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RESUMO

A crescente epidemia de sindrome metabodlica tem sido relacionada com o
aumento do uso de frutose pelos individuos, resultante do crescente uso deste
acucar para a producao de alimentos industrializados. Recentemente, o uso de
frutose como um ingrediente aumentou em bebidas adocgadas, tais como
refrigerantes e sucos. Nossa hipétese, portanto, € de que a ingestdo de frutose,
em ratos hipertensos teria um pior progndstico no desenvolvimento de doenca
metabdlica e doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica. Métodos: ratos Wistar e
espontaneamente hipertensos com idade de 6 semanas foram tratados com
agua ou frutose (10%) durante 6 semanas. A glicose no sangue foi medida a
cada duas semanas, e a resisténcia a insulina e teste de sensibilidade de
glicose foram avaliados ao final do tratamento. A pressédo arterial sistolica foi
medida por pletismografia, a massa magra e massa de gordura abdominal
foram aferidas, o figado foi analisado para determinar a deposicéo de gordura e
fibrose intersticial. Resultados: glicose em jejum apresentou-se aumentada em
animais que foram submetidos a uma ingestdo de alto teor de frutose,
independente da pressao arterial. Além disso, a resisténcia a insulina foi
observada em ambos 0s grupos normotensos e hipertensos ap0s a ingestao de
frutose, que também causou um aumento de 2,5 vezes nos niveis de
triglicerideos em ambos 0s grupos, no entanto, o ganho de massa magra néo
se alterou. Descobrimos que a ingestéo de frutose aumentou significativamente
a deposicdo de massa de gordura abdominal em ratos normotensos, mas néo
em ratos hipertensos. Porém, s6 aumentou a deposicédo de gordura e fibrose
no figado de ratos hipertensos. Conclusées: Demonstramos que nos grupos

estudados, a ingestdo de frutose aumentou triglicérides em ambos os grupos



tratados com frutose, deposi¢cédo degordura abdominal em animais normotensos
e resisténcia a insulina nos animais hipertensos. No entanto, 0s ratos
hipertensos também desenvolvem a deposicdo de gordura intersticial e fibrose
no figado. Desta forma, a hipertensao essencial leva a um pior prognéstico no
desenvolvimento da sindrome metabdlica e desordens hepaticas em animais
hipertensos, quando comparados aos animais normotensos.

Palavras-chave: Frutose; Disturbio metabdlico; Gordura visceral; Hipertensao;

Doenca hepatica gordurosa.



ABSTRACT

The growing epidemic of metabolic syndrome has been related to the increased
use of fructose by individuals, increasing its use for the production of processed
foods. Recently, the use of fructose as an ingredient has increased in
sweetened beverages, such as sodas and juices. We thus hypothesized that
fructose intake by hypertensive rats would have a worse prognosis in
developing metabolic disorder and non-alcoholic fatty liver disease. Methods.
Male Wistar and spontaneously hypertensive aged 6 weeks were given water or
fructose (10%) for 6 weeks. Blood glucose was measured every two weeks, and
insulin and glucose sensitivity test were assessed at the end of the treatment.
Systolic blood pressure was measure by plethysmography. Lean mass and
abdominal fat mass was collected. Liver was analyzed to determine interstitial
fat deposition and fibrosis. Results. Fasting glucose increased in animals that
underwent a high fructose intake, independent of blood pressure. Also, insulin
resistance was observed in both groups normotensive and hypertensive rats
after fructose intake. Fructose intake caused a 2.5-fold increase in triglycerides
levels in both groups. The lean mass gain did not change with fructose intake.
However, we found that fructose intake significantly increased abdominal fat
mass deposition in normotensive rats but not in hypertensive rats.
Nevertheless, chronic fructose intake only increased fat deposition and fibrosis
in the liver of hypertensive rats. Conclusions. We demonstrated that,
normotensive and hypertensive rats, fructose intake increased triglycerides,
abdominal fat deposition, and insulin resistance. However, hypertensive rats
underwent fructose intake also develop interstitial fat deposition and fibrosis in

liver.



Thus, essential hypertension is worsens outcomes in the development of
metabolic syndrome and liver disorders in hypertensive animals when

compared to normotensive animals.

Keywords: Fructose; Metabolic disorder; Visceral fat; Hypertension; Fatliver

disease.
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1. INTRODUCAO

1.1. EPIDEMIOLOGIA DAS DOENCAS CARDIOVASCULARES

Recentemente a American Heart Association divulgou estatisticas sobre a
prevaléncia das doencgas cardiovasculares (DCV) [1]; as quais representam a
principal causa de mortalidade na América do Norte. Tais estatisticas apontam
que pelo menos 80 milhdes de pessoas sejam portadoras de pelo menos
alguma DCV, e que uma a cada trés mortes esté relacionada as DCV. Afirma
ainda que aproximadamente 2500 americanos morram diariamente em
decorréncia de alguma DCV. Essas tristes estatisticas sao referentes as
principais causas de DCV: a hipertensdo, que acomete aproximadamente 65
milhdes de individuos, a doenca coronariana (13 milhdes), os defeitos
congénitos cardiovasculares (1 milh&o), e a insuficiéncia cardiaca congestiva (5

milhdes) [2].

Diante dos numeros apresentados acima, é notorio que as DCV sao
reconhecidamente a principal causa de mortes naturais no mundo. Em paises
de média e baixa renda, por exemplo, estas doencas sdo responsaveis por
aproximadamente 80% dos casos de oObitos [3]. Os determinantes dessa
“epidemia” global de DCV sao multifatoriais, que vao além do dominio do setor
da saude. Pode-se listar como fatores de risco para DCV os fatores genéticos,
fatores biologicos como a hipertenséo arterial, obesidade e diabetes, além de
fatores comportamentais como o0 sedentarismo, habitos alimentares e

tabagismo [4].

Atualmente, mais de 400.000 individuos nos Estados Unidos morrem

anualmente em decorréncia de doenca arterial coronariana e 1 milhdo sofrem
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de eventos cardiovasculares agudos, como infarto agudo do miocérdio e morte
subita [5]. No Brasil, estas doencas sdo as principais causas de morte entre
homens e mulheres. Totalizando cerca de 20% das mortes em individuos
acima de 30 anos, em 2009 foram registradas 962.931 mortes entre individuos

nesta faixa etaria, segundo o Ministério da Saude [6].

Apesar de, reconhecidamente, o numero de casos de individuos acometidos
por este tipo de agravo estar diminuindo gradativamente, as taxas encontradas
ainda s&o preocupante, principalmente devido aos fatores de risco
relacionados, que sdo, na maioria dos casos, inerentes aos habitos da

sociedade contemporanea [3-5].

1.2. ASPECTOS RELATIVOS A HIPERTENSAO ARTERIAL

Fisiologicamente, a pressdo arterial é determinada pelo produto do débito
cardiaco e da resisténcia vascular periférica. Nos individuos normais e também
nos portadores de hipertensédo arterial, existe um espectro de variacdo do
débito cardiaco com respostas concomitantes da resisténcia vascular periférica
para um determinado nivel de presséo arterial. Os mecanismos que regulam os
niveis de pressédo arterial atuam tanto em situacdo de repouso, quanto diante
de um estimulo [7, 8]; uma caracteristica dos portadores de hipertensao arterial

essencial é a alteragéo dos sistemas de controle [9].

De maneira geral, o organismo conta com mecanismos reguladores da pressao
arterial (neurais, humorais e vasculares), que atuam em curto e em longo

prazo, com a funcdo de promover niveis estaveis de pressao arterial
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adequados para a continuidade da atividade funcional do sistema
cardiovascular [10]. A regulacéo da pressao arterial é dependente das funcdes

integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural e endécrina [11].

A hipertensdo essencial (HAS) € uma condi¢do clinica derivada de diversos
fatores, caracterizada por niveis elevados e sustentados da presséo arterial. A
HAS ¢é caracterizada pela sustentacdo da pressao arterial acima de 140/90
mmHg em individuos sem comorbidades, ou 130/90 mmHg em individuos
portadores de diabetes ou doenca renal cronica. A HAS é altamente
prevalente, estando presente em mais de 30% da populacdo [12, 13]. Além
disso, a hipertensédo arterial € um dos fatores de risco mais comuns para DCV.
A HAS acelera o processo da aterosclerose e pode ser um fator determinante

para o surgimento precoce de sindrome coronariana, estando presente em

aproximadamente 20% da populagéo ocidental [6, 12].

O aumento da prevaléncia da hipertenséo arterial € um assunto de interesse
mundial discutido ha varias décadas, sendo o objetivo principal em diversos
estudos. O INTERSALT, por exemplo, foi um estudo transversal que relacionou
a ingestdo de sal estimada pela excrecdo urinaria de sodio em 24 horas,
associando com a prevaléncia de hipertensao arterial. Esse estudo foi realizado
no final da década de 1980 em 52 centros de 32 paises, pesquisando
populacdes remotas como tribos indigenas e populagbes de outros centros.
Foram levadas em consideragdo as variaveis consumo de sal, atividade fisica,
indice de massa corporal e ingestdo de alcool. O INTERSALT mostrou que a
elevacdo da pressdo arterial associada a idade tem intensidades diferentes

entre as diferentes populacfes, mas esta presente em todas elas [14, 15].
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Um outro estudo, o National Health Nutrition Examination Survey (NHANES),
divulgou dados que sao utilizados como a principal fonte de vigilancia
epidemiologica dos Estados Unidos. Os estudos conduzidos entre 2003 —
2004, que avaliaram, além de outras variaveis, a prevaléncia da HA no periodo
entre 1999 — 2004, observaram que 28,7% dos individuos avaliados eram
hipertensos, sendo que destes, 68,9% sabiam da condic¢do, 58,4% submetiam-
se a tratamento, e apenas 31% alcancavam o controle efetivo dos niveis

pressoricos [16, 17].

