogénio molecular,

podendo ou ndo possuir elétrons desemparelhados (Anderson, 1996).

Quadro 4 - Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio

Anion radical

superoxido (O,)

Gerado nas celulas por enzimas (ex: xantina oxidase) ou pela reducéo de oxigénio.
O fon superdxido é o Unico radical que pode levar a formagdo de muitas outras espécies

reativas, como o peroxido de hidrogénio e o radical hidroxil.

Peroxido de
hidrogénio
(H20,)

Intermediario formado pela reacdo de dismutacdo de O, por acdo da enzima superéxido
dismutase, pela reducdo de dois elétrons na molécula de O, e pela a¢do de enzimas oxidases,

localizadas nos peroxissomas. Capaz de atravessar camadas lipidicas.

Radical hidroxila
(OH)

Bastante reativo. Pode ser formados a partir do anion superdxido e peroxido de hidrogénio

Causa modificacdo do DNA, danos nas proteina e peroxidag&o lipidica.

Radical peroxila
(RO)

Formados durante a decomposicdo de peréxidos organicos e reagdes de carbono radicalar

com oxigénio, como na peroxidacao lipidica.

Oxigénio singlete

Estado eletronicamente excitado do oxigénio, produzido por rea¢Bes fotoquimicas ou por

(0,) outras radiacdes. Reage com moléculas biolégicas, iniciando processos de peroxidagao.
Oxido nitrico Sintetizado pela agdo da enzima Oxido nitrico sintase.
(NO) E considerao um potente vasodilatador, envolvido na regulagéo da pressdo arterial.

Fonte do quadro: adaptado de Vasconceloes et al., 2007.
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O estresse oxidativo € o desequilibrio entre a producdo de EROs e ERNs e a
capacidade antioxidante endogena. Um dos principais mecanismos de lesdo é a
lipoperoxidacéo, ou seja, a oxidacdo da camada lipidica da membrana celular. Esse processo
conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcbes bioldgicas e/ou
desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo é o dano oxidativo potencial contra células,
tecidos e ao DNA (Singh et al., 2001; Maritim et al., 2003).

Os acidos graxos insaturados das membranas celulares tornam-se alvo de dano
oxidativo pelas suas ligacbes insaturadas, porque estas sdo fracas e se rompem facilmente.
Sendo assim, os lipidios insaturados da mitocdndria, membrana plasmatica e organelas sdo 0s
principais locais de deteriorizacdo oxidativa, processo que é chamado de peroxidacao lipidica
ou lipoperoxidacao (Halliwell; Gutteridge, 1999).

Os danos oxidativos nas células e tecidos estdo associados com a etiologia de doencas
degenerativas, enquanto que os danos no DNA estdo relacionados aos processos de
mutagénese e carcinogénese (Anderson, 1996).

A ocorréncia de estresse oxidativo leve a moderado é frequentemente acompanhada do
aumento das defesas antioxidantes enzimaticas, sendo que a producdo de uma elevada
quantidade de radicais livres pode causar danos e morte celular (Anderson, 1996).

O sistema de defesa antioxidante estd dividido em enzimético e ndo enzimatico. O
primeiro inclui as enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase. O sistema
ndo enzimatico inclui os compostos sintetizados pelo organismo humano (ex: bilirrubina,
ceruloplasmina, hormonios sexuais, melatonina, coenzima-Q, acido Urico) e micronutrientes
da dieta (acido ascorbico, alfa-tocoferol, beta-caroteno e flavonoides) (Yu, 1994).

Segundo Ghanim et al (2007) ocorreu maior geracdo de EROs duas horas apds a
incubacdo de celulas com glicose, quando comparada com a mesma dose de frutose, foi

observada em estudo in vitro. No entanto, verificou-se em outro estudo in vitro que a frutose
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gera cem vezes mais EROs comparada a glicose porque o grupo amina da lisina é
espontaneamente hidrogenado por meio da reacdo de Maillard (Lim et al., 2010).

A reacdo de Maillard, em produtos alimenticios, ocorre por glicacdo de proteinas. Neste
processo ndo enzimatico, a glicose e o grupamento amina de lisina reagem e formam
frutoselisina. A frutoselisina sofre desidratacéo, rearranjo e ciclizacdo, seguida de reacdo que
forma os produtos da glicacdo avancada (advanced glycation end products — AGES)
(Vasconcelos et al., 2007). O tipo de glicidio interfere na velocidade de reacdo com o0s
grupamentos amina, tendo sido demonstrado que o glicidio presente nos residuos da lisina,
constitui o alvo principal para reacdo (Shibao e Bastos, 2011).

Durante a reacdo de Maillard também sdo formados compostos volateis (ex: cetonas e
aldeidos) envolvidos na formagdo de EROs (Shibao e Bastos, 2011). A reacdo de Maillard
também ocorre in vivo, sendo denominada de glicacdo, ocorrendo pela via do estresse
carbonilico, na qual a oxidacdo de lipideos ou de aclcares gera compostos dicarbonilicos
intermediéarios, altamente reativos. Esta glicagdo ndo-enzimatica de proteinas € um processo
relacionado a hiperglicemia cronica e pode ser avaliada pelo exame de hemoglobina glicada
(HbALc) (Shibao e Bastos, 2011). A HbAlc origina-se por meio de uma reacao irreversivel
entre a glicose sanguinea e o aminoacido valina N-terminal da cadeia beta da hemoglobina A
(SBD, 2015).

Individuos com DM1 devem manter a glicemia pds-prandial inferior a 180mg/dL
(SBD, 2015), porque a hiperglicemia pode resultar em glicacdo de proteinas extracelulares e
geracdo de radicais livres (Ceriello et al., 2009; 2010).

Os mecanismos que explicam a geracéo de radicais livres pela hiperglicemia baseiam-
se no estimulo a via dos poliois, ativacdo da proteina quinase-C por diacilglicerois e ativacdo

da via das hexosaminas (Ceriello et al., 2014).
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A via das hexosaminas ocorre durante o aumento da glicose intracelular com
consequente metabolizacdo final de frutose-6-fosfato a uridina difosfato-N-acetil
glucosamina, sendo que esta Gltima estimula a producédo de citocinas inflamatorias e fatores
de transcricdo (Du et al., 2000). A ativacdo da enzima proteina quinase-C junto ao
diacilglicerol, aumenta a permeabilidade vascular, proliferacdo celular, angiogénese, acdo de
citocinas e adesao leucocitaria (Studer et al., 1993). De outro modo, a via dos poliois estimula
a conversao de glicose a sorbitol, sendo este sorbitol convertido a frutose, o que aumenta a
relagdo NADH/dinucleotido de nicotinamida e adenina (NADH/NAD") e reduz a glutationa
(antioxidante intracelular) (Gabbay et al., 1966)

Comparados a individuos saudaveis, pacientes com DM1 apresentam maiores
concentracdes de AGEs (Ceriello et al., 2014; Wu et al., 2013). Os AGEs sdo substancias
formadas a partir de interacGes entre aclUcares redutores ou lipidios oxidados e proteinas,
modificando as propriedades de estruturas biolégicas por meio da geracdo de radicais livres
(Singh et al., 2001).

A aterosclerose esta associada ao estresse oxidativo e inflamagdo na parede arterial
(Ross, 1993). Dentre os métodos para avaliagdo do estresse oxidativo, o malondialdeido
plasmatico e o F2-isoprostane urindrio sao 0s que apresentam valor prognostico significativo
para doencas cardiovasculares (Del Rio et al., 2005; Mateos et al., 2005; Lee et al., 2012).
Portanto, justifica-se a busca por alimentos/nutrientes que resultem em menor estresse
oxidativo, particularmente para individuos com DM, porque estes apresentam maiores
complicacdes consequentes desse processo devido a maior velocidade de glicacdo durante as

hiperglicemias (Monnier et al., 2008).
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4. JUSTIFICATIVA

Permanecem controversos os efeitos da glicose e da frutose no metabolismo de
pacientes com DM1, sendo Uteis os estudos que possam contribuir para o entendimento das
consequéncias metabdlicas do uso excessivo destes carboidratos simples por estes pacientes.

O presente estudo também pode contribuir na elucidacdo de questdes importantes
referentes a dietoterapia no DM1, principalmente quanto a ingestdo de aclcares. Estes
conhecimentos podem aumentar o conhecimento acerca dos efeitos metabdlicos dos
monossacarideos nas variaveis metabdlicas relacionadas com o controle do DM1 e suas
complicacdes.

Também, o efeito da elevada ingestdo de frutose, adicionada aos alimentos como
edulcorante, tem sido relacionada com elevacdo dos triglicerideos. Na maioria dos estudos,
este efeito foi demonstrado comparando-se a frutose com dissacarideos, mas ndao com outro
monossacarideo, como por exemplo, a glicose.

Considera-se importante e inovadora a proposta de se avaliar a influéncia pos-prandial
dos principais monossacarideos dietéticos (glicose e frutose) na glicemia, concentracdes de
glucagon, triglicerideos, acido drico e malondialdeido, além da palatabilidade das destes

carboidratos simples por individuos com DML1.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a influéncia da ingestéo de frutose e glicose nas concentragcOes de glicemia,
glucagon, triglicerideos, uricemia e malondialdeido pos-prandiais de individuos com diabetes

mellitus tipo 1.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a ingestao dietética habitual, nivel de atividade fisica, variaveis antropomeétricas e
composicao corporal dos pacientes com diabetes mellitus do tipo 1, que participaram do
presente estudo;

¢ Avaliar a funcdo renal, enzimas hepaticas, perfil lipidico, HbAlc, frutosamina e glicemia da
amostra de pacientes com diabetes mellitus do tipo 1, antes da intervengéo;

e Comparar as concentracBes de glicose, glucagon, triglicerideos, acido drico, lactato e
malondialdeido dos pacientes com diabetes mellitus do tipo 1, apds a administracdo oral de
solugdes contendo frutose e glicose;

e Avaliar a percepcgédo de palatabilidade, para solugdes contendo frutose e solugbes contendo

glicose, dos pacientes com diabetes mellitus do tipo 1.
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6. METODOS

6.1. Aspectos éticos

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Influéncia da ingestao de
frutose e glicose e do receptor gustativo TAS1IR2 na glicemia, trigliceridemia, metabolismo
energético, oxidacdo dos substratos, uremia, estresse oxidativo, sensacdes relacionadas a
ingestdo alimentar e palatabilidade de individuos com diabetes tipo 1” que foi aprovado pelo
Comité de Etica e Pesquisa do HUCFF sob o n°® 151/11 (ANEXO A) e registrado no
ClinicalTrial.gov (NCT01713023) (ANEXO B) sob o nome de “Effect of fructose and glucose
and TAS1R2 in glucose, triglycerides, uremia, oxidative stress, feelings related to food intake
of individuals with type 1 diabetes”.

Os voluntarios assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(ANEXO D) depois de esclarecidos quanto a inexisténcia de remuneracdo e aos riscos e

beneficios do estudo (em nivel individual e coletivo).

6.2. Delineamento do estudo

O estudo é um ensaio clinico simples cego, randomizado com delineamento 2x2,
crossover (Gomes et al., 2012).

Foram selecionados voluntarios de forma continua, tendo sido iniciado o recrutamento
em outubro de 2013 e concluido em dezembro de 2014.

No estudo crossover os participantes receberam ambos os tratamentos em sequéncia.
Esse tipo de estudo tem a vantagem de ter o mesmo individuo como controle dele mesmo, ou
seja, emprega-se uma analise pareada sem a necessidade de grupos independentes. Também,
aumenta o poder estatistico, possibilitando avaliagdes com um nimero menor de participantes

(Souza, 2009).
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O tipo de mascaramento utilizado, simples-cego, proporcionou que 0s pacientes
desconhecessem qual a solugdo que estavam recebendo naquele momento, reduzindo a

possibilidade de viés de performance (Carvalho et al., 2013).

6.3. Local e captacdo dos voluntarios

O estudo foi realizado no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), localizado no municipio do Rio de Janeiro.
Trata-se de um hospital universitario publico que realiza assisténcia a saude de alta
complexidade e é integrado ao Sistema Unico de Satde.

O recrutamento dos voluntarios foi realizado por meio de cartazes fixados no HUCFF
e durante as consultas de pacientes atendidos no ambulatério de diabetes do Servigo de

Nutrologia do HUCFF.

6.4. Critérios de elegibilidade

A populacdo estudada foi constituida por adultos, de ambos os sexos, com tempo de
diagndstico do DML igual ou superior a trés anos (Palmer et al., 2004; Sosenko et al., 2010;
Sacks et al., 2011b) e utilizando esquema de insulina basal/bolus por meio de SICI ou
analogos de longa duracéo (glargina, detemir ou degludec) juntamente a analogos de insulina
de acdo ultrarrapida (lispro, aspart ou glulisina).

N&o foram incluidos no estudo individuos tabagistas, etilistas, em uso de hormonios
(com excecdo da insulina), antibidticos, antiinflamatorios, com nefropatia (clearence de
creatinina < 90 mL/min/1,73m?) (Levey et al., 2003; Rigalleau et al., 2005), danos hepaticos
(aspartato aminotransferase [AST] e alanina aminotransferase [ALT] dentro dos limites de
normalidade) (Dufour et al., 2000), sintomas de gastroparesia (Shin e Camilleri, 2013),
historia familiar de DM do tipo maturity-onset of diabetes of the young ou diabetes autoimune
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latente do adulto (SBD, 2015) ou distarbios visuais que impedissem o preenchimento da

escala de palatabilidade (Crapo et al, 1982).

Também foram excluidos os voluntarios que néo finalizaram todas as etapas do estudo

ou que apresentaram alguma intercorréncia listada anteriormente durante o estudo (Figura 1).

