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RESUMO

A mudanca no padréo alimentar da populagcdo nos ultimos anos, optando por
consumo de industrializados e a escola da industria alimenticia por adocar os
produtos com frutose, parece estar relacionada com o aumento de casos de
alteracbes metabdlicas. Além disso, algumas das alteracdes metabdlicas sédo
fatores de risco, assim como a alimentagdo inadequada, para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e a ocorréncia de eventos
agudos, como o infarto do miocéardio. Nossa hipétese, portanto, € de que o
consumo elevado de frutose por um longo periodo de tempo em animais
normotensos interfere nos parametros hemodinamicos, metabdlicos e na
producado de espécies reativas de oxigénio, apés infarto do miocéardio. Métodos:
ratos Wistar com idade de 6 semanas foram tratados com agua ou frutose
(10%) durante 7 semanas. Na sétima semana, 0os animais dos grupos Frutose
Infarto e Controle Infarto foram submetidos a ligadura da artéria coronaria
descendente anterior esquerda, enquanto 0os animais do grupo Sham Controle
e Sham Frutose foram submetidos a cirurgia ficticia. A partir das cirurgias os
animais de todos os grupos foram tratados com racdo padrdo e agua e
acompanhados por sete dias. A glicemia capilar foi avaliada semanalmente e
ao final do protocolo, os testes de tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina
foram realizados na sétima semana e no sétimo dia ap6s infarto. Foi realizado
cateterismo da artéria femoral, para avaliacdo invasiva da presséo arterial e
frequéncia cardiaca, e da artéria carétida para avaliacdo de parametros
hemodinamicos do ventriculo esquerdo, ambos realizados no sétimo dia apés
infarto. Foram aferidos massa magra, gordura abdominal e peso das visceras.
O sangue dos animais foram coletados para analises bioquimicas e avaliacdo
da producdo de espécies reativas de oxigénio. Resultados: a glicemia
apresentou-se aumentada nos animais que consumiram a dieta com frutose.
Esses animais também apresentaram maior resisténcia a insulina e menor
tolerancia a glicose, com piora apés 7 dias de infarto. Foi identificado aumento
na pressao sistolica do ventriculo esquerdo e reducdo na variabilidade da
frequéncia cardiaca no grupo tratado com frutose. Houve aumento nos niveis
séricos de triglicerideos e na producdo de espécies reativas de oxigénio desse

mesmo grupo. Conclusdes: Demonstramos que a dieta rica em frutose



promove perda de peso ponderal pds infarto, aumento nos niveis de
triglicerideos, na sensibilidade a insulina, na tolerancia a glicose, aumento da
pressao ventricular esquerda apds infarto do miocardio, reducdo da
variabilidade da frequéncia cardiaca e aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio. Nossos resultados sugerem que uma dieta prévia com
frutose interfere nos parametros hemodindmicos, metabdlicos e bioquimicos,
apos infarto do miocéardio, sugerindo prejuizo na adaptacdo do musculo

cardiaco ao infarto do miocardio.

Palavras-chave: Frutose; Infarto do Miocardio; Estresse Oxidativo; Disturbios

Metabolicos; Parametros hemodinamicos.



ABSTRACT

The change in the population's dietary pattern in recent years, opting for the
consumption of industrialized products and the food industry school for
sweetening products with fructose, seems to be related to the increase in cases
of metabolic alterations in the population. In addition, some of the metabolic
changes are risk factors, as well as inadequate nutrition, for the development of
cardiovascular diseases and the occurrence of acute events, such as
myocardial infarction. Our hypothesis, therefore, is that high fructose
consumption for a long period of time in normotensive animals interferes with
hemodynamic and metabolic parameters and in the production of reactive
oxygen species after myocardial infarction. Methods: Wistar rats aged 6 weeks
were treated with water or fructose (10%) for 7 weeks, in the seventh week,
ligation of the left anterior descending coronary artery was introduced, the
treatment with fructose suspended and followed for seven days. Capillary blood
glucose was assessed weekly and at the end of the protocol, glucose tolerance
and insulin sensitivity tests were performed in the seventh week and not the
seventh day after the infarction. Catheterization of the femoral artery was
performed for invasive assessment of blood pressure and heart rate, and of the
carotid artery for assessment of hemodynamic parameters of the left ventricle,
both performed on the seventh day after the infarction. Lean mass, abdominal
fat and visceral weight were measured. And the animals' blood was collected for
biochemical analysis and evaluation of the production of reactive oxygen
species. Results: glycemia was shown to be increased in animals that consume
the fructose diet, these animals also added greater insulin resistance and lower
glucose tolerance, worsening after 7 days of infarction. An increase in left
ventricular systolic pressure and a reduction in heart rate variability were
obtained in the fructose-treated group. There was an increase in serum
triglyceride levels and in the production of reactive oxygen species in this same
group. Conclusions: We demonstrate that a high fructose diet promotes
changes in triglyceride levels, insulin sensitivity, glucose tolerance, increased
left ventricular pressure after myocardial infarction, reduced heart rate variability
and increased production of reactive species of oxygen. Suggesting that a diet