Em nivel nacional, segundo a Sociedade Brasileira de Hipertensdo, estima-se
que 30% da populacdo adulta é portadora de HAS (hipertensédo arterial
sistémica) [18]. Estudos como o Estudo Longitudinal de Saude do Adulto
(ELSA), cujo objetivo principal € determinar quais sdo os fatores que mais
influenciam no desenvolvimento de doencas crdnicas na populacdo brasileira
[19]. E o Projeto “Monica” que determinou o perfil de distribuigdo das principais
doencas crbnicas na populacdo brasileira, como hipertensdo, diabetes,
obesidade, doenca renal, entre outras [20], apontaram que com O
envelhecimento e habitos da populacdo, as doencas crbnicas passaram a

contribuir de forma crescente para outras morbidades e para a mortalidade.

RELACAO DO CONSUMO DE FRUTOSE COM A HIPERTENSAO ARTERIAL

E A OBESIDADE

Segundo Pimenta e col. (2007), durante as ultimas décadas, a Organizacéo

Mundial da Saude determinou que a obesidade, definida como o indice de
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massa corporal igual ou maior que 30 kg/m2, ndo € apenas a desordem
nutricional mais prevalente no mundo desenvolvido, e sim um grave problema
de saude publica mundial [9]. Isto por que os individuos obesos estdo
propensos ao desenvolvimento de uma série de condi¢bes, tais como, DCV,
HAS, diabetes mellitus e outras complicacbes decorrentes de desordens

metabolicas [11].

A obesidade associada a resisténcia insulinica € um importante fator de risco
para diabetes tipo 2 e também para as DCV. Nos ultimos anos vem sendo
demonstrado que a obesidade é capaz de alterar uma série de funcdes
enddcrinas, inflamatdrias e neurais. Embora seja evidente que uma dessas vias
possa assumir papel predominante, € provavel que a fisiopatologia da

resisténcia a insulina seja resultado da interacdo dindmica destas alteracdes

[11, 13].

1.3.1. Metabolismo da Frutose

A frutose trata-se de um monossacarideo, composto por seis atomos de
carbono, apresentando grupamentos hidroxila e um grupamento carbonila. A
frutose, quando hidrolisada, forma uma cetona denominada cetohexose. A
glicose, por sua vez, darad origem a um aldeido chamado aldohexose [21]
(Figura 1). Na década de 1970, por meio de cromatografia de troca ionica, foi
possivel realizar a separacdo da glicose e da frutose, 0o que aumentou
drasticamente a producdo de frutose pura, reduzindo seu custo [22]. Desde

entdo, devido ao baixo custo para a industria e devido a outras caracteristicas
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como maior solubilidade em solugbes aquosas e por ser mais doce que a
sacarose, a frutose passou a ser utilizada como adocante em diversas bebidas

e outros produtos industrializados [23, 24].

A dieta da populagcdo geral vem mudando e o consumo de produtos
industrializados aumentando; com isso, hd o aumento do consumo de frutose.
Estudos demonstram que essa mudanca nos habitos alimentares ocasionou
alteracbes no metabolismo lipidico elevando os niveis lipidios totais e

triglicerideos na circulagédo [24 - 26].

Frutese Gliccse
(1N q
< |V (GLuT2) (GLuT2)
Frutose Gllcose
Ghoacmase Gllcogémo
Acido
WBo ATP e Gllcose-6 P » Glicose-1-P
[Frufocinase) ¥
AMP < ADP* i F"""s,e&P
Frutose-1P Frutosa-1 -é-b‘rfosfato
Gliceraldeido Di-hidroxiacetona-P Gliceraldeido-3-P
Pll’uVétO« - Lactato
Glicerol-3-P Acetil-CoA
Ciclo ©o acido L H,0
citrico CO,
Citrato
| Mitocandria
Acetil-CoA
Lipogénesa de novo}
¥
Diaciglicerol < Monoacilglicerol < — Aci-CoA
9 ¢ Reesterificacao (Acidos gordos)

" VLDL-TAG

Citosol do hepatdcito

Figura 1. Vias metabdlicas da frutose e inter-relacdo com o metabolismo lipidico e
glicidico. Representacéo da entrada da glicose no figado [Extraido de Dai e McNeill,
1995].
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A frutose é absorvida pelo organismo por duas vias distintas, a primeira
chamada de difuséo facilitada, sendo mediada pela proteina GLUT5, que tem
alta afinidade pela frutose. O papel priméario desta proteina é o de transportar a
frutose para o meio intracelular e sua acdo independe dos niveis de glicose ou
de insulina. A segunda via, € o co-transporte dependente de glicose. Nesta via,
ocorre a abertura de pequenas jun¢des, que movida pelo movimento do fluido
luminal pelas vias paracelulares, aumentando em 29% a absorcao da frutose

guando associada a solu¢des com glicose [25-26].

Apds sua absorcdo, a frutose é metabolizada no figado. Sua entrada nos
hepatécitos € mediada pela proteina GLUT2, ndo havendo necessidade de
estimulo pela insulina [26]. No hepatdcito, a frutose é fosforilada em uma
reacdo mediada pela frutoquinase e cetoquinase, tornando-se frutosel-fosfato.
A frutosel-fosfato por sua vez € clivada, por meio da aldolase B, em
diidroxiacetona e gliceraldeido-fosfato. Esses dois compostos poderdo seguir
trés vias distintas: primeiro, participar da via glicolitica, fornecendo piruvato e
liberando energia; segundo, serem reduzidas até glicerol, necesséario para a
sintese de lipideos; ou serem condensadas até formarem a frutose-1-6-
difosfato e dar origem a glicose ou glicogénio. Sendo assim, a frutose apos ser

metabolizada da origem ao piruvato, lipideos e glicogénio [26-28] (Figura 1).

Consumo de frutose e a relagdo com a sindrome metabdlica e obesidade

A primeira definicdo de sindrome metabdlica surgiu em 1998 e foi proposta
pela Organizacdo Mundial da Saude [29], onde a resisténcia a insulina era

critério obrigatorio para o diagnéstico desta sindrome. Além do critério
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obrigatério, duas outras condicbes deveriam estar presentes, dentre a
obesidade, a dislipidemia, a microalbumindria e a hipertenséo arterial [30].
Posteriormente, em 1999, o EGIR (Grupo Europeu Para o Estudo da
Resisténcia Insulinica) propds uma modificacdo a definicAo da OMS [31]. A
resisténcia insulinica continuava sendo critério obrigatorio, mas passava a ser
definida por um valor de insulina em jejum superior ao percentil 75 entre
individuos néo diabéticos. A nova definicdo também deveria considerar outros
dois critérios, dentre a obesidade, HA e dislipidemia. Porém, o critério de
obesidade foi simplificado para o perimetro da cintura e a microalbumindria foi

excluida para diagnostico [31, 32].

No ano de 2001, o National Cholesterol Education Program: Adult Treatment
Panel Il (ATPIIl) propés uma nova definicdo que foi atualizada em 2005 pelo
American Heart Association e pelo National Heart Lung and Blood Institute. De
acordo com a atualizacdo, a sindrome metabdlica passou a ser diagnosticada
pela presenca de 3 ou mais dentre 5 critérios, ndo sendo a resisténcia a
insulina fator obrigatério e apresentando a obesidade central como critério

importante [31-33].

A alta prevaléncia de sindrome metabdlica tem implicagbes importantes para a
saude publica uma vez que aumenta o risco de desenvolvimento de diabetes
tipo 2, doencas coronarianas e aumento de mortalidade atribuida a estas
doencas [34]. Evidéncias sugerem que a resisténcia a insulina acelera o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, incluindo a aterosclerose e

hipertenséao [35, 36].
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Aproximadamente 25% da populacdo geral € portadora de resisténcia a
insulina, e até 80% desses individuos também possuem hipertensdo essencial
[37]. Em uma meta-analise, contando com 951 pacientes, Mottillo et al. (2010)
encontrou associagdo entre a sindrome metabdlica e 0 aumento de 2 vezes no
risco de doenga cardiovascular, mortalidade cardiovascular, infarto do
miocéardio e acidente vascular cerebral, além de um aumento de 1,5 vezes no

risco de morte por todas as causas.