Avaliados para elegibilidade (n =67)

[ Inclusio

¥

y

Excuidos (n=51)
¢ Nio atendem aos critérios de inclusio (n= 49)
¢ Desistiram de participar (n=2)

Randomizados (n= 16)

X

F

Alocagio para a intervengdo (n= 16) [ Alocicso ]

X

y

Perda de seguimento (n=0)

Intervenc¢io descontinuada (n=0)

[ Seguimento ]

v

Analisados (n=16) [ Anilise ]

Figura 1 — Fluxograma de recrutamento

A amostra foi selecionada por conveniéncia e os resultados foram descritos sem a

pretensédo de se fazer inferéncias para outras populacées (Lwanga e Lemeshow, 1991).
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6.5. Fluxograma do estudo

Por meio de ligacdo telefonica, no dia anterior ao experimento, foram questionadas
possiveis intercorréncias que poderiam influenciar no resultado das analises laboratoriais
(ANEXO E), sendo remarcado o experimento no caso do paciente relatar algum dos mesmos.

Os voluntarios selecionados foram instruidos quanto ao preenchimento do registro
dietético habitual e a ndo realizarem atividades fisicas vigorosas, nao ingerirem alimentos
hiperlipidicos, bebidas alcoolicas e excesso de cafeina no dia anterior a cada experimento.

Ademais, os voluntarios foram orientados a realizarem jejum noturno de oito horas e a
manterem suas doses regulares de insulina basal, ndo aplicarem insulina rapida ou analogos
de acdo ultrarrapida no dia de cada experimento.

Os voluntarios foram randomizados quanto a ordem de oferecimento das solugcbes
contendo frutose ou glicose, em delineamento 2 x 2 crossover, com periodo de washout de
uma semana ou mais, dependendo da disponibilidade dos mesmos ou da presenca de

intercorréncias (Figura 2).
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180 min 180 min

1° dia de avaliagdo*® 2° dia de avaliagdo™
FRUTOSE GLICOSE
180 min M 180 min
| |
1° dia de avaliagdo™ 2° dia de avaliagdo™
GLICOSE FRUTOSE

*AVALIACOES REALIZADAS NO 1°E 2° DIA DE EXPERIMENTO:

T,;: Obtencdo da glicemia capilar;

T,s: Avaliacdo antropomeétrica;

T;: Coleta de sangue;

T,: Ingestdo da bebida teste;

Ts: Preenchimento do questionario acerca da palatabilidade;
T;y: Obtencao da glicemia capilar;

180 min — Yoo Obtencdo da glicemia capilar;

T, Obtencédo da glicemia capilar;

T,gp: Obtencdo da glicemia capilar;

Tyg: Coleta de sangue;

Figura 2 — Fluxograma de realizagdo do estudo

Cada dia de experimento ocorreu ap06s jejum de oito horas, quando os voluntarios se
apresentaram ao HUCFF para avaliacdo da glicemia capilar (T.), antropométrica (T.i5) €
coleta de sangue (Ts). Na sequéncia, os voluntarios receberam a solugdo teste (To) e
responderam a escala sobre palatabilidade da solugdo imediatamente ap0s a ingestdo da
bebida. A glicemia capilar foi avaliada ap6s 30, 90, 120 e 180 minutos (T3g, Teo, T120 € T1g0)
da ingestdo da solucdo. Apos 180 minutos (T1so), ocorreu a segunda coleta de sangue para

avaliacdo laboratorial (Figura 3).
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T,y: Obtencdo da glicemia capilar:
T,5: Avaliacdo da composi¢do corporal;
T5: Coleta de sangue;
1° e 2° dia de Ty: Ingestdo da bebida teste:
experimento: T5: Preenchimento do questiondrio acerca da palatabilidade;
T3q: Obtencdo da glicemia capilar;
Toy: Obtencdo da glicemia capilar;
T;s9: Obtencdo da glicemia capilar;
T;g0: Obtencdo da glicemia capilar;

T;g0: Coleta de sangue.

Figura 3 — Fluxograma de cada experimento

Ao final de cada dia de experimento, os voluntarios receberam um lanche (composto
por dois pacotinhos de biscoito Club Social® original, dois polenguinhos® light, uma caixinha
de Ades® zero sabor uva e uma barrinha de cereais Trio® diet) ad libidum.

Os voluntarios receberam a aplicacdo de analogo de insulina de acdo ultrarrdpida,
considerando a glicemia capilar no momento T1go, a sensibilidade a insulina e a quantidade de

carboidratos do lanche oferecido.

6.6. Composicao das solucoes teste
As solucBes teste foram constituidas de 75 g de frutose (p6 branco cristalino —
Lowcucar®) (ANEXO F) ou 75g de glicose (dextrose em p6 — GLUTOL da Laborclin®)
(ANEXO G), ambas dissolvidas em 200mL de agua mineral potavel em temperatura ambiente
e (21-25°C).
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Considerando que, até 0 momento, ndo ha estudos que indiquem a capacidade de
absorcéo intestinal de frutose em individuos com DML, enquanto que as dissacaridases
intestinais de individuos saudaveis metabolizam de 30 a 50g deste monossacarideo/refei¢éo
(Riby et al., 1993), a quantidade de glicose e frutose oferecidas foram estabelecidas com base
no teste de toleréncia oral a glicose, sendo pertinente que os dois diferentes tipos de
monossacarideos testados fossem oferecidos de forma idéntica para que ndo houvesse

influéncia da quantidade, volume e consisténcia na capacidade de ingestdo dos memos.

6.7. Avaliacdo dietética

Os voluntarios foram orientados a preencherem registro dietético de trés dias, nao
consecutivos, incluindo dois dias Uteis e um dia de final de semana, para caracterizar suas
respectivas ingestdes habituais (ANEXO H) (Fontanive et al., 2002).

As medidas caseiras descritas nos registros foram convertidas em gramas com o
auxilio da Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (UNICAMP, 2011) e analisados no
software de avaliacdo nutricional Diet Prd 5i, versdo 2008. Neste software utilizamos
alimentos da Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos (UNICAMP, 2011), Tabela de
composicao de alimentos de Philippi (2013), Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos
da Universidade de Sdo Paulo (Giuntini et al., 2006) e a Tabela do Departamento de

Agricultura dos Estados Unidos (Bodner-Montville et al., 2006).

6.8. Avaliagéo da pratica de atividade fisica
A pratica de atividade fisica foi avaliada por meio da versdo curta do questionario
internacional de atividade fisica (ANEXO 1) (Garcia et al., 2013), objetivando a

caracterizacdo dos pacientes.
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Esta avaliacdo foi realizada considerando o efeito atribuido a variabilidade individual
que a pratica regular de exercicios fisicos proporciona (maior translocacdo do GLUT-4 para a
membrana plasmatica e fibras musculares mais sensiveis a acdo da insulina), havendo
recomendacdo para que os individuos com DM1 reduzam as doses de insulina quando

praticam o exercicio (SBD, 2015).

6.9. Avaliacdo antropométrica

As variaveis antropométricas foram utilizadas para caracterizacdo da populacéo.

O peso e a estatura foram medidos no ambulatério de nutrologia do HUCFF, por
estadibmetro e balanca mecanica, com escala de 1 cm e 100g, respectivamente, de acordo
com o preconizado pelo Ministério da Saude e utilizados para o calculo e classificacdo do
IMC. Conforme preconizado, pacientes com IMC entre 18,5 e 24,9kg/m? foram classificados
como eutréficos, sendo magreza definida pelo IMC inferior a 18,5kg/m? , sobrepeso por IMC
entre 25 e 29,9kg/m?, obesidade grau | para IMC entre 30 e 34,9kg/m?, obesidade grau Il para
IMC entre 35 e 39,9kg/m? ou obesidade grau Il para IMC igual ou superior a 40kg/m?
(WHO, 1995).

Para a avaliacdo do perimetro da cintura, foi utilizada fita métrica inextensiva e
inelastica, posicionada no ponto médio entre a Gltima costela e a crista iliaca, permanecendo o
paciente com os bracos e abdome relaxados apos expiragdo normal, como preconizado pela
Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2008). Os valores abaixo de 80 cm para as mulheres e
90 cm para homens foram utilizados para classificacdo, conforme definicdo pelo International
Diabetes Federation (Alberti et al., 2006).

A composicao corporal foi avaliada por bioimpedancia elétrica (Biodynamics® modelo
450), a qual se baseia no principio da resisténcia corporal a passagem da corrente elétrica no

tecido hidratado, sendo possivel a estimacdo dos valores de agua corporal total, massa magra
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e massa gorda, considerando o modelo de dois compartimentos corporais (Lukaski et al.,
1985). A classificacdo do estado nutricional, segundo o percentual de gordura corporal, foi
realizada considerando como normalidade o percentual de gordura de 14 a 25% e de 23 a 32%

para homens e mulheres adultos, respectivamente (Lohman et al., 1991).
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6.10. Avaliacdo laboratorial

Considerando que o jejum de oito horas € adequado para avaliacdo laboratorial de
pacientes com DM (Resnick et al, 2006; Sacks et al., 2011). Os pacientes foram orientados a
realizarem jejum noturno de oito horas e a apresentarem-se no ambulatério do HUCFF, onde
as amostras de sangue foram coletadas por profissional treinado e habilitado.

Com excecdo das concentracbes de HbALlc, frutosamina, creatinina, AST, ALT,
colesterol total e fragdes, que foram avaliadas apenas no periodo basal para caracterizacdo da
populacdo estudada, as demais avaliacdes ocorreram apds jejum noturno de oito horas e 180
minutos apds a ingestao das solugdes contendo glicose ou frutose.

Os exames de glicemia, lipemia, creatinina, AST, ALT e acido urico foram realizadas
no Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Farmécia (LACFAR) da UFRJ, por
meio de parceria previamente estabelecida. As analises foram realizadas com os reagentes e
equipamento Labmax Plenno® da empresa LabTest Diagnostica®.

A HbA1c foi avaliada com o kit e equipamento Variant 1l da Bio-Rad Laboratories®
no Laboratério Sérgio Franco® No mesmo laboratorio, os resultados da frutosamina e do
lactato foram obtidos por meio do equipamento Cobas Integra 800 CTS analyzer® e reagentes
da empresa Roche Diagnostics®.

As concentracbes de triglicerideos foram dosadas por método enzimatico
colorimétrico (kit Triglicérides Liquiform da Labtest Diagnostica®), com limite de detecco
(limit of detection — LOD) de 0,1-61,1 mmol/L. As concentragdes inferiores a 3,8 mmol/L
(<150 mg/dL) s&o consideradas como desejaveis (SBD, 2015).

Colesterol total e HDL também foram avaliados por método enzimatico
colorimétrico, por meio dos kits Colesterol Liquiform (LOD de 0,0-27,7 mmol/L) e
Colesterol HDL (LOD de 0,0-11,1 mmol/L) da Labtest Diagnéstica®. LDL foi calculado com

base na equacdo de Friedewald (Friedewald et al., 1972). Para pacientes com DM, adultos, 0s
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valores de normalidade correspondem a colesterol total inferior a 11,1 mmol/L (<200 mg/dL),
LDL inferior a 55,5 mmol/L (<100 mg/dL), HDL superior a 2,5 mmol/L (>45 mg/dL) para
homens e 2,7 mmol/L (>50mg/dL) para mulheres (SBD, 2015).

As enzimas hepaticas foram avaliadas por ensaios cinéticos ultravioletas, pela
dosagem de AST (kit ALT/GLP Liquiform da Labtest Diagnéstica®) e ALT (kit AST/GOT
Liquiform da Labtest Diagnéstica®) O Ambos os kits apresentam LOD de 3,5-400 U/L. Os
valores considerados normais sao de 11-39 U/L e 11-45 U/L, respectivamente (Scheig, 1996;
Prati et al., 2002).

A creatinina sérica foi dosada pelo método cinético colorimétrico (kit Creatinina
Liquiform da Labtest Diagndstica®. LOD de 17,6-1.060,8 umol/L ou 0,2-12 mg/dL), para o
calculo do clearence de creatinina utilizando-se a formula de Cockcroft-Gault [(140 — idade) x
peso X 0,85 se mulher + (72 x creatinina plasmatica)], para verificacdo da funcdo renal
(Cockcroft e Gault, 1976). Pacientes com clearence de creatinina inferior a 1,50 mL/s (90
mL/min/1,73m?) foram excluidos do estudo (Levey et al., 1999; Rigalleau et al., 2005; Bulum
etal., 2012).

A glicemia sérica foi avaliada por método enzimético colorimétrico, por meio do kit
Glicose Liquiform da LabTest Diagnéstica® e LOD de 2.4-33.6 mmol/L.

A frutosamina também foi avaliada pelo método enzimatico colorimétrico com o Kit
da Roche Diagnostic Systems® e LOD de 14-1000 mcmol/L. Para individuos saudaveis, os
valores de referéncia para frutosamina séo de 205-285 mcmol/L (Sacks et al., 2011b).

A HbAlc foi dosada por cromatografia liquida de alta performance com o Kit
BioRad Variant 11 da Bio-Rad Laboratories®. Considera-se normal o valor de HbA1c inferior
a5,7%, porém, a meta para adultos com DM é de HbAlc inferior a 7% (SBD, 2015).

O é4cido Urico foi determinado por método cinético enzimatico (kit Acido Urico

Liquiform da Labtest Diagnéstica® LOD de 17,6-1.060,8 pmol/L). Os valores de referéncia

52



para o acido urico diferem entre géneros, sendo de 221-618,8 umol/L (2,5-7,0 mg/dL) para
homens e de 132,6-530,4 umol/L (1,5-6,0 mg/dL) para mulheres.

O lactato também foi dosado por método cinético enzimatico (Kit da Roche
Diagnostic Systems®. LOD de 0,2-15,5 pmol/L), sendo preconizados os valores de
normalidade de 397,8-1.750,3 pumol/L (4,5-19,8 mg/dL).