rich in fructose worsens cardiac muscle adaptation to myocardial infarction.



Keywords: Fructose; Myocardial Infarction; Oxidative stress; Metabolic

Disorders; Hemodynamic parameters.
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1 INTRODUCAO

O padréo alimentar da populacdo é variavel (Popkin e Gordon-Larsen, 2004) e
€ considerado fator de risco, quando inadequado, para o desenvolvimento de
doencas cronicas ndo transmissiveis como hipertensdo, diabetes tipo 2,
obesidade, dislipidemias, esteatose hepatica ndo alcéolica. Além disso, quando
a mudanca do padrdo alimentar é adequada, pode auxiliar na prevencao e
controle dessas mesmas doencgas (Popkin e Gordon-Larsen, 2004; WHO,

2014).

Dentre as mudancas no padrao alimentar da populagdo nos ultimos anos, o
aumento de consumo de produtos industrializados, em especial o de bebidas
adocadas com acucar destaca-se com grande importancia na determinacao do
risco cardiometabdlico. Em 2015, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
orientou a reducédo do consumo de alimentos adocados, incluindo as bebidas
adocadas com acucar, intencionando auxiliar na prevencao e tratamento de
uma série de doencas cronicas, como a diabetes mellitus, hipertensédo e
obesidade (WHO, 2015). A motivacdo de a OMS em orientar a respeito da
reducdo do consumo de aclUcar deve-se ao fato de que a alta ingestdo de
alimentos adocados é fator de risco para doencas cronicas ndo transmissiveis,
gue ocupam o primeiro lugar das principais causas de mortes no mundo (WHO,
2014).

A OMS aponta que o consumo de agucares, como a frutose, por exemplo, é
variavel de acordo com faixa etaria e pais (WHO, 2016), sendo a
recomendacdo de que acUcares livres componham, no maximo, 10% da
ingestdo caldrica total (WHO, 2015). Em 2015, Singh e cols., avaliando 187
paises, apresentaram que 184 mil mortes estavam relacionadas com o
consumo exagerado de bebidas adogcadas com agucar. Foram encontradas
como principais doengas associadas a esses 0Obitos: doencas cardiovasculares

e diabetes mellitus (Singh e cols., 2015).
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1.1 DESCRICAO, CONSUMO E METABOLISMO DA FRUTOSE

Humanos tem tendéncia por escolherem dietas agradaveis ao paladar. O doce
€ um sabor que torna o alimento mais palatavel e por isso produtos adog¢ados
tem seu consumo substancialmente aumentado atualmente (Tappy e LE,
2009). Até o século XVIII, o consumo do acucar era extremamente baixo
devido a dificuldade em refind-lo. No entanto, com o desenvolvimento do
comércio entre o0s continentes houve um aumento na exportagcdo e
investimentos em tecnologias que proporcionaram um aumento do consumo de

acucar em aproximadamente 1500% (Litch FO, 2005).

A sacarose, até a década de 60, era 0 agUcar mais utilizado para consumo,
tendo baixo teor de frutose e glicose. Nesse periodo, a industra alimenticia
passou a se dedicar ao desenvolvimento de tecnologias que possibilitassem a
conversdo de (glicose, extraida do amido de milho, por isomerizacdo
enzimatica, em frutose, produzindo produtos como o xarope de milho com alto
teor de frutose (Marshall e Kooi, 1957).