A ingestao excessiva de frutose tem sido cada vez mais frequente ao longo das
Ultimas décadas, e mesmo que existam evidéncias de que pequenas
quantidades nao influenciam o metabolismo de lipidios e carboidratos,
quantidades mais elevadas estdo sendo associadas as alteracdes metabdlicas
caracterizadas por resisténcia a insulina, hipertensado, hiperlipidemia, acamulo
de gordura visceral e obesidade, assim aumentando o risco para as doencgas
cardiovasculares [38-42]. Recentemente foi demonstrado que o consumo de
bebidas adocadas com acucar contendo 10%, 17,5%, ou 25% de xarope de
milho, que possui grande concentracao de frutose, produziu incremento sérico

proporcional de lipoproteinas e &cido Urico em apenas 2 semanas [43].

Tem sido demonstrado que o aumento do nimero de casos de sindrome metabdlica, hoje
correspondendo a aproximadamente 23% da populagdo mundial, de acordo com a NHANES
[44], pode estar relacionado com o aumento da utilizagdo de frutose e sacarose pelas
indUstrias alimenticias e o concomitante aumento do seu consumo pela

populagao.

Estudos experimentais tém mostrado que a ingestdo de frutose em excesso

também esta relacionada & HAS e disfuncéo cardiaca em modelos animais [39-
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42, 42]. Porém, os mecanismos envolvidos nos efeitos de uma dieta rica em
frutose ainda n&do foram totalmente esclarecidos [45]. Estudos experimentais
tém demonstrado que o consumo elevado de frutose tem sido associado com o
desenvolvimento de “sindrome metabdlica” em roedores, a qual é caracterizada
pela resisténcia a insulina, hipertensdo, hiperlipidemia, acimulo de gordura

visceral e obesidade [39-42].

Estudos clinicos evidenciaram que o consumo excessivo de frutose por um
periodo superior a uma semana aumenta as taxas de triglicerideos em
individuos com resisténcia a insulina e diabetes tipo Il [46]. Como a maioria dos
estudos utiliza uma quantidade de frutose elevada, os efeitos de sua ingestao
em valores reais de consumo de fato ainda sao discordantes [47]. Contudo,
uma meta-analise que reuniu resultados de diversos estudos que avaliaram os
efeitos deletérios da frutose sobre o organismo, chegou a conclusao que uma
ingestdo de frutose superior a 50g/dia, esta relacionada com o aumento dos
niveis de triglicerideos apos as refeicbes e uma ingestao superior a 100g/dia se
relaciona com a elevacao das taxas de triglicerideos em jejum [48]. Além disso,
um outro estudo apontou que o consumo excessivo de frutose esta relacionado
com um menor tamanho das particulas LDL em criangcas com sobrepeso e

obesas [49].

Pesquisas em animais [33, 50-53] apontam claramente a ligacdo entre
consumo excessivo de frutose e o desenvolvimento da sindrome metabdlica,
além do aumento dos niveis de triglicerideos [33], reducdo dos niveis de HDL
[50], elevacao da pressao arterial [51], e resisténcia a insulina [33, 50, 51]. Em

animais, a frutose ainda pode induzir outras condi¢des associadas a sindrome



1.3.3.

26

metabdlica como acumulo de gordura abdominal [52] e a doenca hepatica

alcodlica ndo gordurosa [52, 53].

Consumo de frutose e sua relacdo com a doenca hepatica gordurosa nao-

alcodlica

A Doenca Hepatica Gordurosa Nao-Alcodlica (DHGNA) € um termo utilizado
para definir o acimulo de gordura nas células do figado em situacdes que nao
h& consumo de &lcool em excesso. E uma doenca comum nas populacées

ocidentais, com prevaléncia de aproximadamente 20% [54].

Nos ultimos vinte anos, diversos estudos [54-56] relataram que a grande parte
dos individuos com DHGNA apresentam algumas, se nao todas, as alteracdes
que caracteristicas da sindrome metabdlica. Como consequéncia do aumento
do nimero de casos desta sindrome, é estimado que 15 a 24% da populagéo
adulta ocidental apresentem algum grau de DHGNA [55]. A DHGNA é uma
condicdo que geralmente néo apresenta sintomas, podendo desta forma atingir
um estagio avancado antes de ser notada ou diagnosticada. Grande parte dos
portadores da doenca é diagnosticada apenas apés apresentar hepatomegalia
ou, com mais frequéncia, alteracdes nos niveis séricos de enzimas hepaticas

[54, 56].

A DHGNA esta fortemente associada a obesidade, resisténcia a insulina,
hipertenséo e dislipidemia, e é considerada como a manifestagdo do figado a
sindrome metabdlica. A rapida disseminacdo da obesidade em adultos e

criangcas, juntamente com a percepcdo de que os resultados de doenca
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hepética relacionada com a obesidade s&o inteiramente preocupantes, levou a

um rapido desenvolvimento de estudos clinicos e revisdes sobre DHGNA [57].

Enquanto a grande maioria dos individuos com obesidade, resisténcia a
insulina e sindrome metabdlica desenvolverdo esteatose, apenas uma pequena
parte ndo irA desenvolver esta condigcdo. Os principais determinantes
ambientais para o desenvolvimento da DHGNA séo fatores relacionados a
dieta [58]. Estudos recentes tém mostrado que as dietas com alta ingestao de
gordura saturada, refrigerantes e carne, e baixa ingestdo de micronutrientes
essenciais estdo associadas com um risco aumentado de desenvolver a

doenca em questéo [59-61].

A frutose tem a capacidade de induzir a producdo de espécies reativas de
oxigénio, que quando associadas a outras reservas hepaticas de pro-oxidantes
podem contribuir para a evolucao da esteatose para sua forma mais grave [62].
Estudos com humanos sugerem que individuos com DHGNA, principalmente
0Ss que apresentam danos mais graves no figado (esteato-hepatite nao
alcodlica) consomem mais carboidratos, em especial a frutose, em sua dieta

em comparagao com individuos saudaveis [63].

A investigagdo do padrdo dietético de individuos portadores de DHGNA
demonstrou que esses individuos consomem quantidades elevadas de
carboidrato e de bebidas industrializadas, adogadas comumente com frutose
[55, 64]. Grande parte dos pacientes apresentou ingestédo de carboidratos duas
vezes maior do que a recomendada, > 600 mg/dia, e este padrdao alimentar
apresentava relacdo direta com a evolucdo da esteatose hepatica [55, 64].

Outro estudo realizado com criancas e adolescentes portadoras de DHGNA,
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também com o intuito de tracar o padrao dietético dos portadores da doenca,
mostrou baixa ingestdo de vitaminas C e E, além da relacdo entre niveis
séricos elevados de &cido urico e consumo de frutose na dieta, ingerida pelo
consumo dos produtos industrializados adogcados com xarope de milho que é

rico em frutose, como salgadinhos, cereais matinais e biscoitos [63, 65].
1.4. JUSTIFICATIVA

A relacdo de causa/efeito entre a hipertensdo e a doenca hepatica, em muitos
individuos, parece ser a sindrome metabolica. E comprovado que o alto
consumo de frutose por um longo periodo causa alteracfes metabdlicas em
humanos e em animais de experimentacéo. Considerando isto, e o fato de que
0 consumo excessivo de frutose ocorre tanto em individuos normotensos como
em hipertensos, levantamos a hipétese de que a ingestdo excessiva de frutose
em ratos espontaneamente hipertensos pode ter um impacto pior quando
comparado aos ratos normotensos. Assim, NOS propusemos a investigar os

efeitos da ingestao cronica de frutose em ratos normotensos e hipertensos.

Os resultados desse estudo irdo permitir avancar no conhecimento dos efeitos
do consumo excessivo de frutose associado a hipertensdo essencial e a
possivel relacgdo com o desenvolvimento da esteatose hepatica. Esse
conhecimento ajudara na validacdo do cuidado com o consumo de
industrializados com adicdo de frutose e na compreensdo do curso de
desenvolvimento das alteragbes metabdlicas produzidas pela ingestdo de

grandes quantidades deste acucar.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da dieta cronica com frutose no desenvolvimento das
alteracdes metabdlicas e da doenca hepética gordurosa nao-alcodlica em ratos

normotensos e hipertensos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar se a dieta cronica com frutose em animais normotensos e hipertensos:

I.  Acelera o desenvolvimento da hipertensao arterial;
II.  Influencia na deposicéo de gordura abdominal;

Ill.  Acelera o desenvolvimento da doenca hepética gordurosa nao-alcoolica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO E DELINEAMENTO DO ESTUDO

Os animais submetidos ao estudo foram condicionados em uma sala
apropriada para criagao de animais, com condi¢des de temperatura, umidade e
ciclo claro-escuro rigorosamente controladas. Os protocolos associados a essa
pesquisa foram previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de

Animais (UFES-ES), sob projeto n° 045/2014.

Ratos Wistar e ratos espontaneamente hipertensos (SHR) machos,
provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Espirito Santo, com seis semanas de idade, foram divididos
aleatoriamente em grupos experimentais: dois grupos Wistar e dois grupos

SHR, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Grupos experimentais, amostra utilizada por grupo e descricdo do

tratamento que foi realizado em cada grupo

GRUPO EXPERIMENTAL N DESCRICAO DO TRATAMENTO

32 Os animais foram tratados com
Controle Wistar (C) racdo padrdo e 4agua (grupos
32 controle) e racdo padrao e frutose
Frutose Wistar (F) 10% em agua potavel (grupos

frutose), por seis semanas [25].
32

Controle SHR (SHR-C)

Frutose SHR (SHR-F) 32
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Os animais foram pesados antes do inicio do protocolo e semanalmente, até a
sexta semana. Foram condicionados em gaiolas higienizadas adequadamente

e com no maximo quatro animais por gaiola.