Aliguotas de plasma foram armazenadas a -80°C até serem encaminhadas ao Instituto
Génese de Anélises Clinicas® onde foram avaliados o glucagon e o malodialdeido, ambos por
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).

O malondialdeido foi dosado com o kit comercial da Life Science Inc® com LOD de
0,9-74,2 umol/L e limite de quantificacdo (limit of quantitation — LQD) de 0,3 umol/L. N&o
ha consenso sobre os valores de referéncia para malondialdeido (Horn, 2011).

O glucagon foi avaliado com o kit comercial da Life Science Inc® com LOD de 18,5-
1.500 ng/L e LQD de 6,3 ng/L. A faixa de normalidade recomendada para glucagon é de 40-

130 ng/L.

6.11. Avaliacédo da palatabilidade das solugdes

As solugdes foram preparadas no momento do oferecimento das mesmas.

Os voluntarios receberam instrucfes para ingerirem integralmente a solugdo em trés
minutos no maximo, respondendo a escala de palatabilidade logo em seguida.

Utilizou-se escala validada para avaliacdo dos aspectos da palatabilidade das solucgdes,
tais como o grau de docgura, sabor e solubilidade (ANEXO J). A escala é composta por linhas
de 100mm com palavras em cada extremidade, descrevendo os extremos (Crapo et al., 1982).

Os voluntarios foram orientados a realizarem uma marcacéo no local correspondente a
sua sensacao relacionada com cada variavel do questionario. A quantificacédo foi realizada por

meio da medicdo da distancia entre a extremidade esquerda da linha até a marca vertical.
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6.12. Controle do diabetes mellitus

Os voluntarios foram orientados a manterem suas doses regulares de insulina basal
sendo recrutados apenas voluntarios utilizando analogos de insulina de longa duracdo
(glargina, detemir ou degludec) ou SICI a fim de evitar cetacidose durante o experimento
(Greenbaum et al., 2008; Bloomgarden, 2009).

Os voluntarios foram orientados a ndo aplicar insulina de acdo rapida ou analogos de
acao ultrarrdpida na manhd de cada experimento a fim de evitar oscilagdes glicémicas
decorrentes da insulina exdgena.

A glicemia capilar foi avaliada na chegada do voluntario (T_z) e apds 30, 90, 120 e
180 minutos (Tso, Too, T120 € Ti1g0) da ingestdo da solugdo, por meio do glicosimetro
OneTouch® UltraMini® (Johnson & Johnson®), sendo os valores de glicemias posteriormente

transmitidos por meio do software OneTouch Zoom* Pro® (exibidos por SnapShot).

6.13. Andlise estatistica

As variaveis quantitativas foram analisadas como média, desvio padrdo (M + DP) e
intervalo de confianca (IC). Variaveis qualitativas foram descritas como frequéncia (%).

O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparagdo entre grupos antes e ap0s
intervencdo e Wilcoxon para andlise do efeito da intervencdo em cada grupo.

O coeficiente de correlagdo de Spearman e a analise de regressdo linear foram
utilizados para descrever a relacdo entre as variaveis clinicas, laboratoriais e antropometricas.

A analise de variancia (ANOVA de repetidas medidas) foi utilizada para comparar as
glicemias capilares entre grupos e a interacdo grupo versus tempo.

Todos os resultados foram obtidos por meio do programa de analise estatistica SPSS

versdo 17, considerando p<0,05.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

O manuscrito intitulado “Postprandial metabolic effects of fructose and glucose in
patients with type 1 diabetes: A randomized crossover clinical trial” sera submetido ao
periédico Nutrition® (ISSN: 0899-9007), cadastrado na base de dados da ELSEVIER®.

Nas péginas 56 a 81, apresentamos 0 manuscrito nas normas solicitadas pelo periddico
anteriormente mencionado. As tabelas suplementares (supplementary data) encontram-se nas
paginas 82 a 86.

O “CONSORT 2010 checklist” ¢ o “CONSORT 2010 Flow Diagram” (Schulz et al.,

2010), referentes ao manuscrito, podem ser observados nos anexos K e L, respectivamente.
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ABSTRACT PAGE

BACKGROUND & AIMS: To test the influence of oral fructose tolerance test (OGTT) and
oral glucose tolerance test (OGTT) in the blood glucose, glucagon, triglycerides, uricaemia,
and malondialdehyde in the postprandial state levels in patients with type 1 diabetes.
METHODS: The study was a simple-blind, randomized, two-way crossover design in which
sixteen patients with type 1 diabetes were randomly selected to receive OFTT and OGTT
(759 of fructose or glucose dissolved in 200mL of mineral-water, respectively) in two
separate study days, with 2-7 week washout period. In each study day, venous blood samples
were drawn after 8h fasting and at 180min postprandial to obtain results of the glucose,
glucagon, triglycerides, uric acid, lactate, and malondialdehyde levels. Statistical analyzes
were performed in SPSS software with significance level of 5%. RESULTS: Although the
OGTT present lower dilution than OFTT (p<0.01), both sugars had similar sweetness, flavor
and aftertaste characteristics. OFTT resulted in lower postprandial blood glucose levels than
OGTT (4.445.,5 mmol/L; and 12.9+4.1 mmol/L, respectively; p<0.01). Uric acid levels
increased after OFTT (0.4+0.8 umol/L; p<0.01) and reduced after OGTT (-0.2+0.1 pmol/L;
p<0.01). The malondialdehyde levels increase after OFTT (1.4+1.6 umol/L; p<0.01) and did
not change after OGTT (-0.2£1.6 pmol/L; p=0.40). Other variables did not change.
CONCLUSIONS: The OFTT resulted in lower blood glucose levels than OGTT in patients
with type 1 diabetes, but increased uric acid and malondialdehyde levels. OFTT and OGTT
had similar sweetness, flavor and aftertaste characteristics and did not changes triglycerides,

lactate or glucagon levels. ClinicalTrials.gov registration: NCT01713023.

KEY-WORDS: type 1 diabetes; fructose; glucose; malondialdehyde; uricaemia.
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MANUSCRIPT TEXT

INTRODUCTION

Sweetness is considered one of the most powerful determinants of food consumption
(1). Among sugars, fructose has raised interest because it results in lower postprandial glucose
concentrations than the ingestion of isocaloric amounts of other carbohydrates. Therefore,
fructose used as a sweetening agent in the diet of patients with diabetes may have a definite
advantage (2). Nevertheless, fructose has potentially harmful effects on other aspects of
metabolism such as weight gain, cardiovascular diseases, and gout (3,4). Thus, the effects of
fructose intake on diabetes complications have to be studied.

Previous studies that included patients with type 1 diabetes have examined the effect
of this sugar given as part of a meal or as part of the sucrose molecule (2). The combination of
the fructose and glucose produced a synergistic increase in glycogen accumulation in
hepatocytes, while, when the fructose is given alone contribute to increase triglycerides,
lactate, pyruvate, and oxidative stress levels (3,4).

In the absence of an international consensus on what is adequate or excessive fructose
intake, we conducted a simple-blind, randomized, two-way crossover study to examine the
postprandial influences of an oral fructose and glucose tolerance test in the blood glucose,

triglycerides, uricaemia, and malondialdehyde levels in patients with type 1 diabetes.
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PARTICIPANTS AND METHODS
Subjects

Patients with type 1 diabetes were recruited through poster advertisements or invited
during routine medical appointment at the Clementino Fraga Filho University Hospital, Brazil
(between October 2013 and December 2015) by an author.

All volunteers were diagnosed with type 1 diabetes according to the American
Diabetes Association criteria (5), and used the subcutaneous infusion system insulin or
multiple insulin injections with long-acting insulin analogues (glargine or detemir) combined
with a short-acting analogs (aspart, lispro or glulisina).

Exclusion criteria were hypertension, renal or hepatic impairment, rheumatologic
disease, evidence of diabetic complications, delayed gastric emptying or gastroparesis
symptoms, use of antibiotics or anti-inflammatory drugs or antidiabetic medications,
smoking, alcoholism, visual difficulty, and parental history of other types of diabetes. Patients
with disease duration less than three years were also excluded.

The sample size and selection by convenience. All participants signed an informed
consent, and the study was approved by the Ethical Committee (Institutional Review Board,

protocol 151/11) and was registered at ClinicalTrial.gov (NCT 01713023).

Study design

The study was a simple-blind, randomized, two-way crossover design in which sixteen
patients with type 1 diabetes were randomly selected to receive either oral glucose tolerance
test (OGTT) or fructose (OFTT) in two separate oral sugar tolerance test solution, with 2-7
weeks washout period.

One day before each study day, the researcher contacted the patient to ask about
events that could influence the results (e.g. infection, flu, fever, hypoglycemia) or if they
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reported significant deviations from their usual life patterns. The test was rescheduled in those
situations. They were also instructed to refrain from alcohol consumption and any unusual
exercise and activity 24h before.

Each participant used the usual long-acting insulin analogues dosages or maintained
basal insulin dosing by subcutaneous infusion system. However, we suspended the short-
acting analogs or the bolus dosage by subcutaneous infusion system in the morning on each
test day.

On each study day, the patient arrived at the Clementino Fraga Filho University
Hospital at 7-8h A.M. after 8h overnight fast. Upon arrival, anthropometric variables,
capillary blood glucose (CBG) and venous blood glucose samples were collected.

The order of the OGTT and OFTT was randomly assigned to the patient. They were
instructed to drink it within three min and then complete questionnaires assessing the
sweetness and palatability of the solution (6). CBG were collected at 30, 90, 120, and 180min
after consumption of the solutions. The second venous blood sample was drawn 180min after
the volunteer received the test solution.

At the end of each day, the volunteers received a dose of the short-acting analogs,
considering the postprandial capillary blood glucose, insulin sensitivity and the amount of

carbohydrate in the snack that was offered.

Oral fructose and glucose tolerance test solutions and assessment of sweetness and
palatability

OFTT and OGTT were composed by 75g of white crystalline powder of fructose
(Lowcucar, LightSweet, Brazil) or white crystalline powder dextrose (Glutol, Laborclin,

Brazil) dissolved in 200 mL of mineral-water at ambient temperatures (21-25°C or 73-77°F).

63



92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

To quantify the sweetness and palatability of OFTT and OGTT, we used the

questionnaire described by Crapo et al (6).

Dietary intake and physical activity assessments

Before starting the intervention, patients filled in a 3-day (2 weekdays and 1 weekend
day) food record. During those three days, all foods and drinks consumed had to be
documented to allow quantitative estimation of dietary intake. Data were then entered into the
DietPr6 5.5i nutrition software (version 2010, Brazil) to convert the amount of food eaten into
individual nutrients and the mean daily energy and nutrient intake for each patient was
calculated. The 3-day energy and nutrient intakes were averaged to obtain a mean daily
energy and nutrient intake for each patient.

The short-form of the international physical activity questionnaire was used to acess

the regular physical activity (7).

Capillary blood glucose assessments

In each study day, CBG were measured by fingerpick with the use of a glucometer
(Accu-Chek Active; Roche Diagnostics, Brazil). The same glucometer was used for the same
patients for all two examination-day. The CBG samples were obtained at baseline and 30, 90,

120, 180min after consumption of each OGTT and OFTT.

Anthropometric measurements

Body mass index (BMI) was calculated as body weight in kilograms divided by the
square of height in meters (8). Waist circumference was determined as the average of two
measurements calculated to the nearest 0.1 cm midway between the lower rib margin and the

iliac crest after a normal expiration (9).
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Body composition was measured by tetrapolar bioelectrical impedance (Bioimpedance

Analyzer 450, Biodynamics Corporation. Shoreline, WA, USA) (10).

Laboratory analysis

Screening blood tests performed at baseline included glycosylated haemoglobin
(HbA1c), glucagon, fructosamine, creatinine, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), and cholesterol profile.

Glucose, triglycerides, glucagon, uric acid, lactate, and malondialdehyde levels were
measured at baseline and 180min after the intake of the OGTT and OFTT.

HbAlc was measured by the high-performance liquid chromatography (Variant II;
Bio-Rad Laboratories®, USA). Fructosamine was measured by enzymatic colorimetric
method (Roche Diagnostics®, UK).

Glucose, total cholesterol, HDL, and triglycerides were measured by an enzymatic
colorimetric method (Labtest Diagnostic®, Brazil). LDL was calculated (11).

AST and ALT were determined using the ultraviolet kinetic method (Labtest
Diagnostic®, Brazil).

Serum creatinine was measured by a direct colorimetric method (Labtest Diagnostic®,
Brazil) to calculate creatinine clearance by using the Cockcroft-Gault formula (12).

Uric acid and lactate were measured by kinetic enzymatic method, with kits from
Labtest Diagnostic® (Brazil) and Roche Diagnostics® (UK), respectively.

Glucagon and malondialdehyde levels were determined using the enzyme-linked
immunosorbent assay (Life Science Inc®, USA). Malondialdehyde limit of detection ranged

between 40-130 ng/L.
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Statistical analysis

Statistical analyses were performed in SPSS software (version 17.0; SPSS Inc,
Chicago, IL, USA). A p-value <0.05 was considered statistically significant.

Qualitative variables were described as frequency, whereas quantitative variables were
described as the mean + standard deviations (SD) and 95% CI.

The Mann-Whitney test was used for between-group comparison and the Wilcoxon
test was used to compare the effects of tests in each group. Spearman correlation and linear
regression were used to evaluate laboratory analysis interaction with anthropometric
variables.

Time course of CBG were analyzed with repeated measures analysis of variance two-

way ANOVA.