AVALIACAO DA INGESTAO DE AGUA E RACAO E DO VOLUME URINARIO

Avaliacdes do consumo de agua e racdo, e coleta do volume urinério foram
realizadas no inicio e a cada 15 dias durante o protocolo. Os animais foram
individualmente colocados em gaiolas metabdlicas (TECNIPLAST, ITALIA) por
24 horas, apés um periodo de adaptacdo de 24 horas [38]. O consumo de
racdo foi avaliado em balanca com precisdo de 0,1 gramas. O volume de agua

e de urina foi medido em proveta com preciséo de 0,5 ml.

A determinacdo da quantificacdo de sddio e potassio foi realizada por meio da
utilizacdo de eletrodos ion seletivos (ISE) e a excrecdo destes ions foi

calculada com base no volume excretado em 24 horas.
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Figura 2. Gaiola metabdlica utilizada para quantificar consumo de racao, ingestédo de
liquido e excrec¢do urinaria.

3.3. MEDIDAS NAO INVASIVAS DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

A presséo arterial sistolica (PAS) foi medida em 4 momentos durante o
protocolo experimental: inicio e a cada quinze dias até a sexta semana do

estudo.

As medidas foram obtidas em animais livres de efeito anestésico ou
analgésico, por meio de método indireto ndo invasivo. Em um pletismégrafo, os
animais foram acondicionados em uma camara aquecida, com um cuff de pulso
pneumatico acoplado na regido proximal da cauda. Um esfigmomandmetro foi
insuflado e desinsuflado automaticamente, e o valor da pressao arterial
sistélica (PAS) foi obtido através dos sinais do transdutor acoplado a um
computador [66-68]. Ao menos 5 medidas validas foram obtidas de cada

animal, e o valor de PAS foi dado como a média entre essas 5 medidas. Todos



3.4.

33

0s animais foram adaptados ao procedimento por 5 dias antes da obtencéo de

registros.

GLICEMIA EM JEJUM, TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE E TESTE DE

SENSIBILIDADE A INSULINA

A glicemia foi avaliada antes do inicio do estudo e a cada quinze dias até o final
do estudo (basal, 15 dias, 30 dias e 45 dias). O animal foi submetido ao jejum
por um periodo de aproximadamente 12-14 horas, no periodo noturno, antes
da realizacao do teste. Isso por que o animal escolhido para o estudo possui
hébitos noturnos, entéo, o intuito do jejum neste horério foi o de privar, de fato,
o animal da dieta, considerando que durante o dia o consumo de solucao de

frutose e racéo é reduzido [61].

O teste de tolerancia a glicose foi realizado em 50% dos animais de cada grupo
e o teste de sensibilidade a insulina nos outros 50%. Estes testes foram
realizados ao final das seis semanas do estudo e consistem, respectivamente,
na afericdo das variagdbes na glicemia apos administracdo de glicose (2 mg/Kg)
por via intraperitoneal, nos tempos 5, 10°, 15, 20’, 30°, 60’, 90’ e 120’ apds a
administracdo; e na afericdo das variagdes da glicemia apos a administracao
de insulina (insulina regular, Lilly France SAS) via intraperitoneal (1 U/Kg), nos
tempos 5’, 10°, 15, 20°, 30°, 60’, 90’ e 120’ apdés a administragcdo. Para a
afericdo dos valores de glicemia,foi utilizado um glicosimetro (ACCU-CHEK,

Roche, Alemanha). O teste de tolerancia a glicose foi realizado apos jejum de
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12-14 horas, e o teste de sensibilidade a insulina foi realizado apds jejum de 6

horas [25, 65].

3.5. COLETA DE SANGUE E VISCERAS

Ao final do protocolo de 6 semanas, os animais foram submetidos a eutanésia
por sobrecarga anestésica. Antes, foi realizada coleta de sangue, por puncdo
cardiaca, para analise do perfil lipidico e de enzimas hepéticas. Além disso,
visceras foram pesadas e coletadas para analise posterior. Foram coletados
para pesagem o pulméo, figado, rim, coracdo e gorduras mesentérica,
epididimal e retroperitoneal. Parte do figado foi pesado e guardado para

andlises histologicas posteriores [69,70].

3.6. EXAMES BIOQUIMICOS

Para andlises bioquimicas [36, 70] foi utilizado o Analisador Automatico de
Bioquimica BS120 (Bioclin — Mindray), que segue como principio o método de
espectrofotometria que consiste em um meétodo de analise Optico. Para
determinacdo do colesterol foi utilizado o kit Colesterol Monoreagente K083
(Bioclin — Mindray), para quantificagdo do HDL foi usado o kit HDL Direto KO71
(Bioclin — Mindray), para determinagdo de TGP foi utilizado o kit Transminse
ALT (TGP) Cinética K049 (Bioclin — Mindray), para determinacdo de TGO foi
utilizado o kit Transminse AST (TGO) Cinética K048 (Bioclin — Mindray), para a

quantificacdo de triglicerideos foi utilizado o kit Triglicérides Monoreagente
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K117 (Bioclin — Mindray). Todos os testes realizados tratam-se de testes

enziméaticos colorimétricos.

3.7. HISTOLOGIA

Os figados foram removidos e fixados em solug¢édo de formol tamponado a 4%
durante 48 h, em seguida, cortados transversalmente, com uma espessura de
10 ym em um criostato - 25 ° C (Jung CM 1860, Leica, Wetzlar, Alemanha). As
secgdes foram montadas em laminas e coradas com Oil Red-O-(Sigma-Aldrich
revestidos por gelatina, St. Louis, MO) para a deteccéo de lipidos neutros, para
a analise morfoldgica que foi realizada por um investigador independente. Além
disso, cortes de figado eram embebidos em parafina e seccionados a 5 ym de
espessura, as laminas foram coradas com Picrosirius vermelho para a
coloracdo de colageno especifico, para avaliar o conteldo de coladgeno no
figado. As imagens foram capturadas com uma camera de video (AxioCam
ERc5s, Carl Zeiss, Alemanha) acoplado a um microscopio optico (AX70,
Olympus Corporation, Japdo) usando a objetiva 20 x e a quantificacao foi
realizada utilizando o software Image J. (National Institutes of Health,
Bethesda, EUA). Para cada analise, 8 diferentes cortes por animal foram
aleatoriamente utilizados. Para todas as analises histolégicas e morfométricas
dos grupos experimentais, o examinador néao tinha o conhecimento dos grupos

experimentais.
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3.8. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram apresentados pela média + erro padrdo da média.
Andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores foi utilizada para comparacao
das médias. Em caso de diferenca significativa no teste F, a corre¢cdo de

Bonferroni foi utilizada para comparacdes especificas.

Foram adotados valores de P< 0,05 como sendo estatisticamente significantes.
As anélises estatisticas foram conduzidas com o auxilio do programa SPSS®

(v. 20, Chicago, USA).
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4. RESULTADOS
4.1. PRESSAO ARTERIAL E RESISTENCIA INSULINICA EM RATOS

HIPERTENSOS E NORMOTENSOS

Com o objetivo de estabelecer caracteristicas gerais e parametros de
comparacao entre 0os animais normotensos e hipertensos, os valores obtidos
nas avaliacbes de pressdo arterial sistblica, glicemia em jejum, teste de

tolerancia a glicose e teste de sensibilidade a insulina foram comparados.

4.1.1. Medida ndo-invasiva da pressao arterial sistolica

No inicio do protocolo, os animais hipertensos j4 apresentavam PAS
significativamente mais elevada que os animais normotensos (145,9 =+ 5,6 vs
120,8 + 7,5). No animal hipertenso, a PAS aumentou progressivamente no
decorrer das seis semanas de estudo; progressao esta ndo observada nos

animais normotensos (Figura 3).
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Figura 3. Pressdo arterial de ratos normotensos e hipertensos ao longo de seis

semanas de tratamento. *P< 0,05 vs. ratos Wistar.
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4.1.2. Avaliacdo da glicemia ap6s 12-14 horas de jejum

A avaliagdo dos niveis de glicemia em jejum dos grupos hipertenso e
normotenso foi avaliada antes do inicio do protocolo e a cada duas semanas,
até o final do estudo. Observamos que nos animais hipertensos, os niveis de
glicemia em jejum mantiveram-se ligeiramente inferiores quando comparados
aos animais normotensos, exceto na Ultima afericdo (sexta semana de

acompanhamento) (Figura 4).

100 -
98 -
96 -
94 -
92 -
90 ~
88 -
86 =
84 -

82+ _
804 . —=— Wistar

T * —o— SHR

Basal Semana 2 Semana 4 Semana 6

Glicose (mg/dL)

Figura 4. Glicemia em Jejum de ratos normotensos e hipertensos ao longo de seis

semanas de seguimento. *P< 0,05 vs. ratos Wistar.
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4.1.3. Testes de tolerancia a glicose e de sensibilidade a insulina

pY

Ao final do protocolo experimental, avaliamos a tolerancia a glicose e a
sensibilidade a insulina dos animais normotensos e hipertensos. Para isto o
teste de tolerancia a glicose foi realizado com a aplicacdo de uma injecdo de
glicose (2 mg/kg, ip), apos jejum de 12-14 horas. A Figura 5 apresenta 0 curso
temporal dos niveis séricos de glicose, ap0s a injecdo intraperitoneal. E
possivel observar que os niveis basais de glicemia sdo semelhantes; porém,
apos a infusdo de uma solucao concentrada de glicose, a elevacao nos niveis

glicémicos nos animais hipertensos foi menor que nos animais normotensos.
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Figura 5. Curso temporal dos niveis séricos de glicose, apos injecdo de glicose (2

mg/kg, ip). *P< 0,05 vs. ratos Wistar.
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Para o teste de sensibilidade & insulina, cujo resultado estd apresentado na
Figura 6, os niveis plasméaticos de glicose foram avaliados ap0s a injecao
intraperitoneal de insulina (1 U/kg, ip), nos animais em jejum de 6 horas.
Observamos que os niveis de glicemia ap0s a injecao de insulina foi menor nos

animais hipertensos.
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Figura 6. Curso temporal dos niveis séricos de glicose, apés injecdo de insulina (1

U/kg, ip). # P< 0,05 vs. ratos normotensos.
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4.2.EFEITOS DA ALTA INGESTAO DE FRUTOSE SOBRE A INGESTAO DE
AGUA E ALIMENTOS E PESO CORPORAL DE RATOS NORMOTENSOS

E HIPERTENSOS

4.2.1. Consumo alimentar e energético

Com o objetivo de avaliar a ingestdo de &agua e alimento dos animais
submetidos ao estudo, os ratos foram condicionados em gaiolas metabdlicas
individuais, antes do inicio do protocolo e a cada duas semanas (Figura 7). Foi
observado um aumento progressivo do consumo de ragdo nos grupos controle,
tanto normotensos quanto hipertensos (Figura 7A). Porém, nos grupos que
receberam solucdo de frutose 10%, nao houve alteragdo no padrdao de
consumo alimentar durante as seis semanas de tratamento. Em contra partida,
quando analisamos o consumo de &gua, notamos que 0s animais tratados
cronicamente com frutose apresentaram aumento significativo na ingestao da
solugdo de frutose quando comparados aos seus respectivos controles,
tratados com agua (Figura 7B). Com as alteracfes observadas no consumo de

racdo e agua, fez-se necessario avaliar o consumo energético.

O consumo energético foi calculado com base na ingestdo diaria de ragcéao e
ingestao de frutose. O consumo energético foi significantemente maior nos
animais que receberam frutose, tanto em normotensos e hipertensos, no ultimo

periodo de analise (Figura 7C).
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Figura 7. Ingestdo de 4gua e alimento dos animais submetidos ao estudo. (A)
Consumo diario de ragcdo dos grupos normotenso e hipertenso controle e normotenso
e hipertenso frutose. (B) Consumo diério de dgua ou solucdo de frutose dos animais
normotensos e hipertensos dos grupos controle e frutose. (C) Consumo energético de
animais normotensos e hipertensos dos grupos controle e frutose. As comparacdes
foram realizadas entre 0s grupos entre 0s grupos controle e frutose da mesma
linhagem. # P< 0,05 ratos controle vs. ratos frutose normotensos.* P< 0,05 ratos

controle vs. ratos frutose hipertensos.

4.2.2. Andlise temporal do ganho de peso em animais normotensos e

hipertensos submetidos a dieta cronica com frutose

A curva temporal de ganho de peso esta apresentada na Figura 8. A diferenca
de peso observada entre os animais hipertensos e normotensos ja era
esperada, visto que os animais hipertensos sao naturalmente menores que 0s

animais normotensos em todos os periodos da vida [12].

Apesar das diferencas encontradas no padrdo de consumo energético entre 0s
animais submetidos ou ndo a dieta cronica com frutose, ndo foram observadas
alteracOes significativas associadas ao tratamento com frutose no ganho de

peso dos animais (Figura 8).
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Figura 8. Evolucdo do peso corporal dos animais normotensos e hipertensos

dos grupos controle e frutose.
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4.2.3. Excrecao urinaria de Na* e K*

O padréo de ingestao alimentar observado nos grupos tratados com frutose
provocou reducéo significativa da excregdo de Na” (Figura 9A) e K* (Figura 9B)
urinério. Este padréo de ingestdo de alimentos foi observado tanto em animais

hipertensos quanto em normotensos.
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Figura 9. (A) Excrecéo de sodio urinario em 24 horas (B) Excreg¢ao de potassio
urinario. # P < 0,05 ratos hipertensos vs. re normotensos. * P < 0,05 ratos

hipertensos vs. ratos normotensos, sob ingestao de frutose.
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4.3. EFEITOS DA ALTA INGESTAO DE FRUTOSE SOBRE A PRESSAO
ARTERIAL, GLICEMIA EM JEJUM, TOLERANCIA A GLICOSE E
RESISTENCIA A INSULINA DE RATOS NORMOTENSOS E

HIPERTENSOS

4.3.1. Efeitos da dieta cronica com frutose sobre a PAS de animais

normotensos e hipertensos

Com o objetivo de avaliar os efeitos da dieta rica em frutose sobre a PAS em
ratos normotensos e hipertensos, a PAS foi aferida de forma nao-invasiva em
guatro momentos o longo do estudo. Observamos que seis semanas sob alta
ingestao de frutose ndo foram suficientes para promoverem alteragdes na PAS

de animais normotensos e hipertensos (Figura 10).
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Figura 10. Presséo arterial de ratos normotensos e hipertensos, dos grupos controle e

frutose, ao longo de seis semanas de tratamento.
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4.3.2. Avaliacdo da glicemia de jejum, tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina em animais normotensos e hipertensos apds ingestao crénica

de frutose

A glicemia foi avaliada apds jejum de 12-14 horas, conforme descrito na
metodologia. Como pode ser observado na Figura 11, a ingestdo cronica de
frutose aumenta de forma sustentada a glicemia tanto em animais hipertensos

COMoO em animais normotensos.
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Figura 11. Glicemia em Jejum de ratos normotensos e hipertensos ao longo de seis
semanas de tratamento. # P< 0,05 vs. ratos normotensos. *P< 0,05 vs ratos

hipertensos, sob ingestéo de frutose.
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A Figura 12A, que representa o curso temporal dos niveis séricos de glicose
apos injecdo de glicose (2 mg/kg, ip) mostra que os animais submetidos a dieta
cronica com frutose apresentam menor tolerancia a glicose, uma vez que 0s
niveis de glicemia apresentados em cada ponto da curva estdo mais elevados

gue seus respectivos controles.

A &rea abaixo da curva confirma que a dieta rica em frutose aumenta menor

toleréncia a glicose (Figura 12B).
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Figura 12. (A) Curso temporal dos niveis séricos de glicose, ap0s injecdo de
glicose (2 mg/kg, ip). (B) Area abaixo da curva, dos niveis séricos de glicose,

apos injecao de glicose (2 mg/kg, ip)* P< 0,05 vs ratos controle.
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Foi também realizado o teste de sensibilidade a insulina, apds a injecéo
intraperitoneal de insulina (1 U/kg, ip) nos animais em jejum de 6 horas.
Observamos que o0s animais tratados com frutose, independentemente se
normotensos ou hipertensos, apresentaram menor sensibilidade a insulina,
apresentando valores de glicemia mais elevados durante toda a curva quando

comparados aos respectivos controles (Figura 13A e 13B).
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Figura 13. (A) Curso temporal dos niveis séricos de glicose, apds injecao de
insulina (1 U/kg, ip). (B) Area abaixo da curva, dos niveis séricos de glicose,

apos injecao de insulina (1 U/kg, ip). * P< 0,05 vs ratos controle.
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4.4. EFEITOS DA ALTA INGESTAO DE FRUTOSE SOBRE A MASSA
MAGRA E DEPOSICAO DE GORDURA CORPORAL DE ANIMAIS

NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

4.4.1. Avaliacdo da massa magra em animais normotensos e hipertensos

submetidos a dieta crbnica com frutose

Para analise da alta ingestdo de frutose sobre a massa magra dos animais
submetidos ao estudo, foram coletados os musculos gastrocnémio e peitoral

maior dos ratos apds seis semanas de tratamento.