RESULTS
Characteristics of the study group at baseline

Sixteen patients with type 1 diabetes (7 men) were evaluated, with a mean age of
25.248.8 years (range, 18-54), a mean duration of disease of 14.8+4.7 years (range, 7-27),
and a mean BMI of 24.7+3.6 kg/m? (range, 17.6-30.3) (Table 1). All were in a basal-bolus
plan, with 12 using multiple daily injections and 4 with a subcutaneous infusion system
(details in the supplementary table 1).

The baseline characteristics of the study group were measured at the first study day.
However, when the washout period exceeds fifteen days (7 patients), the baseline
characteristics were revalued on the second study day. As results, baseline characteristics did

not change during the washout period (details in the supplementary table 2).
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Although the mean HbA1c values was slightly above target (<7%), the others routine
tests were mostly within the treatment goals set by the American Diabetes Association (13)
(table 1).

Patients presented an usual normoproteic, normoglycidic, hyperlipidic diet and an
adequate fiber intake (13, 14) (details in the supplementary table 3). In addition, most patients
were classified as active (details in the supplementary table 4).

Regular physical activity, and usual dietary intake did not change during the washout

period.

Sweetness and palatability characteristics of solutions

Both solutions were well tolerated by all 16 patients with type 1 diabetes.

Solutions had similar sweetness, flavor and aftertaste characteristics. However, OGTT
presented a lower dilution rate, while OFTT were readily diluted to homogeneous solutions (p

<0.01) (Table 2).

Effects of oral fructose and glucose tolerance test solutions in the capillary blood glucose
Table 3 shows the CBG concentrations over time after drinking the OGTT and OFTT.
Baseline CBG before intake the solutions were almost identical (p=0.23).

The maximum difference in CBG concentrations between the baseline and after the
administration of the solutions were 13.4+4.6 mmol/L at 120min for OFTT, and 19.2+4.6

mmol/L at 180 minutes for OGTT. Two-factor repeated-measures ANOVA revealed a

difference over time after the solutions (F=567.90; p<0.01).
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Postprandial changes in laboratory tests

The influences of the test solutions in the laboratory tests are presented in Table 4.

At baseline, some patients presented hypoglycemic episodes (glucose <3.8mmol/L) on
OFTT (n=3; 18.7%) and OGTT (n=1; 6.2%). Hyperglycemic episodes (=9.99mmol/L) also
occurred before the OFTT (n=5; 31.2%) and OGTT (n=1; 6.25%).

Both solutions increased the postprandial plasma glucose levels (p<0.01). However,
OGTT resulted in greater postprandial glycaemia when compared to OFTT (4.4+5.5mmol/L
and 12.9+4.1mmol/L, for OFTT and OGTT, respectively) (p<0.01).

Serum uric acid levels increased after OFTT (0.4+£0.8 umol/L; p<0.01), but reduced
after OGTT (-0.2+0.1 pmol/L; p<0.01). The difference between postprandial and baseline
values (delta) of uric acid also showed differences between solutions (p<0.01).

OFTT did not change glucagon (13.0+43.7 ng/L; p=0.10), or triglycerides levels
(0.2+£0.6 mmol/L; p=0.32). In contrast, after OGTT there was a reduction in glucagon levels (-
11.0+34.0 pg/mL; p=0.43) and there was a trend for a decrease in triglycerides levels (-
0.2+1.4 mmol/L; p=0.05). Lactate levels did not change after OFTT (0.1+0.5 mmol/L;
p=0.21) or OGTT (-0.1£0.3mmol/L; p=0.07).

The baseline malondialdehyde values were higher before the OGTT than OFTT
(11.1+£1.9 pmol/L; and 10.0+2.0 upmol/L; p<0.01, respectively). We observed that the
variation between postprandial and baseline values showed that the OGTT did not result in
malondialdehyde elevation (-0.2+1.6 pmol/L; p=0.40). In addition, at baseline, the difference
between tests showed that OFTT increased the malondialdehyde levels (1.4+1.6 pmol/L;
p<0.01). Comparing the variations before and after OFTT and OGTT also showed differences
between solutions (p<0.01), confirming the increase in malondialdehyde levels after OFTT.

The relative contributions of baseline characteristic differences between patients were
assessed by linear regression and Spearman correlation. The time of diagnosis and HbAlc
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levels were not associated with laboratory variables (p>0.05). BMI (p=0.38; r=0.38; p=0.03),
body fat (r=0.37; p=0.38; p=0.03), and waist circumference (r=0.43; p=0.38, p=0.02) as

independently associated with lactate levels (details in the supplementary table 5).

DISCUSSION

In this study we showed that OFTT resulted in lower blood glucose levels than OGTT
in patients with type 1 diabetes, but increased uric acid and malondialdehyde levels. This was
the first clinical trial that assessed the influences of monosaccharides in malondialdehyde
levels in patients with type 1 diabetes, which is a potential biomarker for oxidative stress.
Oxidative stress is considered a factor contributing to the determination of chronic diabetic
complications, such as noenzymatic glycation of proteins, lipid peroxidation, cardiovascular
diseases, hyperuricemia, and gout (15).

The smaller rise in plasma glucose levels with the OFTT than with the OGTT, shown
in this analysis was expected and consistent with other studies (2, 16). There are only a few
clinical trials that assessed the effect of glucose and fructose intake in metabolic control on
patients with type 1 diabetes. These studies quantified the plasma glucose responses for
different foods into a "glycemic index". The “glycemic index” was defined as the increase in
plasma glucose area from zero to 120min after ingestion of 50g of available carbohydrate
from a test food compared with 50g of carbohydrate from a reference food (white bread or
glucose). For fructose, a particularly “low glycemic index” was described, with a smaller
postprandial increase in plasma glucose than with other carbohydrates (17).

This response is similar in both type 1 and type 2 diabetic patients (18). Even though
fructose and glucose have similar caloric content, they have different response on the

carbohydrate metabolism. This should be partially explained by fructose clearance by the liver
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in an insulin independent manner as well as the activation of different pathways than other
carbohydrates (3).

There has been some concern over the possibility of fructose induced
hypertriglyceridemia and this question is particularly relevant regarding patients with
diabetes, in which hypertriglyceridemia is the most common lipid abnormality (2, 3). Fructose
is metabolized in the liver by phosphorylation on the 1-position, a process that bypasses the
rate-limiting phosphofructokinase step. Thus, hepatic metabolism of fructose favors
lipogenesis, and may change circulating lipids (3).

High levels of fructose are converted to acetyl-CoA in the liver in a non-regulated
manner, increasing the de novo lipogenesis, which facilitates the triglycerides production.
Most of the studies evaluated its long term use (from 2-4 weeks) of fructose in
overweight/obese patients with type 2 diabetes. These studies found a significant increase of
the triglycerides levels, some with different responses according to gender, age and amount of
fructose ingested (19, 20). On the other hand, in our study, the acute effect of one single large
load of fructose did not raise triglycerides levels. Fructose might have had a lower effect on
the lipid metabolism in our patients because they were young and the majority was eutrophic,
without features of insulin resistance. In addition, the fact that it was an acute exposure to
fructose instead of chronic intake could also have influenced the results.

We found no changes in glucagon levels after solutions, and no other studies evaluated
glucagon levels in type 1 diabetic patients after a fructose overload.

The current study found a reduction in uric acid levels after OGTT and an elevation
after OFTT. No other studies assessed the effect of oral glucose solutions in uricaemia of
patients with type 1 diabetes. However, previous studies in healthy individuals (21) and in
patients with type 2 diabetes (22) also demonstrated an increase in uric acid levels after

fructose intake and a decrease after glucose intake. It is probable that the same mechanism
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observed in healthy individuals may explain the effects of glucose in uric acid levels observed
in our study. As no change in uric acid excretion was seen unless glycosuria was present, we
hypothesize that hyperglycemia with glycosuria reflected an increase in the renal excretion of
urates, leading to lower uric acid levels (23). Although we did not find any significant
correlation between plasma glucose levels and uric acid, it is a consensus that glycosuria
occurs when the blood glucose concentration is greater than 9.99mmol/L (24).

In contrast to OGTT, we verified an increase of the uric acid, and malondialdehyde
levels after OFTT. This probably occurs because the one key difference between fructose and
glucose is in the initial carbohydrate metabolism. Fructose is metabolized in the liver by
fructokinase, which uses ATP to phosphorylate fructose to fructose-1-phosphate. Unlike
hexokinases, which phosphorylate glucose and have a negative feedback system to prevent
excessive phosphorylation, fructokinase phosphorylates fructose as rapidly as it can, and this
commonly leads to intracellular phosphate depletion. Lower intracellular phosphate levels
result in the activation of AMP deaminase, which converts the AMP to inosine
monophosphate, and subsequently in hypoxanthine. The enzyme xanthine oxidase catalyzes
the oxidation of hypoxanthine to xanthine and then to uric acid, which plays a crucial role in
oxidative stress because the action of xanthine oxidase produces superoxide radicals that are
derived from reactive oxygen species (25). However, uric acid may contribute to more than
50% of the antioxidant capacity of the blood, and it also has a direct effect on the inhibition of
free radicals such as peroxynitrite radical and peroxyl (26).

Patients with type 1 diabetes demonstrate an increased susceptibility to oxidative
stress and decreased antioxidant defense because the glucose variability produce an increase
lipid peroxidation in cells (27). Malondialdehyde has been found to be an important marker of
lipid peroxidation responsible for the oxidative stress and its levels have been found increased

in patients with type 1 diabetes (28). Given the importance of oxidative stress in the
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development of complications in diabetes, the role of fructose intake induces the activity of
xanthine oxidase may have clinical relevance because this enzyme has been involved in the
pathogenesis of oxidative stress and several diabetes complications (29).

Our patients reported that fructose was readily diluted to homogeneous solutions. In
addition, both sugar solutions had similar sweetness, flavor and aftertaste characteristics.
Although authors suggested that the fructose is more soluble in water, and more sweeteners
than glucose (2-4), the perceived intensity for sugar taste perception differs across individuals,
based on their prior experience, age, gender, genetic taste, and diseases (30). Two studies (31,
32) also showed that the taste sensation was reduced in type 1 diabetics, and the decreased
taste acuity may be an important factor in the perception of sweet taste.

Our study has limitations. First, because the stringent eligibility criteria required for
participation in our crossover study, the limited sample size and selection for convenience.
Thus, the results could not represent what would happen with the entire population of patients
with type 1 diabetes (33). Second limitation, we did not evaluate the post challenge glycosuria
in patients studied, and the test could explain an increasing renal excretion of uric acid with
consequent reduction of serum uric acid levels (23, 25). Like third limitation, we have the
time of type 1 diabetes diagnosis, HbAlc levels, BMI, body fat, and waist circumference
widely between patients. However, the correlation coefficients were low to moderate (34).
The fourth limitation included the hypo- and hyperglycemic episodes at baseline. Although
the fasting glucose was not adequate at baseline, the crossover study design reduced the
influence of confounding covariates because each crossover patient serves as his or her own
control (35). Last limitation was that we included only an acute evaluation of the effect of
glucose and fructose in metabolic variables and a long-term follow-up would also be

important to determine the benefits and the risks of fructose in patients with type 1 diabetes.
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CONCLUSIONS

Considering that fructose intake elicits a lower blood glucose response than glucose
and that it did not induce an alteration of the triglycerides, lactate or glucagon levels, we
suggest that fructose may be used as a sweetening agent in the diet of type 1 diabetic patient
in small amounts. However, the intake of oral fructose tolerance test solution resulted in an
increased uric acid and malondialdehyde levels.

Further clinical studies will be needed to better understand the mechanisms,
specifically with regard to the uric acid and malondialdehyde metabolism and their potential
role in diabetic microvascular complications. In addition, other studies also will be are

required to determine the safe amount of these simple sugars for patients with type 1 diabetes.
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TABLES

Table 1 - Baseline characteristcs of the study group

Sex (female/male) 7/9

Age (years) 25.19+8.8 (18 —54)
Duration of type 1 diabetes (years) 14.88 + 4.73 (7 - 27)
BMI (kg/m?) 24.7 +3.66 (17.6 — 30.3)
Waist circumference (cm) 84.45 £ 8.24 (67.50 — 96.50)
Body fat (%) 24.05 + 6.03 (14.30 — 32.90)
Lean body mass (%) 73.05 £ 11.19 (49.10 — 85.70)
Total body water (L) 39.06 + 7.88 (28.90 — 51.00)
Glycosylated hemoglobin (%) 8.13+1.84 (5.50 — 12.00)
Fructosamine (mcmol/L) 391.94 + 87.36 (275.00 — 539.00)
Creatinine (umol/L) 67.18 £ 24.75 (26.52 — 114.92)
Creatinine clearance (mL/s) 3.37+£1.29 (1.72-6.37)
Total cholesterol (mmol/L) 4.26 £1.20 (2.79 - 6.41)
HDL (mmol/L) 1.39 +£0.46 (0.80 — 2.37)
LDL (mmol/L) 2.48+0.78 (1.26 — 3.92)
Aspartate aminotransferase (units/L) 22.78 + 8.65 (9.00 — 40.00)
Alanine aminotransferase (units/L) 16.47 £5.58 (10.00 — 31.00)
Basal insulin dose (units/kg/d) 0.52+0.22 (0.25-1.13)
Total insulin dose (units/kg/d) 0.95+0.33(0.47 - 1.75)

Data are means * standard deviations (95% CI).