E possivel observar na Figura 13 que os animais hipertensos possuem o
volume de massa magra significativamente menor que 0s animais
normotensos, observado pelo peso do muasculo peitoral nos animais
hipertensos ser ligeiramente menor (sem diferenga estatisticamente
significante) que dos animais normotensos (Figura 14A). Além disso, o musculo
gastrocnémio foi significativamente menor nos animais hipertensos (Figura
14B). No entanto, a alta ingestdo de frutose por seis semanas ndo provocou

alteracdes na massa magra dos animais estudados.
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Figura 14. Massa magra de animais normotensos e hipertensos submetidos ao
estudo. (A) Musculo Gastrocnémio de animais normotensos e hipertensos dos grupos
controle e frutose. (B) Muasculo Peitoral de animais normotensos e hipertensos dos

grupos controle e frutose. * P< 0,05 vs ratos normotensos.
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4.4.2. Efeitos da dieta crébnica com frutose na deposicao de gordura visceral

em animais normotensos e hipertensos

Como observado na Figura 15, os animais normotensos submetidos a dieta
rica em frutose apresentam deposicdo de gordura abdominal total
significativamente maior que seus controles. Além disso, o0s animais
normotensos apresentam acumulo de gordura significativamente maior que 0s
animais hipertensos. Porém, o tratamento com frutose ndo alterou

significativamente a deposicdo de gordura visceral em animais hipertensos

(Figura 15).
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Figura 15. Deposicdo de gordura abdominal total de animais normotensos e

hipertensos submetidos ao estudo. * P< 0,05 vs ratos normotensos controle.
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Também foi avaliada a deposicdo especifica de gordura visceral dos animais
submetidos ao tratamento de seis semanas. A coleta de gordura foi realizada
em trés diferentes sitios: epididimal (Figura 16A), mesentérica (Figura 16B) e
retroperitoneal (Figura 16C). Em animais normotensos, a dieta cronica com
frutose aumentou significativamente a deposicdo de gordura em todos os 3
sitios avaliados (Figura 16 A — C). Esse aumento, porém, ndo foi observado em

animais hipertensos.
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Figura 16. Deposi¢do de gordura abdominal de animais normotensos e hipertensos
submetidos ao estudo. (A) Deposicao de gordura epididimal de animais normotensos e
hipertensos dos grupos controle e frutose. (B) Deposi¢cao de gordura mesentérica de
animais normotensos e hipertensos dos grupos controle e frutose. (C) Deposicéo de
gordura retroperitoneal de animais normotensos e hipertensos dos grupos controle e

frutose.* P< 0,05 vs ratos normotensos controle.
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4.5. EFEITOS DA ALTA INGESTAO DE FRUTOSE SOBRE PARAMETROS

PLASMATICOS DE ANIMAIS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

A dieta cronica com frutose por seis semanas causou alteracdes em diversos
parametros plasmaticos dos animais normotensos e hipertensos, apresentadas

na Tabela 2.

As seis semanas de tratamento com a dieta cronica de frutose foi suficiente
para aumentar significativamente os niveis plasméaticos de triglicerideos. Os
niveis séricos de glicose, como ja relatado anteriormente neste trabalho,
também foram aumentados em animais normotensos e hipertensos apos dieta
cronica com frutose. Além disso, a sobrecarga de frutose ndo modificou os
niveis de colesterol total nos animais normotensos. J4 0s animais hipertensos
submetidos a alta ingestao de frutose, houve uma elevacédo significativa dos
niveis plasmaticos de colesterol. Nao foram observadas altera¢cdes nos niveis

de HDLc.

Sobre os niveis das transaminases hepaticas, AST e ALT, a dieta crénica com
frutose ndo foi suficiente para provocar alteragbes significativas nos niveis
plasmaticos destas enzimas. Porém, os animais hipertensos apresentam niveis
séricos aumentados de ALT quando comparados aos normotensos, mas sem

influéncia da frutose nesse resultado.
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TABELA 2. Parametros plasmaticos de animais normotensos e hipertensos,

apos seis semanas de tratamento com dieta rica em frutose

WISTAR SHR

Controle Frutose Controle Frutose
Glicemia (mg/dL) 9312 127+2* 9312 12713t
Colesterol 75.245.6 68.5+7.1 63.3+3.1 76.1+3.31
(mg/dL)

25.5+1.4 26.6+2.7 24.1+0.8 26.8+16.5
HDLc (mg/dL)

105+13.5 286.4156.3* 41.8+1.6# 101.8+6.2%
Triglicerideos

66.4+7.5 69.2+3.4 169.9+15.3# 195.8+26.9
(mg/dL)

43.8+5.2 36.9+1.6 50.8+3.3 53.5+3.7
ALT (U/L)
AST (U/L)

# P< 0,05 vs.

ratos normotensos.

* P< 0,05 ratos normotensos Vs

hipertensos.1P< 0,05 vs. ratos hipertensos controle.

ratos
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4.6. EFEITOS DA ALTA INGESTAO DE FRUTOSE SOBRE PESO DOS

ORGAOS DE ANIMAIS NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

Foram coletados ventriculos, rim, figado e pulmdes. A tibia foi coletada para a

correcdo dos valores (Tabela 3). Os animais hipertensos apresentaram

comprimento da tibia, peso dos ventriculos e do rim naturalmente menores que

0S animais normotensos, e o tratamento de seis semanas com a dieta rica em

frutose nédo foi suficiente para causar alteracdes nos pesos destes 6rgdos. Nao

foi encontrada diferenca no peso dos pulmdoes.

TABELA 3. Peso dos 6rgdos de ratos normotensos e hipertensos apés seis

semanas de tratamento com alta ingestao de frutose.

WISTAR SHR

Controle Frutose Controle Frutose
Tibia (cm) 4,10+0,02 4,11+0.03 3,69+0,02# 3,63%+0,02
Ventriculos/tibia 0,256+0,017 0,238+0,014 0,216%0,005# 0,222+0,007
(g/cm)

0,274+0,011 0,260+0,008 0,217+0,0044# 0,202+0,004

Figadol/tibia (g/cm)

2,40+0,18 3,31+0,17* 2,11+0,04 2,660,081
Rim/tibia (g/cm)

0,36+0,01 0,37+0,01 0,39+0,01 0,39+0,01

Pulmdesi/tibia(g/cm)

# P< 0,05 vs. ratos normotensos. * P< 0,05 ratos normotensos vs ratos hipertensos.

1P< 0,05 vs. ratos hipertensos, sob ingestao de frutose.
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4.7. EFEITO DO CONSUMO CRONICO DE FRUTOSE NA INDUCAO DE
DOENGCA HEPATICA GORDUROSA NAO — ALCOOLICA EM ANIMAIS

NORMOTENSOS E HIPERTENSOS

Para andlise do efeito do consumo de frutose por seis semanas na indugéo da
doenca hepatica gordurosa ndo-alcoolica, foi realizada aanalise histologica do
figado com intuito de avaliar a deposi¢do de gordura e fibrose no érgao dos

animais submetidos ao tratamento por seis semanas.

4.7.1. Efeito da frutose na deposicdo de gordura no figado de ratos

normotensos e hipertensos

A alta ingestdo de frutose em animais normotensos ndo promoveu aumento na
deposicao de gordura hepética. Porém, ao avaliarmos os animais hipertensos,
observamos que a dieta rica em frutose foi suficiente para aumentar a
deposicdo de gordura no figado destes animais quando comparados ao seu
grupo controle e ao grupo normotenso (Figura 17).
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Figura 17. Efeito do consumo crénico de frutose na inducao de doenca hepatica
gordurosa nao - alcodlica. Imagens histologicas representativas de tecido de figado
coradas com Vermelho de Oleo O, de ratos normotensos e hipertensos submetidos a

dieta rica em frutose foram. Escala : 50 mm . * P< 0,05.
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4.7.2. Efeito da frutose na inducao de fibrose intersticial no figado de animais

normotensos e hipertensos

A dieta cronica com frutose por seis semanas promoveu aumento da fibrose
hepatica nos animais hipertensos, mas ndo nos animais normotensos. Nos

animais normotensos, a frutose ndo promoveu proliferacao de fibrose no figado

SHR

(Figura 18).
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Figura 18. Efeito do consumo crénico de frutose na inducao de doenca hepatica
gordurosa nao - alcodlica. Imagens histolégicas representativas de tecido de figado
coradas com com Picrosirius red ( painel inferior ) de ratos normotensos e hipertensos

submetidos a dieta rica em frutose foram. Escala : 50 mm . * P< 0,05
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5. DISCUSSAO

5.1. DIFERENCAS ENTRE WISTAR E SHR

Animais Wistar e SHR s&o naturalmente diferentes quanto ao peso corporal,
pressdo arterial, fatores que independem da dieta ou tratamento ofertado.
Mesmo com as diferengas naturais, os animais Wistar s&o frequentemente

utilizados como controle normotenso de animais SHR [69-71].

Para desenvolvimento deste trabalho foram utilizados ratos Wistar, como
modelo de animal normotenso, e ratos SHR, que é um modelo amplamente
utilizado para a identificacdo de parametros hemodinamicos e metabdlicos
alterados no estado hipertensdo. Diferencas esperadas foram encontradas ao
compararmos 0s animais dos grupos controles normotenso e hipertenso: os
ratos SHR apresentaram presséo arterial basal mais elevada que os animais
normotensos e esse efeitofoi sustentado durante as seis semanas de
tratamento. Assim como 0 peso corporal menor que 0s animais normotensos.
Esses dados vdo ao encontro do que € descrito na literatura [19, 36]. Estas
diferencas independem da dieta que foi oferecida aos animais no decorrer do

estudo.