Table 2 - Sweetness and palatability characteristics of OFTT and OGTT

OFTT OGTT p-value*
Sweetness 0.85+0.92 (0.00 — 3.00) 1.03 + 1.10 (0.00 — 3.00) 0.78
Flavor 6.23 £ 2.30 (2.70 — 10.00) 5.48 +2.89 (0.80 — 9.70) 0.41
Dilution 8.93 + 1.79 (3.20 — 10.00) 5.20 + 2.49 (2.10 — 9.80) <0.01
Aftertaste 3.18 +2.96 (0.00 — 9.90) 3.45+2.64 (0.00 — 7.90) 0.61

Data are means + standard deviations (95% CI)

*p-values were derived by Mann-Whitney test.
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Table 3 - Capillary blood glucose concentrations (mmol/L) at baseline and over time the OFTT and OGTT

Time after intake (minutes)

Baseline p-valueT
30 90 120 180
OFTT 8.16 + 3.00 10.01 + 3.47 12.68 +£4.30 13.44 £ 461 12.37 £5.30 <001
(2.55-11.98) (3.99-1553)  (3.32-19.20)  (3.49-19.36) (3.32-25.19)
OGTT 6.88 + 3.07 12.49 £ 6.00 21.11+341 17.45+4.00 19.22 £ 4.60 0.01
(3.38-12.54)  (6.10-31.19) (15.59-27.41) (14.85-22.75)  (8.82-—27.80)
p-value* 0.23 0.37 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

*p-values were derived by Mann-Whitney test.

Tp—values were analyzed with repeated measures analysis of variance two-way ANOVA.
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Table 4 - Effects of OFTT and OFTT on baseline (T,) and postprandial (T ) laboratory tests

OFTT OGTT ) s
- - . . - _ p-value! p-value
Levels A p-value’ Levels A p-value’
Glucose (mmol/L) 7.97 £3.29 6.70 = 3.05 0.95
To (1.94 — 13.04) 4.48 +557 (3.38—11.93) 12.98 + 4.16 '
001 —— - <0.01 <0.01
Glucose (mmol/L) 12.47 £5.69 (-2.71-20.70) 19.65 +5.22 (4.38 - 19.75) <00l
Tgo (3.05 — 24.64) (6.32 —28.91) '
Triglycerides (mmol/L) 3.56 £1.62 3.85+1.70 0.54
To (1.60 — 7.54) 0.20 + 0.66 (1.60 - 6.77) -0.24 +1.45 '
_ . 032 0.20 0.07
Triglycerides (mmol/L) 3.77+1.94 (-0.61-1.94) 3.60+2.17 (-3.44-3.21) 0.65
Tiso (1.83 - 9.49) (0.77 - 8.10) '
Lactate (mmol/L) 117 £0.54 1.14+0.34 0.95
To (0.34 — 2.24) 0.13+0.58 (0.62—1.77) -0.14 +0.39 '
021 — 0.07 0.05
Lactate (mmol/L) 1.30 £ 0.69 (-1.06 — 1.03) 0.99 +£0.35 (-0.72-0.92) 0.16
Tigo (0.36 — 2.96) (0.57-1.87) '
Glucagon (ng/L) 126.93 + 64.21 131.46 + 35.73 0.5
To (23.45-269.54)  13.04 +43.76 010 (65.10 —194.05)  -11.06 + 34.04 0.43 ' 010
Glucagon (ng/L) 139.98 £53.12  (-83.00 — 119.64) ' 120.40 £ 34.22  (-72.69 —40.36) ' 0.20 '
Tigo (50.43 — 229.77) (49.13 - 171.42) '
Uric acid (umol/L) 3.48 £2.17 2.90+£0.85 0.66
To (1.70 — 10.90) 0.44 +0.84 (1,50 — 4,30) -0.23 +0.16 '
- - 001 — - 0.01 <0.01
Uric Acid (umol/L) 3.93+2.93 (-0.60 — 3.20) 2.66+0.82 (-0.50 — 0.00) 0.07
Tigo (1.70 — 14.10) (1.50 — 3.80) '
Malondialdehyde (umol/L) 10.06 = 2.06 11.78 +1.71 0.03
To (6.55 - 12.86) 1.40+1.60 (8.22-14.02) -0.27 £ 1.60 '
- <001 ———— 0.40 <0.01
Malondialdehyde (umol/L) 1146 £1.72 (-0.76 — 4.73) 11.50 £ 1.30 (-2.70 — 2.60) 0.82
Tigo (8.55— 14.79) (9.58 — 13.91) '

“Means =+ standard deviations (95% CI).

Delta (A): measured as the difference between postprandial and baseline values after each solution.

Tp-values were derived by analysis of covariance with basal and postprandial values after each solution (Wilcoxon signed rank test).
*p-values were derived by Mann-Whitney test to compare basal and postprandial values between the OFTT and OGTT.
Sp-values were derived by Mann-Whitney test to compare the difference of delta (A) between postprandial (T1g0) and baseline (To) values between the OFTT and OGTT.
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary table 1 - Basal/bolus insulin therapy of the study group

Basal/bolus insulin therapy Short-acting insulin analog (%) (n)

Subcutaneous infusion system Aspart 50 2

25% (n=4) Lispro 25 1
Glulisina 25 1

Multiple daily injections Long-acting insulin analogue

75% (n=12) Glargine 100 12
Detemir 0 0
Short-acting insulin analog
Aspart 16.7 2
Lispro 41.7 5
Glulisina 41.7 5
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Supplementary table 2- Baseline characteristics of the study group on the first and second day study

*

1% day 2" day p-value’ A

BMI (kg/m?) 24.23 +3.42 (17.6 — 30.3) 24.77 + 3.45 (17.6 — 29.8) 0.91 2.12 +7.29 (0.00 — 29.30)
Waist circumference (cm) 84.32 + 8.63 (67.50 — 96.50) 85.25 +8.18 (67.50 — 96.50) 0.75 0.62 + 29.62 (-76.00 — 86.00)
Body fat (%) 24.76 + 6.37 (14.30 — 32.90) 25.09 + 6.32 (18.70 — 30.00) 0.69 1.91 + 6.53 (0.00 — 26.30)
Lean body mass (%) 74.95 + 6.86 (50.20 — 82.80) 73.64 + 6.78 (49.10 — 85.70) 0.85 4.22 +18.50 (-1.90 — 73.70)
Total body water (L) 39.88 + 6.32 (28.90 — 47.00) 42.12 + 6.18 (22.70 — 51.00) 0.47 3.39 + 14.27 (-2.30 — 56.90)
Glycosylated hemoglobin (%) 8.70 £ 1.07 (6.48 — 12.00) 7.38+1.11 (5.50 — 12.00) 0.06 0.56 £2.13 (-1.10 — 6.40)
Fructosamine (mcmol/L) 349.87 £ 46.51 (289.00 — 527.00) 347.80 £ 43.85 (275.00 — 539.00) 0.68 -3.50 £ 13.85 (-42.00 — 20.00)
Creatinine (umol/L) 58.34 + 22.10 (27.44 — 114.92) 67.11 + 20.33 (26.52 — 101.04) 0.68 0.01 + 011 (-22.1 — 17.68)
Creatinine clearance (mL/s) 3.42+1.22 (1.79—-6.37) 3.24+£1.35(1.72-6.21) 0.84 -6.77 £ 42.51 (-1.66 — 1.58)
Total cholesterol (mmol/L) 411 +1.50 (2.79 - 5.47) 435+ 1.59 (3.49 — 6.41) 0.80 3.62 +10.88 (-0.38 — 0.82)
HDL (mmol/L) 1.61+ 0.49 (0.84 —2.37) 1.07 + 0.58 (0.80 — 1.37) 0.33 0.31 +3.64 (-0.15 — 0.23)
LDL (mmol/L) 2.96 + 0.44 (1.47 — 3.92) 2.33+1.27 (1.26 — 2.97) 0.40 3.04 + 9.50 (-0.32 - 0.78)
Aspartate aminotransferase (units/L) 20.31 £ 6.74 (14.00 — 40.00) 20.19 + 6.48 (9.00 — 27.00) 0.71 -0.31 + 2.02 (-5.00 — 4.00)
Alanine aminotransferase (units/L) 16.00 + 8.13 (10.00 — 18.00) 15.19 + 8.55 (17.00 — 31.00) 0.27 -2.06 + 5.55 (-20.00 — 5.00)

Legend: BMI, body mass index.

Means * standard deviations (95% CI).

ip-values were derived by Mann-Whitney test to compare first and second day.

*A (delta): measured as the difference between second and first day, when the washout period exceed 15 days.
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Supplementary table 3 - Regular physical activity of the study group

Classification Total Female Male

(%) (n) (%) (n) (%) (n)
Sedentary 0 0 0 0 0 0
Insufficiently active A 6.30 1 14.3 1 0 0
Insufficiently active B 31.30 5 14.3 1 44.4 4
Active 18.80 3 14.3 1 22.2 2
Very active 43.8 7 57.1 4 33.3 3
TOTAL 100 16 100 7 100 9
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Supplementary table 4 - Usual dietary intake of the study group

TEI (kcal)

Carbohydrate (% TEI)
Protein (% TEI)

Fat (% TEI)

Saturated fatty acids (% TEI)

1,959.63 + 706.22 (803.98 — 4,416.95)
48.19 + 08.43 (33.00 — 65.68)
19.87 £ 6.02 (9.38 — 33.10)
32.34 +7.55 (13.61 — 48.02)
8.13+3.68 (2.17 - 21.18)

Polyunsaturated fatty acids (% TEI) 7.27 £ 3.26 (2.09 — 15.81)
Monounsaturated fatty acids (% TEI) 10.07 £ 6.08 (2.12 — 33.79)
Fiber (g) 28.92 £ 17.73 (6.06 — 67.99)

Legend: TEI, total energy intake.

Data are means * standard deviations (95% CI)
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Supplementary table 5 - Regression coefficients between variables of interest and the difference of delta (A) between postprandial (Tg0) and baseline (T,) values between the
OGTT and OFTT

Glucose (A) Triglycerides (A) Lactate (A) Glucagon (A) Uric acid (A) Malondialdehyde (A)
R p R P R p R p R p R p
Duration of disease (years) 0.09 0.19 0.12 0.01 0.17 0.13 0.09 0.19 0.04 -0.13 0.32 0.32
BMI (kg/m?) 0.10 -0.13 0.15 -0.18 0.15° 0.38' 0.27 -0.19 0.31 0.32 0.34 -0.30
Waist circumference (cm) 0.11 0.44 0.03 0.73 0.43" 0.24" 0.16 0.24 0.12 0.11 0.32 0.70
Body fat (%) 0.11 0.12 0.27 0.05 0.37 0.38" 0.06 <0.01 0.28 -0.06 0.15 -0.14
Glycosylated hemoglobin (%) 0.30 0.09 0.02 0.61 0.28 0.29 0.07 0.90 0.12 0.44 0.20 0.56

Legend: BMI, body mass index.
R, regression coefficient
p, Spearman correlation coefficient.

“p-value=0.03; ®p-value<0.01.
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8. NOTAS METODOLOGICAS

Além dos resultados descritos no manuscrito “Postprandial metabolic effects of
fructose and glucose in patients with type 1 diabetes: A randomized crossover clinical trial”,

é relevante salientar outras informacdes sobre os participantes do estudo:

8.1. Descricao da ingestao dietética habitual dos participantes

De acordo com as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2015),
cinco (31,25%) voluntarios apresentaram dieta normocaldrica, um (n=1; 6,25%) consumiu
dieta hipercaldrica e dez (62,50%) ingeriram dieta hipocaldrica.

Conforme descrito na tabela suplementar “Supplementary table 4 — Usual dietary
intake of the study group” (pagina 85), a maioria (n=10; 62,5%) dos voluntarios apresentou
ingestdo normoproteica, normoglicidica e hiperlipidica. Observando individualmente, dois
(12,5%) apresentaram ingestao hiperglicidica, cinco (31,25%) consumiram dieta hiperproteica
e oito (50%) apresentaram ingestdo hiperlipidica. Seis (37,5%) individuos demonstraram
consumo de &cidos graxos saturados acima do preconizado, contudo, todos apresentaram
ingestdo de é&cidos graxos monoinsaturados e poliinsaturados dentro do percentual

recomendado. A ingestdo de fibras mostrou-se adequada por todos os participantes.

8.2. Andlise de varidveis que poderiam alterar o efeito das solucdes de frutose e glicose nas
variaveis avaliadas
Como descrito no manuscrito, algumas varidveis de caracterizacdo apresentaram
elevado desvio padrdo e IC, demonstrando variabilidade entre os voluntarios que participaram

do estudo.
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Apesar da média de IMC demonstrar que a maioria dos voluntarios pode ser
classificada como individuos eutréficos (24,7 + 3,66 kg/m? n= 8; 50%), o IC do IMC varia de
17,6 a 30,30 kg/m?, decorrentes de um (1) caso de magreza, seis casos de sobrepeso e um (1)
caso de obesidade (WHO, 1995).

Na classificacdo dos voluntarios quanto ao perimetro da cintura, trés mulheres e dois
homens apresentaram valores acima das recomendacdes de 80cm e 90cm, respectivamente
(Alberti et al., 2006). Apenas um (1) homem e trés mulheres apresentaram percentual de
massa gorda acima das recomendacdes de 14-25% e 23-32% para homens e mulheres
adultos, respectivamente (Lohman et al., 1991).

A tabela suplementar “Supplementary table 5 — Regression coefficients between
variables of interest and the difference of delta (4) between postprandial (T180) and baseline
(TO) values between the solutions” (pagina 86) apresenta as contribuicdes relativas das
variaveis de caracterizacdo na intervencao.

As concentracOes de lactato foram associadas positivamente ao IMC (p=0,38; r=0,03),
massa gorda (r=0,37 e p=0,38; r=0,03) e perimetro da cintura (r=0,43 e p=0,38; p=0,02),
enquanto que a idade foi associada positivamente aos triglicerideos.

A associacdo positiva da idade com as concentracdes de triglicerideos (r=0,52;
p<0,01) é decorrente do processo natural do envelhecimento. Esta alteracdo fisioldgica
promove mudangas anatémicas e funcionais no organismo, com repercursdes sobre a lipemia,
incluindo elevacdo das concentracOes de triglicerideos (Alexander et al., 2008). As mulheres
na pos-menopausa sdo mais susceptiveis a apresentarem alteragdes no metabolismo lipidico,
devido a privagdo estrogénica, que eleva as concentracbes de colesterol total, LDL e
triglicerideos (Pasquali et al., 1997). No entanto, nosso estudo incluiu apenas uma (1)

voluntaria menopausada. Ademais, os coeficientes de correlacdo foram fracos a moderados,
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considerando que quanto mais proximo de 1 for o valor absoluto do coeficiente, mais intensa
é a relacdo linear entre as duas variaveis (Taylor, 1990).

Do mesmo modo que os triglicerideos, ndo foram observadas diferencas entre solucgdes
guanto as concentracOes de lactato, ressaltando que o delineamento crossover do estudo fez
com que o efeito de caracteristicas fisicas do voluntario fosse reduzido (Colditz et al., 1989)

para comparar a influéncia de duas diferentes intervencdes/solucdes

8.3. Comparacdo do efeito das solucdes de glicose e frutose, estratificados por sexo

A amostra estudada foi constituida por maior percentual de individuos do sexo
masculino (n=9; 56,25%), comparado ao feminino (n=7; 43,75%).

Avaliando se o género poderia alterar o efeito da intervencdo, estratificamos os
resultados por sexo. A seguir (tabela 1) podemos observar que ndo houve diferenca entre
sexos, ndo diferindo dos resultados da tabela “Table 4 — Effects of oral fructose and glucose
tolerance test solutions on baseline (To) and postprandial (T1g) laboratory rests ” (pagina 81)

do manuscrito.
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Tabela 1 - Comparagdo das variaveis laboratoriais basais (T,) e pés-prandiais (T1g) entre as solugdes de glicose e frutose, por sexo dos pacientes com diabetes mellitus tipo 1.

SOLUCAO DE FRUTOSE

SOLUCAO DE GLICOSE

Sexo Variaveis — = T - — - I < p-valor® p-valor?
Concentragéo A p-valor'" p-valor® Concentracao A p-valor! p-valor
Glicemia (mmol/L) 7,57 + 3,66 7,00 + 3,16 074
T (1,94 — 12,55) 4,44 + 6,33 (3,38—-11,94) 11,44 + 4,00 '
Masculino ——— 0,01 <0,01 0,04
Glicemia (mmol/L) 12,00 + 6,00 (-0,11 - 20,72) 18,50 + 5,27 (-1,11-0,11) 001
T 3,61 24,66 8,00 - 27,38 '
1%0 . ( ) 0,56 ( ) 0,06
Glicemia (mmol/L) 8,50 + 2,83 6,94 + 1,61 037
. To (4,61 —13,05) 4,50 + 4,83 (3,50-11,94) 15,27 +3,00 '
Feminino _ 0,04 0,01 <0,01
Glicemia (mmol/L) 13,00 £ 5,66 (-2,72 -12,11) 22,27 +4,66 (12,55-19,77) <001
T1so (3,05 — 20,94) (16,05 — 28,94) ’
Triglicerideos (mmol/L) 3,16 £1,05 3,55+1,77 0.80
T (1,61 —4,72) -0,11 + 0,33 (1,61-6,77) -0,61+1,27 ’
Masculino —— 0,31 0,10 0,07
Triglicerideos (mmol/L) 3,05+ ,88 (-0,50 - 0,61) 2,94 +2,00 (-3,44 —-1,94) 0.34
T1so (1,83 -4,44) (0,77 - 8,00) '
———— 0,06 0,08
Triglicerideos (mmol/L) 4,00+2,11 4,00 + 1,66 0.89
. To (2,22 -7,55) 0,61+0,72 (200-6,66) 0,27 +1,38 ’
Feminino — 0,12 0,67 0,27
Triglicerideos (mmol/L) 4,61+ 255 (-0,61-1,94) 433+211 (-1,50 - 3,22) 074
Tigo (2,77 - 9,50) (2,11-8,11) ’

“Média + desvio padrao (intervalo de confianga de 95%). A (delta) = calculado como a diferenca entre os valores pés-prandiais e basais apds cada uma das solugdes.

I p-valor obtido pelo teste de Wilcoxon para comparacao entre os valores basais e p6s-prandiais de cada solugéo.

"p-valor obtido pelo teste de Wilcoxon para comparagéo entre sexo dos valores basais e pés-prandiais de cada solugéo.

Sp-valor obtido pelo teste de Mann-Whitney para comparacéo dos momentos basais e pés-prandiais entre as soluges de glicose e frutose.

ip-valor obtido pelo teste de Mann-Whitney para comparacio das variagdes (A = delta) entre grupos.
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Tabela 1 - Comparagdo das variaveis laboratoriais basais (T,) e pés-prandiais (T1g) entre as solugdes de glicose e frutose, por sexo dos pacientes com diabetes mellitus tipo 1

(continuacao).

SOLUGCAO DE FRUTOSE

SOLUCAO DE GLICOSE

Sexo Variaveis . - . - p-valor® p-valort
Concentracao A p-valorl  p-valor®  Concentragéo A p-valor! p-valor®
Lactato (mmol/L) 1.22+0.24 1,16 £ 0,26 0.68
T (0.44 —2.14) 0,05 % 0,22 (0,87 —0,98) -0,05 £ 0,22 ’
Masculino 0,31 0,09 - 008
Lactato (mmol/L) 1.29 +0.59 (-0,50 —0,96) 8,92 + 4,08 (-0,33-0,44) 0.90
T 0.46 —2.96 5,20 — 16,90 ’
180 ( ) 0,06 ( ) 0,56
Lactato (mmol/L) 0,61+0,16 0,61+0,16 0.89
- To (033 —1,00) 0,27 +0,16 (0,38 - 0,88) -0,11+0,16 ’
Feminino 0,07 0,12 - 007
Lactato (mmol/L) 0,88 + 0,33 (0,05 -0,50) 0,50 + 0,02 (-0,33-0,11) 0.09
T1so (0,38 -1,44) (0,44 - 0,55) ’
Glucagon (ng/L) 120,56 + 82,60 123,43 £ 39,57 067
T (23,45 - 269,54)  -4,22+ 37,50 (65,10 — 194,05)  -5,59 + 33,57 ’
Masculino 0,77 0,88 - 075
Glucagon (ng/L) 116,33 +52,32 (-83,00 — 35,95) 117,84 41,17  (-72,69 — 40,36) Lo
T 10 (50,43 — 188,54) 0.36 (49,13 - 171,42) 0.05 '
Glucagon (ng/L) 133,99 + 47,28 ’ 139,05 + 34,50 ’ 056
. To (80,97 —204,67) 29,33 + 48,41 (83,37 -192,53) -13,32 +37,49 ’
Feminino 0,09 0,49 —— 01
Glucagon (ng/L) 163,38 +48,67  (-0,76 —4,73) 125,73 +29,36  (-68,32 — 27,26) 008
Tiso (93,66 — 229,77) (87,98 — 159,92) ’

“Média + desvio padrdo (intervalo de confianca de 95%). A (delta) = calculado como a diferenga entre os valores pos-prandiais e basais ap6s cada uma das solugdes.

I p-valor obtido pelo teste de Wilcoxon para comparagao entre os valores basais e pés-prandiais de cada solucéo.

"p-valor obtido pelo teste de Wilcoxon para comparagéo entre sexo dos valores basais e pés-prandiais de cada solugéo.
Sp-valor obtido pelo teste de Mann-Whitney para comparagdo dos momentos basais e pés-prandiais entre as solucdes de glicose e frutose.

*p-valor obtido pelo teste de Mann-Whitney para comparagio das variagdes (A = delta) entre grupos.
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Tabela 1 - Comparagdo das variaveis laboratoriais basais (T,) e pés-prandiais (T1g) entre as solugdes de glicose e frutose, por sexo dos pacientes com diabetes mellitus tipo 1

(continuacao).

SOLUCAO DE FRUTOSE

SOLUCAO DE GLICOSE

Sexo Variaveis . . . - p-valor® p-valor®
Concentracao A p-valorl  p-valor®  Concentragéo A p-valor! p-valor®
Acido urico (umol/L) 256,35 + 151,07 201,04 + 40,44 068
T (145,13 — 648,33) 40,44 + 61,26 (113,01 — 255,76) -13,08 + 9,51 '
Masculino —— 0,01 <0,01 <0,01
Acido drico (pmol/L) 296,80 + 126,69  (-571,00 — 184,38) 187.95 +35.68  (-29,74 —0,00) 0.03
T1so (109,44 — 832,71) 033 (107,06 — 226,02) 087 ’
Acido trico (umol/L) 143,94 + 54,72 ’ 123,71 + 22,00 ' 074
T (101,11 — 255,76) 8,32 + 24,98 (89,22 — 154,64) -14.27 + 10,11 ’
Feminino — 0.01 0,02 0,04
Acido Urico (umol/L) 152,82 £ 70,18 (-35,68 — 47,58) 109.44 £16.65 (-29,74 —0,00) 0.06
Tiso (101,11 — 303,34) (89.22 — 142,75) ’
Malondialdeido (umol/L) 31,25+ 6,45 38,22 £ 4,22 0.04
T (21,08 — 40,44) 4,70 + 4.,08 (0,09 — 1,65) 2,38 £5,40 '
Masculino — 0,02 0,26 0,02
Malondialdeido (umol/L) 35,96 £ 2,38 (-1,49 — 13,67) 35,80 £ 5,27 (-8,58 — 8,26) 0.52
T 33,07 - 40,60 30,46 — 44,23 ’
180 - _ ( ) 0,56 ( ) 0,42
Malondialdeido (umol/L) 31,70 + 6,96 36,50 + 7,18 0.0
T (0,76 — 1,49) 3,75+ 6,01 (26,13 —44,90) 0,44 + 4,96 ’
Feminino — 0,04 0.40 0,02
Malondialdeido (umol/L) 35,48 + 6,93 (-1,90 - 2,54) 36,94 + 2,79 (-4.38 — 7,95) 0.48
Tso (20,82 — 40,76) (34,08 — 42,10) ’

“Média + desvio padrio (intervalo de confianca de 95%). A (delta) = calculado como a diferenca entre os valores pos-prandiais e basais ap6s cada uma das solugées.

||p-valor obtido pelo teste de Wilcoxon para comparagdo entre os valores basais e pds-prandiais de cada solugdo.

| ] . - ~ . P . . ~
p-valor obtido pelo teste de Wilcoxon para comparagdo entre sexo dos valores basais e pds-prandiais de cada solugdo.

$p-valor obtido pelo teste de Mann-Whitney para comparagdo dos momentos basais e pés-prandiais entre as solugdes de glicose e frutose.

ip-valor obtido pelo teste de Mann-Whitney para comparagdo das variagdes (A = delta) entre grupos.

92



9. CONCLUSOES

e Ambas as solucGes elevaram a glicemia pds-prandial, porém, a solugdo de glicose promoveu
maior glicemia comparada a solugdo contendo frutose.

¢ As solucgdes ndo alteraram as concentracdes de glucagon e a trigliceridemia pos-prandial.

¢ As concentragcfes de acido Urico elevaram-se com a solucdo de frutose e reduziram apés a
ingestdo de glicose.

¢ A solucdo contendo frutose elevou as concentracfes de malondialdeido pds-prandiais.

e Apesar da solucdo de glicose apresentar menor diluicdo, as demais caracteristicas de

palatabilidade das solucdes de frutose e glicose foram semelhantes.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

¢ Considerando-se que a frutose promoveu menor glicemia pds-prandial comparada a glicose, e
ndo alterou as concentracfes de triglicerideos, sugere-se que a frutose poderia ser utilizada
como um agente edulcorante na dieta do paciente com DM1. Apesar de ter se mostrado
benéfica para algumas variaveis, salienta-se que houve efeito indesejavel sobre as
concentracdes de acido Urico e de malondialdeido, ainda que em grandes quantidades
ofertadas, ndo sendo possivel avaliar se quantidades inferiores também ocasionariam tal
efeito.

eS80 necessarios mais estudos clinicos para determinar a quantidade segura destes acucares
para pacientes com DM1, assim como para compreender o efeito pos-prandial da elevacéo do
acido urico e malondialdeido nas complica¢cBes microvasculares desta popula¢do. Também,
deve ser avaliada a ingestdo de glicose e frutose isoladamente e em associacdo (na forma de
sacarose) em médio e longo prazo a fim de confirmar os resultados obtidos no presente

estudo.
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11. SUGESTOES DE CONTINUIDADE DO ESTUDO

e Avaliar a influéncia pds-prandial de solugdes contendo menores quantidades de glicose e
frutose (30 ou 50g), observando se também sdo capazes de afetar as concentracdes de glicose,
acido urico e malondialdeido de pacientes com DM1;

e Analisar o efeito de solucdes contendo 50% de glicose + 50% de frutose (equivalente a
sacarose) e de 30% de glicose + 70% de frutose (equivalente ao xarope de milho rico em
frutose) nas variaveis de glicemia, triglicerideos, glucagon, &acido drico, lactato e
malondialdeido;

e Avaliar as varidveis contempladas no presente estudo em pacientes com DM2, observando
também a secrecdo enddgena de insulina. Os voluntarios selecionados devem ter menos de
dez anos do diagnostico de DM2 a fim de possuirem secrecdo residual de insulina e nédo
estarem utilizando antidiabéticos e/ou insulina exdgena. A pesquisa comprovaria se a frutose
estimula ou ndo a secrecdo de insulina, conforme descrito por autores (Curry et al., 1972;

Curry, 1989) e contra-argumentado por outros (Kyriazis et al., 2012; Seino et al., 2015).
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13. ANEXOS

A. Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Clementino Fraga Filho

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitirio Clementino Fraga Filho
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO - n.® 1107/11 Rio de Janeiro, 30 de dezembro de 2011,
Do: Coordenador do CEP
A (o): Sr. (a) Pesquisador (a): Débora Lopes Souto
Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa.