Outros parametros também apresentaram diferenca, os animais hipertensos
apresentam glicemia em jejum ligeiramente inferior a dos animais normotensos.
Assim como acontece no teste de tolerancia a glicose e na curva de
sensibilidade a insulina. Diferencas também foram encontradas na ingestao
calorica, niveis séricos de triglicerideos e deposicao de gordura abdominal [19,

20, 72].
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A resisténcia a insulina em animais SHR vem sendo relacionada a uma
mutacdo génica no quarto cromossomo, com menor expressao do gene
responsavel pela determinagdo do transporte de acidos graxos [94, 95]. Outra
hipotese € de que a alteracao relatada nestes animais esteja relacionada com o
aumento da atividade adrenérgica presente, que induz a redugcdo da
sensibilidade a insulina por provocar a inibicdo da expressao do receptor de
insulina e interferir na translocacdo do GLUT 4, ocasionando assim

hiperinsulinemia [96].

5.2. EFEITOS DA FRUTOSE SOBRE GLICEMIA, INTOLERANCIA A

GLICOSE E SENSIBILIDADE A INSULINA

O principal fator de risco associado ao diabetes, a sindrome metabdlica tem
etiologia multipla. Decorre da falta de insulina e/ou da incapacidade da insulina
de exercer adequadamente seus efeitos, culminando com hiperglicemia cronica
e disturbios do metabolismo dos carboidratos, lipidios e proteinas [73], além do
desenvolvimento de hipertenséo arterial [74, 75]. InUmeros estudos comprovam
a relacao positiva entre a ingestao de dietas ricas em agucar com a reducao da
tolerancia a glicose e com o diabetes [74, 75]. O United Kingdom Prospective
Diabetes Study (UKPDS), estudo que investigou se o controle rigoroso da
glicemia e da hipertensédo era capaz de reduzir as complicacdes do diabetes,
além da mortalidade por doencas cardiometabdlicas, apontou que de fato o
controle da destes parametros é fundamental para a reducédo da morbidade e

mortalidade relacionada ao DM [73, 75].
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Diversos estudos avaliaram as alteragdes glicémicas promovidas pela ingestao
de dietas ricas em frutose por animais de experimentacdo, apontando, assim
como em no nosso estudo, que a dieta ofertada foi capaz de promover
aumento sustentado da glicemia dos animais tratados com solugcéao de frutose
[34, 54, 56, 61, 69]. Em um estudo realizado por Cheng et al (2014), com
animais Wistar submetidos a 13 semanas de tratamento com dieta rica em
frutose, demonstrou que estes animais tiveram aumento da glicemia em jejum.
Estes dados vao ao encontro dos resultados apresentados por Behr-Roussel et
al (2008), que apresentou que animais Wistar submetidos a 9 semanas de
tratamento com dieta rica em frutose apresentaram aumento da glicemia em

jejum.

A frutose é metabolizada no figado, e sua entrada nas células desse 6rgao é
mediada pela proteina carreadora GLUT2. No hepatdcito, a frutose da origem
h& dois compostos, diidroxiacetona e gliceraldeido-fosfato, que podem seguir
trés vias distintas: dando origem ao piruvato e liberando energia; ser reduzida
até glicerol, necessério para a sintese de lipideos; ou dar origem a glicose ou
glicogénio, aumentando desta forma a oferta de glicose ao organismo, sem

estimulo da insulina, aumentando os niveis glicémicos [26-28].

Com relacéo a tolerancia do organismo aos altos niveis de glicose, os animais
normotensos apresentam niveis mais elevados de glicemia apos a injecao
intraperitoneal de glicose. Resultados semelhantes foram encontrados por
alguns autores que objetivaram avaliar os efeitos da dieta rica em frutose em
animais normotensos [54, 56, 59]. Além de manter sustentada uma elevada

glicemia em jejum, estes animais apresentaram niveis elevados de glicemia no
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teste de tolerancia a glicose [59, 54, 56]. Nossos dados vdo ao encontro dos
resultados apresentados por Axelsen et al (2010), que acompanhou durante 6,
12, 18, 24, 36 e 48 semanas, animais Sprague-Dawley tratados com frutose.
Os animais tratados apresentaram niveis mais elevados que seus controles
tanto no teste de tolerancia a glicose, quanto no teste de sensibilidade a

insulina.

A insulina induz a absorgcdo de glicose em tecidos sensiveis a insulina, tais
como o musculo esquelético, gordura e do coracdo. O aumento da ingestao de
alimentos ricos em acucar prejudica a oxidacdo dos acidos graxos com o
redirecionamento da cadeia longa acil coenzima, favorecendo a sintese de
triglicerideos. O acumulo de gordura leva a esteatose hepética, desequilibrio na
disponibilidade de acidos graxos livres e prejuizo oxidativo na capacidade das
mitocondrias. Este efeito prejudica a sinalizacdo da insulina e previne a

translocagdo de GLUT4, levando a resisténcia a insulina. [76].

5.3. OS EFEITOS DA DIETA RICA EM FRUTOSE SOBRE A PRESSAO

ARTERIAL

Considerando que a presséo arterial elevada € um componente essencial da
sindrome metabdlica, ndo € surpreendente que grande parte dos portadores
desta sindrome apresentem hipertensdo arterial. Por exemplo, o estudo
Pressioni Arteriose Monitorate e Loro Associazioni (PAMELA), realizou um
estudo populacional que revelou que valores elevados de pressao arterial estdo

presentes em 80% dos individuos portadores da sindrome metabdlica [77].
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A dieta rica em acuUcar, em especial a frutose, induz alteragbes metabdlicas
caracterizadas pelo aumento nos niveis plasméticos de triglicerideos,
hiperglicemia, elevagdo da presséo arterial sistolica, resisténcia a insulina e

aumento do peso corporal [78].

Diversos estudos sugerem que 0 consumo excessivo de frutose por animais de
experimentacdo é precursor de uma sindrome parecida com a sindrome
metabdlica descrita para humanos [79]. O modelo animal para retratar os
efeitos da ingestdo cronica de frutose tem se mostrado um importante
instrumento para a compreensdo das alteracdes metabdlicas causadas por

este tipo de dieta e o curso temporal desta doenca [80].

A associagao entre o consumo de frutose e pressao arterial foi relatada em um
estudo, em humanos, em que um aumento progressivo de 26, 30 e 77% na
ingestao de frutose, elevou a presséao arterial para 135/85, 140 /90, e 160/100
mmHg, respectivamente [81]. No presente estudo, 6 semanas de ingestao de
frutose néo foi suficiente para alterara a pressao arterial de ratos normotensos
e hipertensos. Ainda ha discordancia com o que diz respeito ao aumento de
pressdo e o tempo de tratamento com frutose necessario para inducdo de
hipertensdo. Um estudo realizado por Cheng et al.(2014) usando animais
normotensos tratados 13 semanas com dieta rica e frutose, relatou aumento
significativo da presséo arterial, aléem das alteracdes de outros parametros
metabolicos [45]. Em outro estudo realizado por Behr Roussel et al.(2008),
apos 9 semanas de tratamento, mostrou aumento significativo da pressao
arterial nos animais tratados com frutose quando comparado aos demais

grupos do estudo [36]. Porém, Garcia et al. (2013) observaram que 8 semanas
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de tratamento com frutose nao foi suficiente para alterar os niveis de presséo

arterial de ratos Wistar [70].

O mecanismo pelo qual a ingestdo cronica de frutose levaria a alteracdo da
pressdo arterial ainda ndo estéd bem esclarecido. Estudos relatam que a dieta
rica em frutose sustentada poderia levar a estimulacdo no sistema nervoso
simpético, ocasionando aumento da PA [82], bem como poderia causar
disfuncdo endotelial, que pode levar ao aumento da pressao arterial [36]. Além
de produzirem aumento os niveis plasméaticos de insulina, alguns estudos,

relatam que esta condig&o levaria a indug&o da hipertenséo [82].

O Estudo Internacional de macro/micronutrientes avaliou 2696 individuos com
idades entre 40 e 59 anos, com o intuito de relacionar a associagao entre o
consumo de aclUcar (em especial a frutose) em bebidas adocicadas e a
elevacdo da presséo arterial. Os dados sugeriram que a ingestao de frutose foi
maior nos individuos que consumiam mais de 355 mL/dia de bebidas adogadas
e que os consumidores tinham o indice de massa corporal maior que 0s

participantes que nao consumiam este tipo de bebida [83].

5.4. EFEITOS DA FRUTOSE SOBRE O GANHO DE PESO CORPORAL E O

ACUMULO DE GORDURA VISCERAL

Os nossos resultados mostram que 6 semanas de ingestdo de uma dieta rica
em frutose ndo foi suficiente para causar alteracdes significativas no peso
corporal em comparagdo com 0 grupo controle da mesma linhagem, uma vez

gue o consumo energético foi semelhante entre os grupos durante o estudo.
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Nossos dados sao coerentes com o estudo de Ruzzin et al. [84] que relataram
um aumento no consumo energético, sem aumento de peso em ratos que
foram submetidos a uma dieta rica em frutose ou sacarose. Para que 0s
animais mantivessem o consumo energético dentro dos limites normais, 0s
animais tratados com frutose diminuiram a ingestdo de alimentos. Como
consequéncia, a excrecao de sbdio e potassio em 24 horas também foi
reduzida, o que poderia explicar em parte a estabilidade da presséo arterial ao
longo das seis semanas de estudo. Embora a ingestéo reduzida de alimentos
justifique tal efeito sobre a excrecdo de Na’e K, foi também sugerido que os
ratos alimentados com frutose tém um aumento da absorcdo de Na' no
intestino delgado e no tdbulo proximal renal, estimulando a troca Na*/H" [85,

86].