Sr. (a) Pesquisador (a),

Informo a V. S.a. que o CEP constituido nos Termos da Resolugdo n.° 196/96 do
Conselho Nacional de Salde e, devidamente registrado na Comiss&o Nacional de Etica em
Pesquisa, recebeu, analisou e emitiu parecer sobre toda documentagéo entregue em formato
digital incluindo seu respectivo protocolo de pesquisa, conforme abaixo discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 151/11 - CEP

Titulo: “Influéncia da ingestdo de frutose na glicemia e do receptor gustativo
TAS1R2 na glicemia, trigliceridemia, metabolismo energético, oxidacao dos substratos, uremia,
estresse oxidativo, sensagdes relacionados & ingestéo alimentar e palatabilidade de individuos

com diabetes tipo 1°,

Pesquisador (a) responsavel: Débora Lopes Souto

Data de apreciagdo do parecer: 15/12/2011
Parecer: "APROVADO"
Informo ainda, que V. Sa. devera apresentar relatério semestral, previsto para

15/06/2012, anual e/ou relatério final para este Comité acompanhar o desenvolvimento do
projeto. (item VII. 13.d., da Resolugéo n. ° 196/96 — CNS/MS).

Atenciosamente,

74&?/ 'u/wvff\/@

rof. Carlps Alberto Guimaraes
Coordenador do CEP
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B. Registro no registrado no ClinicalTrial.gov

ClinicalTrials.gov PRS

Protocol Registration and Results Svstem

ClinicalTnals.gov Protecol and Results Registration System (PRS) Receipt
Release Date; 05/12/2015

Fructose and Glucose and TAS1R2 in Type 1 Diabetes

This study is ongoing. but not recruiting participants

Sponsor Universidade ﬁedefal db Rio de Janeiro

Coflaborators: Uhiva#»dadé i-;ederavl- d-o Rs5 de Janeiro
Rio de Janeiro State Research Supporting Foundation
(FAPERJ)

Information provided by | Débora Lopes Souto, Universidade Federal do Rio de
(Responsible Party): | Janeiro

ChinicalTnals.gov Identifier: | NCT01713023

> Purpose

* BACKGROUND: Individuals with diabetes report innate preference for sweet foods, possibly due to genetic
variants. In addition, studies have shown that ingestion of fructose promotes lower postprand:al blood
glucose, compared to glucose. However, excessive intake may increase tnglycerides, unc acd and oxidative
stress, due to oxidative priority.

» AIMS: To investigate the influence of fructose and glucose and taste receptor, type 1, member 2 (TAS1R2)
in glucose, triglycerides, uremia, oxidative stress, feelings related to food intake and palatability of individuals
with type 1 diabetes

* METHODS: The trial is a single-blind, two-way crossover (1-week washout) study in 30 subjects with type
1 disbetes, Blood samples were collected before and 2-hours after the participants receive 75g of fructose
or 75g of glucose dissolved in 200 mi water. Capillary blood glucose were assessed at 30, 80, 120, and
180 minutes to determine glucose, and visual analogue scales for measurement of appette sensation were
assessed at 70, 120, and 190 minutes

* PURPOSE: The research proposal adds knowledge about the TAS1R2 (lle191Val) polymorphism and
around the most suitable monosacchande for individuals with diabetes type 1

ClinicalTrials.gov

A service of the U.S. National Institutes of Health

Fructose and Glucose and TAS1R2 in Type 1 Diabetes

This study is currently recruiting participants. ClinicalTrials.gov Identifier:

Verified October 2013 by Federal University of Rio de Janeiro NCT01713023

First received: October 19, 2012
Last updated: October 26, 2013
Last verified: October 2013
Collaborator: History of Changes

Rio de Janeiro State Research Supporting Foundation (FAPERJ)

Sponsor:
Federal University of Rio de Janeiro

Information provided by (Responsible Party):
Débora Lopes Souto, Federal University of Rio de Janeiro
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C. Prémio Jovem Cientista do Nosso Estado

- o FAPERJ
rarPEl)
ProcessoNeE-26 _____/

GOVERNO DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO Data; /. ! Fls,
SECRETARIA DE ESTADO OF GENCIA | TECNOLOGW Rut!lm
FAPER - Fundagio Cartos Chagas Filho de Argaro & Pesquisa duo Estads do Rio de Jansico

TERMO DE OUTORGA E ACEITAGAO DE BOLSA Rio de Janeiro, 05/06/2012,
PROGRAMA JOVEM CIENTISTA DO NOSSO ESTADO

N° DO PROCESSO E-26/103.026/2012 - BOLSA N° DE MATRICULA 2004.3343.2
TITULO Influéncia da ingestao de frutose e glicose na glicemia, trigliceridemia,

metabolismo energélico, uremia, estresse oxidativo & sensagbes relacionadas
a ingestao alimentar , e do receptor gustativo TAS1R2 na palatabilidade de
individuos com diabetes tipo 1

BOLSA DE Jovem Cientista do Nosso Estado

OUTORGANTE Fundagdo Carios Chagas Filho de Amparo & Pesquisa do Estado do Rio da
Janeiro

OUTORGADO Eliane Lopes Rosado

ENDERECO Av. Brigadeiro Trompowski, sfn - CCS - bloco J - 20 andar

llha do Fundao Rio de Jangiro
RJ 21941-590 TEL. 2562-6601
E-MAIL elianerosado@nutricao.ufrj.br
INSTITUICAO UFRJ - Universidade Federal de Rio de Janeiro
UNIDADE Instituto de Nutrigdo Josué de Castro

DEPARTAMENTO Nutrigdo e Dietédtica
VALOR INICIAL De acordo com tabela aprovada

ORIENTADOR/COORDENADOR OU REPRESENTANTE OFICIAL DA INSTITUICAO
Eliane Lopes Rosado

TELEFONE 2562-6601
INICIO DA BOLSA:  01/10/2012 TERMINO:  30/09/2015
Duragao: 36 meses.

RELATORIO(S) CIENTIFICO(S}: 2 ser apresentado no prazo de 60(sessenia) dias apos a
data de pagamenlo da ditima parcela da bolsa.

PRESTACAQ DE CONTAS : a sec apresentado no prazo de 60(sessenta) dias apos a
m‘auu\iez pagamenta da ultima parcela da bolsa

Centro ~ Rig d¢ Janeirp, CEP 20020-000
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Termo de consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAT DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE NUTRICAO JOSUE DE CASTRO
DEPARTAMENTO DE NUTRICAO E DIETETICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Versdo L de 10 de novembro de 2011. Resolucdo n°. 196. 10 de outubro de 1996.
Identificacio do Projeto:

Titulo: Influéncia da ingestio de frutose e glicose na glicemia e do receptor gustativo TASIR2 na
glicemia. trigliceridemia. metabolismo energético, oxidacio dos substratos, uremia, estresse oxidativo,

sensacoes relacionadas a ingestdo alimentar e palatabilidade de individuos com diabetes tipo 1
Pesquisadores: Débora Lopes Souto, Erika dos Santos Lima e Eliane Lopes Rosado

O(a) Sr(a). esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa de responsabilidade das
pesquisadoras Débora Lopes Souto. Erika dos Santos Lima ¢ Eliane Lopes Rosado. O estudo tem
como objetivo avaliar a influénecia do consumo de glicose (acuicar da cana) e frutose (aguicar da fruta) e
do gene responsavel pela percepcio (sensacdo, identificacdo) do sabor doce (faste receptor, type 1,
member 2 — TASIR2) por individuos com diabetes. Os resultados fornecerio conhecimentos para o
tratamento da doenca e podera tornar mais flexivel e variada a dieta.

Caso o(a) Sr(a). esteja em posse deste termo & porque se enquadra nos critérios para participacio
na pesquisa. Assim. apos compreensdo do mesmo. o (a) Sr(a) e a pesquisadora responsavel deverdo
rubricar todas as folhas, assinando na Gltima pagina.

Sera marcado o dia em que o(a) Sr(a). devera comparecer ao Hospital Universitario Clementino
Fraga Filho (HUCFF), localizado na Rua Rodolpho Paulo Roeco, n® 255, entre as 6:30 ¢ 8h da manha
para coleta de sangue.

Neste dia, serdo realizadas duas coletas de sangue, uma antes e outra apos a ingestdo de uma
bebida (composta de agua mineral potavel e frutose ou glicose). O(a) Sr(a). permanecera em local
agradavel com disponibilidade de revistas durante trés (3) horas. Ao final, lhe ofereceremos um
lanche.

O(A) Sr(a). ndo sofrera riscos com a participacio no estudo. Nio permitiremos que sua glicemia
ultrapasse os valores recomendados. Os desconfortos sdo aqueles associados com a coleta de sangue
(em raras ocasides a coleta pode provoear hematoma ou roxidio no local). O sangue sera coletado na

sua veia do antebraco, por pessoal devidamente treinado com total higienizacdo e material descartavel.

Débora Lopes Souto (pesquisadora responsavel) Rubrica do voluntario
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Apds uma semana de intervalo. o Sr.(a) devera voltar ao HUCFF para realizar o mesmo
procedimento anteriormente descrito.

Em qualquer etapa do estudo. o(a) Sr(a) tera acesso ao profissional responsavel que podera ser
encontrado  pelos  telefones (21) 2260-4139 e (21) 99142-3642 ou no e-mail:
deborasouto@openlink.com.br (Dra. Débora), ¢ pelo telefone (21) 99566-6989 (Dra. Erika) ou no e-
mail; erikalima.nutri@gmail.com. Caso tenha alguma consideragdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa. entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho — Rua Prof. Rodolfo Paulo Rocco. n® 225 — Cidade Universitaria/ Ilha do
Fundio — sala 01 D-46, 1° andar, telefone (21) 2562-2480. de segunda a sexta-feira, das 8 as 15 horas,
ou por e-mail (CEP@huctfufrj.br).

E garantida a liberdade de querer ndo participar da pesquisa ou retirar o consentimento a
qualquer momento, no caso da aceitacdo. sem qualquer prejuizo. Os resultados serdo analisados em
conjunto com os resultados dos outros voluntirios, ndo sendo divulgada a identificacio de nenhum
participante € nio sendo divulgado seu nome ou qualquer documento que o associe a pesquisa.

Todas as amostras coletadas serfio utilizadas apenas para esta pesquisa. Os resultados serdo
apresentados em revistas e congressos cientificos. Os resultados de seus exames somente serdo
avaliados pelos pesquisadores deste estudo e pelos profissionais que estdo relacionados com o seu
atendimento. e ndo sendo permitido que terceiros vejam seus resultados, garantindo-lhe total protegdo.

Os resultados da pesquisa serdo fornecidos ao final de sua participacdo no estudo. apds
verificarmos sua opcdo de tomar ou ndo conhecimento dessas informacgdes. quando o(a) Sr(a).
recebera orientagdes individualizadas. Os pesquisadores também oferecerio ao(a) Sr.(a)
acompanhamento durante vm ano (12 meses) baseado nas recomendagdes dietéticas da Sociedade
Brasileira ¢ Americana de Diabetes e nos resultados obtidos no estudo. Esta pesquisa ndo lhe trara
nenhuma despesa. ou seja, o(a) Sr(a). ndo pagara pelos exames ¢ pelas demais avaliagdes, no entanto

também ndo terd compensacdes financeiras.

Eu. . declaro ter sido informado e

concordo em participar, como voluntario, do projeto de pesquisa acima deserito.

Data: 20

Assimmatura do voluntario

Data: 20

Deébora Lopes Souto (pesquisadora responsavel)

[ )
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E. Questionario pré-exame

Universidade Federal do Rio de Janeiro — Centro de Ciéncias da Saude
Instituto de Nutri¢do Josué de Castro — Departamento de Nutri¢io e Dietética

Projeto: Influéncia da ingestio de frutose e glicose na glicemia e do receptor gustativo TASIR2 na
glicenia. trigliceridenua. metabolismo energético. oxidagio dos substratos, urenua. estresse oxidativo,
sensagdes relacionadas a ingestio alimentar e palatabilidade de individuos com diabetes tipo 1.

Pesquisadores: Débora Lopes Souto. Erika dos Santos Lima e Eliane Lopes Rosado.

QUESTIONARIO PRE-EXAME

Ensaio Clinico 1: Data: / 201 .

Em que horario ingeriu a sua Gltima refeicdo antes do jejum?

Praticou exercicios fisicos ontem? () ndo () sim — o qué?

Em qual horario?

Ingeriu bebida alcoolica ontem? () ndo () sim — o qué?

Em qual horario?
Vocé teve hiperglicemia durante mais de seis horas seguidas ontem? () ndo () sim
Na ultima semana, vocé teve febre ou esteve gripado ou resfriado? ( ) ndo () sim
Na tltima semana, vocé tomou alguma vacina ou inje¢io? () ndo () sim
Quando?
Passou por trauma emocional nos ultimos dias? (Ex: falecimento, assalto, etc)

() néo () sim — O qué? . Quando?

Esteve em periodo menstrual nos ultimos 7 dias? () ndo () sim

Sua menstruagdo esta prevista para os proximos 7 dias? () sim ( ) ndo () ndo sabe

Ensaio Clinico 2: Data: / /201 .

Em que horério ingeriu a sua ultima refeicao antes do jejum?

Praticou exercicios fisicos ontem? () néo () sim — o qué?

Em qual horario?

Ingeriu bebida alcodlica ontem? () ndo () stm — o qué?

Em qual horario?
Vocé teve hiperglicemia durante mais de seis horas seguidas ontem? () ndo () sim
Na tultima semana, vocé teve febre ou esteve gripado ou resfriado? ( ) ndo () sim
Na tltima semana, vocé tomou alguma vacina ou mnje¢do? () ndo () sim
Quando?
Passou por trauma emocional nos ultimos dias? (Ex: falecimento, assalto, etc)

() nédo () sim — O qué? . Quando?

Esteve em periodo menstrual nos tltimos 7 dias? () ndo () sum

Sua menstruacdo esta prevista para os proximos 7 dias? () sim ( ) ndo () ndo sabe




Frutose (p6 branco cristalino — Lowgucar®)

NOME

Frutose Lowgucar
CLASSIFICAGAO

Adocante de mesa em po.
COMPONENTES

Frutose

CODIGO COMERCIAL
FO,F3

APRESENTAGCAO

P6 Branco Cristalino

MODO DE PREPARO

FICHA TECNICA

Adocante de Mesa Frutose Lowcgucar

Frurosé; ‘

=2 "“Tm = Frutose _&%

PRAZO DE VALIDADE

01 Ano

Adicionar a bebida e preparacées diversas de sua preferéncia como substituto do actcar. A Frutose
Lowcucar é ideal também, para ser utilizada no preparo de bolos e doces. E o Unico adocante que

forma calda de caramelo.
PODER EDULCORANTE

Adoca duas vezes mais que o acticar de cana

REGISTRO NO MS ( MINISTERIO DA SAUDE)

Dispensado de registro segundo RDC n°278 de
setembro de 2005.

EMBALAGEM

Cartucho (200g), Saco Plastico (500g)

CONDH;()ES DE ARMAZENAMENTO

Deve ser armazenado em local seco e fresco.

INDICACOES

Para todas as pessoas de qualquer idade,

especialmente para aqueles que necessitam de Dietas
especiais.

INFORMACCPES ADICIONAIS

Né&o contém gliten. Diabéticos: contém 2,5g de frutose
por Y2 colher de cha.

]
LIGHTSWEET

LightSweet - Alimentos da Geragao Saude - Rodovia B \-Km 113
86.990-000 -C 0 41 - Marialva

Informacdo Nutricional
Porcao de 2,59 ( 2 colher de sopa)

Quantidade por porcao m

Valor Calérico 10Kcal=42k] 0%
Carboidratos 2,5g 1%
Proteina Og 0%
Gorduras Totais Og 0%
Gorduras 0g 0%
Gorduras Trans 0g 0%
Fibra Alimentar 0g 0%
Calcio 13g 2%
Ferro 0g 0%
Sodio Omg 0%

*9%VD - Valores Didrios de referéncia com
base em uma dieta de 2000Kcal ou 8400K].

Seus valores didrios podem ser maiores ou
menores dependendo de suas necessidades
energéticas.

eba Ribeirao Sarandi - FonefFax - +55 (44) 3232-8182
arana - Brasil




Glicose (dextrose em p6 — Glutol Laborclin®)

{} FICHA DE INFORMAGAO E SEGURANGA DE PRODUTO QUIMICO
LABORCLIN Produto GLUTOL LIMAO PO

| 1. IDENTIFICAGAO DA EMPRESA

Laborclin Produtos para Laboratérios

Rua Cassemiro de Abreu, 521 — Vargem Grande
83.321-210 - Pinhais/PR

Telefone/Fax: Oxx — 41 — 3661-9044 SAC: 0800410027
e-mail: sac@laberclincom.br Home page: www laborclin.com.br

(2. IDENTIFICAGAO DO PRODUTO

Codigo LB: 610800/610803/610804/610801/610120/610119/610125/610126

Produto: GLUTOL LIMAO PO

Embalagem: Caixa com envelopes de 50 g (610800), 100 g (810803), 1 unidade de 100 g
(610804), 1 unidade de 50 g (610801), caixa de 75 g (610120), 1 unidade de 75 g
(610119) , pote com 600 g (610125) ou sache com 600 g (610126).

| 3. COMPOSICAO E INFORMAGCAO DE INGREDIENTES

Dextrose para Glucol Pote — 50,0 kg
Premix Limao Sabor G2-920 g

Ingredientes perigosos: Nenhum dos componentes da formulagdo € considerado
perigoso, nas quantidades presentes.

| 4. IDENTIFICACAO DE PERIGOS

Efeitos adversos a saude: Eventualmente podem ser observadas reagbes do tipo
alérgicas a algum dos componentes individuais da formulag3o.

| 5. MEDIDAS DE PRIMEIROS SOCORROS

Pele/mucosas/olhos: Lavar o local com agua em abundancia e procurar auxilio médico no
caso de reac¢des do tipo alérgicas.

| 6. MEDIDAS DE COMBATE A INCENDIOS

Em caso de incéndio: Utilizar CO,, pé quimico seco ou agua.
Equipamentos de protegdo especificos: Ndo requeridos.

| 7. MEDIDAS DE CONTROLE EM CASOS DE DERRAMAMENTO E VAZAMENTO

No caso de quebra ou rompimento de embalagem. remover o material e providenciar seu
descarte conforme normas internas do laboratorio

Laborclin Produtos para Laboraténos Lida f. Oxx-41-3661-9044
Rua Cassemiro de Abreq, 521 - Vargem Grande | | r
83.321-210 - Pinhals®R sac@laborciin.com.b

Pda 1de




Ficha para registro dietético habitual

Universidade Federal do Rio de Janeiro — Instituto de Nutricdo Josué de Castro — Departamento de Nutricio e Dietética

Projeto: Influéncia da ingestdo de frutose e glicose na glicemia e do receptor gustativo TAS1R2 na glicemia. trigliceridemia.
metabolismo energético, oxidacdo dos substratos, uremia, estresse oxidativo. sensacdes relacionadas a ingestdo alimentar e
palatabilidade de individuos com diabetes tipo 1.

Pesquisadores: Débora Lopes Souto, Erika dos Santos Lima e Eliane Lopes Rosado.

REGISTRO  Nome:

DIETETICO Data:  / /201 . ()segunda ()terga () quarta ()quinta () sexta () sabade () domingo
Alimento / Preparacio Quantidade (medidas caseiras)

Refeicio:

Horario: h minutos
Glicemia capilar: mg/dL
Dose de insulina: unidades
Refeicio:

Horario: h minutos
Glicemia capilar: mg/dL
Dose de insulina: unidades
Refeicio:

Horario: h minutos
Glicemia capilar: mg/dL
Dose de insulina: unidades
Refeicio:

Horario: h minutos
Glicemia capilar: mg/dL
Dose de insulina: unidades
Refeicio:

Horario: h minutos
Glicemia capilar: mg/dL
Dose de insulina: unidades
Refeicio:

Horario: h minutos
Glicemia capilar: mg/dL
Dose de insulina: unidades




Questionario internacional de atividade fisica

Universidade Federal do Rio de Janeiro — Centro de Ciéncias da Saude
Instituto de Nutri¢cdo Josué de Castro — Departamento de Nutrigio e Dietética

Projeto: Influéncia da ingestdo de frutose e glicose na glicemia e do receptor gustativo TASIR2
na glicemia. trigliceridenua. metabolismo energético. oxidacio dos substratos. uremia, estresse
oxidativo, sensacdes relacionadas a ingestdo alimentar e palatabilidade de mndividuos com
diabetes tipo 1

Pesquisadores: Débora Lopes Souto. Erika dos Santos Lima e Eliane Lopes Rosado.

QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE FISICA

Nome: . Data: __/__ /201__.

As perguntas estdo relacionadas ao tempo que vocé gasta fazendo atividade fisica na ULTIMA
semana. As perguntas incluem as atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um lugar a outro,
por lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das suas atividades em casa ou no jardim.
Para responder as questdes lembre que:
~ Atividades fisicas VIGOROSAS sao aquelas que precisam de um grande esforgo fisico e
que fazem respirar MUITO mais forte que o normal
» Atividades fisicas MODERADAS sdo aquelas que precisam de algum esforco fisico e que
fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal
Para responder as perguntas pense somente nas atividades que voceé realiza por pelo menos (10) dez

minutos continuos de cada vez.

1 (a): Em quantos dias da Gltima semana vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos em
casa ou no trabalho, como forma de transporte para ir de um lugar para outro, por lazer, por
prazer ou como forma de exercicio?

N° de dias por semana () Nenhum

1 (b): Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos quanto tempo no total
vocé gastou caminhando por dia?

Horas: . Minutos:

2 (a): Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades moderadas por pelo menos 10
minutos continuos, como por exemplo pedalar, nadar. dangar, fazer ginastica aerdbica leve,
jogar vole1 recreativo, carregar pesos leves, fazer servicos domésticos na casa, no quintal ou
no jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer atividade que fez aumentar
moderadamente sua respiracio ou batimentos do coracio (NAQO INCLUA CAMINHADA)

N° de dias por semana () Nenhum




2 (b) : Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos 10 minufos continuos,
quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

Horas: Minutos:

3 (a): Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades wigorosas por pelo menos 10
minutos continues, como por exemplo correr, fazer ginastica aerobica, jogar futebol, pedalar
rapido na bicicleta, jogar basquete, fazer servigos domésticos pesados em casa, no quintal ou
cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez auwmentar
MUTITO sua respiracdo ou batimentos do coragfo.

N° de dias por semana () Nenhum

3 (b): Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos 10 minutos continuos
quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas atividades por dia?

Horas: Minutos:

Estas nltimas questdes sdo sobre o tempo que vocé permanece sentado todo dia, no trabalho, na
escola ou faculdade, em casa e durante seu tempo livre. Isto inclui o tempo sentado estudando,
sentado enquanto descansa, fazendo licdo de casa visitando um amigo, lendo, sentado ou deitado

assistindo TV. Nio mnclua o tempo gasto sentando durante o transporte em onibus, metré ou carro.

4 (a): Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante um dia de semana?

Horas: Minutos:

4 (b): Quanto tempo no total vocé gasta sentado durante em um dia de final de semana?

Horas: Minutos:




J.

Escala de palatabilidade

Universidade Federal do Rio de Janeiro — Centro de Ciéncias da Saude
Instituto de Nutrigio Josué de Castro — Departamento de Nutri¢io e Dietética

Projeto: Influéncia da ingestdo de frutose e glicose na glicemia e do receptor gustativo TASIR2 na
glicemua, tnigliceriddemia. metabolismo energético. oxidagdo dos substratos. uremia, estresse oxidativo.
sensagdes relacionadas a ingestdo alimentar e palatabilidade de individuos com diabetes tipo 1.

Pesquisadores: Débora Lopes Souto, Erika dos Santos Lima e Eliane Lopes Rosado.

QUESTIONARIO DE PALATIBILIDADE

Nome:

Data: /__/201__. Horaro: horas e _ mmnutos.
1. O que vacé achou da docura?
Estava extremamente doce Nio estava nada doce.
2. Vacé gostou do sabor?
Sim. gostei muitissimo Nio gostei nenhum pouco.
3. Estava bem diluido?
Havia muitos residuos Nio senti nenhum residuo
(Estava muito mal dissolvido) (Estava perfeitamente homogenia)

4. O sabor residual (sabor percebido imediatamente apas essa bebida ser engolida) é...

Muitissimo intenso Imperceptivel

(Extremamente forte) (Desaparece completamente)




K. CONSORT 2010 checklist referente ao manuscrito

Section/Topic Item No Reported on page No
Title and abstract la Indicate the study design in the title and the abstract (line 6)
1b Structured abstract in lines 3 to 22
Background and objectives 2a Explain the background and rationale in lines 27-38
2b The objectives are described in lines 39-42,
Trial design 3a In lines 62-65 we have descripted of trial design
3b Not applicable
Participants 4a The eligibility criteria for participants are descripted in lines 48-56
4b Locations where the data were collected are described in lines 45-46
Interventions 5 All study was described in lines 62-139
Outcomes 6a Not applicable
6b Not applicable
Sample size 7a The sample size and selection for convenience (descripted in line 57-58)
7b Not applicable
Randomisation:
Sequence generation 8a Not applicable
8b Not applicable
Allocation 9 Not applicable
Implementation 10 Not applicable
Blinding 11a The simple-blind was described in line 62
11b Not applicable
Statistical methods 12a Statistical analysis are described in lines 140-150
12b Not applicable
Participant flow 13a Descript in supplementary date (download together with other archives)
13b Not applicable
Recruitment 14a Described in lines 45-47
14b Not applicable
Baseline data 15 Table 1
Numbers analysed 16 Not applicable (all volunteers participated)
Outcomes and estimation 17a Described in each table and in results (152 to 212)
17b Table 2, 3, and 4
Ancillary analyses 18 Not applicable
Harms 19 Not applicable
Limitations 20 Limitations are described in lines 294 to 307
Generalisability 21 Not applicable
Interpretation 22 Interpretation are described in lines 296-297 and 315-318
Registration 23 ClinicalTrial.gov NCT 01713023. Described in lines 22 and 59.
Protocol 24 Supplementary date are download together with other archives

Funding 25 Descript in lines 322-333




L. Flow Diagram referente ao manuscrito

[ Enrollment ] Assessed for eligibility (n=67)
Excluded (n=51)
» o Not meeting inclusion criteria (n=49)
¢ Declined to participate (n=2)
¢ Other reasons (n=0)
Randomized (n=16)
A\ 4 v
Allocated to intervention (n=16) Allocated to intervention (n=16)

Allocation ] . . .
[ o Received allocated intervention (n=16)

o Did not receive allocated intervention (n=0)

® Received allocated intervention (n=16)
e Did not receive allocated intervention (n=0)

1 l

Lost to follow-up (n=0) Follow-U Lost to follow-up (n=0)
Discontinued intervention (n=0) P Discontinued intervention (n=0)

Analysed (n=16) [ Analysis ] Analysed (n=16)
Excluded from analysis (n=0) Excluded from analysis (n=0)