Existem alteragcbes humorais induzidas pela sobrecarga de frutose. Estudos
demonstram que a sobrecarga de frutose promove aumento da expressao de
receptores nos vasos e niveis plasmaticos de angiotensina Il [97-99]. Em um
estudo realizado em 2006, por Farah e colaboradores, a sobrecarga de frutose
na alimentacdo de camundongos, resultou no aumento nos niveis plasmaticos
de Angio Il e no aumento da producéo de aldosterona, que atua na reabsorcao
renal de sodio [100]. Com relacdo a excrecdo de sodio e potassio o efeito
observado se da diretamente pela reducdo da absorcéo intestinal e pelo

aumento da reabsorcéo renal.

De acordo com os resultados observados neste estudo, o0s animais
normotensos apresentaram acumulo de gordura abdominal maior do que

aquela observada em animais hipertensos, e que a dieta rica em frutose torna
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esta diferenca muito mais acentuada. O aumento da obesidade abdominal é
um marcador chave da sindrome metabdlica. Alguns mecanismos poderiam
explicar o aumento da deposi¢cédo de gordura em animais normotensos e nao
nos hipertensos. Primeiro, ratos normotensos e hipertensos de mesma idade
tem uma clara diferenca na massa corporal, tal como observado na curva de
ganho de peso, além do peso do gastrocnémio. Além disso, os ratos SHR
apresentam uma hiperatividade do sistema nervoso simpdtico. Este efeito é
conhecido por possuir uma atividade lipogénica aumentada, o que poderia

evitar a acumulo de gordura abdominal [87].

Nossos dados vao ao encontro do estudo realizado por Thomassim et al
(2010), que apresentou que animais tratados com frutose durante 9 semanas
apresentam aumento da deposicdo de gordura abdominal. Além disso, a
frutose € precursora de gorduras, o consumo excessivo de frutose leva a
formacao de quantidades elevadas de acetil-CoA, 0 que aumenta a biossintese
de &cidos graxos, provocando acumulo de gordura corporal [88]. Como descrito
anteriormente, a frutose apos ser metabolizada pelo figado gera dois
compostos que podem seguir trés vias distintas, dando origem a piruvato, dar
origem a glicose ou glicogénio ou serem reduzidas até glicerol, necessario para

a sintese de lipideos [26-28].

A alta ingestdo de frutose em ratos normotensos aumentou a deposicdo de
massa de gordura visceral sem alterar a massa magra, como observado pelo
peso do musculo peitoral e gastrocnémio. Nossos dados apontam que,
naturalmente, os animais SHR possuem massa magra menor que 0S animais

Wistar, assim como menor quantidade de gordura. Esta condicdo nao foi
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alterada pela dieta ofertada. Salvo nos animais normotensos, nos quais a dieta
rica em frutose induziu aumento da deposi¢édo de gordura abdominal quando

comparados ao grupo controle.

5.5. EFEITOS DA FRUTOSE SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS E

PERFIL LIPIDICO

Nossos resultados demonstram que a dieta cronica com frutose por seis
semanas causou alteracfes em diversos parametros plasmaticos dos animais
normotensos e hipertensos. O periodo de tratamento foi suficiente para
aumentar significativamente os niveis plasmaticos de triglicerideos e niveis
séricos de glicose. J& os animais hipertensos submetidos a alta ingestdo de
frutose, houve uma elevacao significativa dos niveis plasméaticos de colesterol.
Ndo foram observadas alterac6es nos niveis de HDLc. A dieta crdnica com
frutose nao foi suficiente para promover alteragdo nas enzimas transaminases
hepaticas, AST e ALT. Porém, os animais hipertensos apresentam niveis
séricos aumentados de AST quando comparados aos normotensos, mas sem
influéncia da frutose nesse resultado. Nossos resultados séo sustentados por
outros estudos que apontam que a dieta rica em frutose € de fato capaz de
promover alteracfes significativas nos niveis de lipideos sanguineos [35, 38,
45, 59, 61]. Cheng et al (2014) demonstrou que animais tratados por 13
semanas apresentam aumentos dos niveis séricos de triglicerideos e

colesterol, concordando com Tran et al (2014), que apresentou que 9 semanas
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de tratamento sdo suficientes para promover aumento dos niveis plasmaticos

de triglicerideos de animais tratados com frutose.

5.6. EFEITOS DA FRUTOSE SOBRE A ESTEATOSE.

As alteragbes promovidas pela dieta rica em frutose podem levar ao
desenvolvimento de uma doenga conhecida como esteatose hepética, que
trata-se de um acumulo de gordura nas células do figado, também conhecida
como infiltracdo ou doenca gordurosa do figado. Existem duas variacfes desta
doenca, a doenca gordurosa alcodlica, induzida pelo uso abusivo de bebidas
alcodlicas e a doenca gordurosa nao alcoolica do figado, que é multifatorial e
ndo tem relacdo com o consumo de alcool [54, 56]. A DHGNA esta associada
com a obesidade, resisténcia a insulina, hipertensdo e dislipidemia, e é
considerada como a manifestagdo da sindrome metabdlica no figado [57].
Estudos mostram que as dietas com alta ingestdo de gordura saturada,
refrigerantes e carne, e baixa ingestdo de micronutrientes essenciais estdo
associadas com um risco aumentado de desenvolver a doenca em questao

[59-62].

Em um estudo realizado em 2011, que teve por objetivo apresentar as
alteracbes hepaticas decorrentes da alta ingestdo de frutose em diferentes
periodos de consumo e desenhos experimentais em ratos Wistar teve como
conclusdo que a frutose é altamente lipogénica, no entanto a inducdo de
DHGNS em modelos cronicos necessita de longos periodos de tratamento [89].
Nosso estudo demonstrou que seis semanas de tratamento ndo séo suficientes
para desenvolver esteatose hepatica em animais normotensos, indo ao

encontro de outros estudos realizados [55, 64, 89].
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Estudos recentes em humanos indicam que a dieta rica em frutose talvez seja
uma causa significativa da DHGNA. O consumo excessivo de frutose tem sido
postulado como tecla inicial para o desenvolvimento da esteatose hepatica. De
acordo com os nossos resultados, foi demonstrado que a alta ingestdo de
frutose por animais hipertensos pode resultar em esteatose hepatica,
acompanhada pela resisténcia a insulina e niveis elevados de triglicerideos no

plasma.

Estes dados séo clinicamente corroborados por Ramsay et. al. [90], que
descobriram que até 15% de todos os homens hipertensos tiveram testes de
func@o hepatica anormais. Além disso, a esteatose hepatica, identificada por
ultrassonografia abdominal, era significativamente mais prevalente em
hipertensos (30,9%) em comparagédo aos controles normotensos (12,7%) [91].
Encontramos também que a fibrose do figado aumentou apenas em ratos

hipertensos que se submeteram a alta ingest&o de frutose.

Pacientes diagnosticados com hipertensdo primaria possuem comumente
outras condicbes associadas, tais como a resisténcia a insulina, adiposidade
visceral, hiperlipidemia, hiperglicemia ou esteatose hepatica. O fato de que
ratos hipertensos terem apresentado a doenca hepatica induzida por frutose
precoce aos animais normotensos pode ser explicado por algumas razdes.
Véarios autores demonstraram que enzimas lipogénicas, como a sintese de
acido graxo e transportadores de acidos graxos livres séo reguladas no figado
do SHR. Além disso, o SHR tem dislipidemia e aumento de acumulo de

lipideos hepéaticos em comparagdo com ratos normotensos. A expressao de
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enzimas antioxidantes é também alterada em figados de ratos SHR, 0s quais

aceleram a leséo do figado [92, 93].
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6. CONCLUSAO

Diante do apresentado durante o estudo e apdés a andlise dos resultados
obtidos, podemos concluir que a dieta crénica com frutose por 6 semanas
causa resisténcia a insulina, eleva os niveis de triglicerideos e aumenta a
deposi¢cdo de gordura abdominal, um conjunto de achados semelhantes aos
encontrados na sindrome metabdlica, sem alterar os niveis pressoricos, em
ambos os grupos. Esses dados sugerem que a resisténcia insulinica e da

obesidade abdominal precedem a elevacao da pressao arterial nesse modelo.

Porém, pode ser observado também que no grupo de ratos naturalmente
hipertensos, especificamente, que foram submetidos a dieta rica em frutose,
além das altera¢cdes comuns as do grupo de animais normotensos submetidos
a mesma dieta, ocorreu a deposicao de gordura intersticial e fibrose hepética.
Sugerindo, desta forma, que o desenvolvimento do distlrbio metabdlico e da
DHGNA induzidos pela ingestdo de frutose pode ser acelerado nos animais

com hipertensao idiopética.

Desta forma, podemos confirmar nossa hipotese inicial como verdadeira, que
considera que a hipertensédo essencial atue como fator que influencia em um
pior prognostico no desenvolvimento da sindrome metabdlica e desordens
hepaticas em animais hipertensos, quando comparados aos animais

normotensos.
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