A diferenciacdo da frutose e da glicose, nos compostos de acucar, foi possivel,
nos anos 70, a partir da cromatografia de troca ibnica, possibilitando a
producdo de frutose pura a um menor custo. Em paralelo, descobriu-se
também a capacidade de transformacéo de D-glicose em D-frutose, permitindo
a comercializacdo de xaropes com altos teores de frutose (Wang e Van, 1981).
A frutose, em virtude de sua maior solubilidade em agua e de ser cerca de 1,7
vez mais doce que a sacarose, tem sido amplamente utilizada para adocar

alimentos industrializados (Hallfrisch, 1990).
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Figura 1. Representagdo das estruturas quimicas da D-glicose e D-frutose,
respectivamente uma aldose (poliidroxialdeido) e uma cetose (poliidroxicetona)
(Fonte: Vicente, 2010).

Os dados do consumo de acucar sdo oficiais apenas na Organizacdo
Internacional do Acucar (ISO), uma organizacdo com sede em Londres e traz
estatisticas mundiais acerca do comércio e consumo de agucar, que aponta o
aumento do consumo de agucar em 16%, no ano de 2007 em comparagao com
0 ano de 1986. Em 1986 o consumo era de 56g/dia por individuo, em 2007
passou a ser 65g/dia por individuo (ISO, 2008). Ainda, reportam que a América
do Sul e a Oceania sdo 0os maiores consumidores de acucar, e gue 0 consumo
aumentou mundialmente, em especial na Asia que era considerado de baixo

consumo e teve aumento de 50% (ISO, 2008).

A frutose é classificada como acuUcar simples — monossacarideo, que tem em
sua composicao 6 atomos de carbono, apresentando grupamentos hidroxila e 1
grupamento carbonila (Dai e McNeill, 1995). Sua absorcao € possibilitada por
duas vias distintas, no organismo: difusédo facilitada — € a primeira via, mediada
pelas proteinas GLUT5 e GLUT2, que possui alta afinidade com a frutose
(Bismut, Hers e Schaftingen, 1993; Dai e McNeill, 1995), tendo como papel
primordial o transporte da molécula de frutose para o interior da célula, atuando
independente dos niveis séricos de glicose e insulina. A segunda via € por co-

transporte — via que é dependente de glicose e sédio (SGLT) (Dai E McNeill,
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1995). A frutose, quando associada a glicose, tem sua absor¢cdo aumentada
em até 29% (Shi e cols, 1997).

No intestino, a frutose € absorvida por difusdo facilitada, mediada pelas
proteinas transportadoras GLUT5 e GLUT2, sendo convertida em glicose nos
enterécitos (Bismut, Hers e Schaftingen, 1993), gerando a reducdo da
concentracdo da frutose no interior das células, induzindo sua absorcao
(Douard e Ferraris, 2013). Quando ha aumento da concentracao de glicose no
intestino, a conversdo de frutose em glicose pelos enterdcitos € insuficiente,
logo, a frutose é direcionada para a corrente sanguinea, sendo metabolizada

prioritariamente no figado (Schaefer, Gleason e Dansigner, 2009).

Tanto no figado, quanto nos musculos, a absorcao da frutose é mediada pela
proteina transportadora GLUT2, ndo dependente de insulina. Nos hepatdcitos e
nas células musculares, a frutose induz a formacédo de glicogénio (Petersen e

cols, 2001) e a formacéao de triglicerideos e acetil-CoA (Feinman e Fine, 2013).

O metabolismo da frutose é iniciado com sua conversdo em frutose-1-fosfato
pela enzima frutocinase (Johnson e cols, 2013). A frutocinase possui duas
isoformas, a tipo A, ndo presente no figado e que tem alta afinidade por frutose
e a tipo C, expressa no figado e é responsavel pela retirada rapida da frutose
da circulacéo (Ishimoto e cols., 2012). Apos a conversao de frutose em frutose-
1-fosfato, ha a clivagem em D-gliceraldeido-fosfato e dihidroxiacetona, pela

enzima aldolase B, que podem seguir vias distintas.

Na primeira via participam da via glicolitica, tendo como produtos piruvato e
adenosina trifosfato; na segunda via os compostos sdo reduzidos a glicerol,
moléculas necesséarias para formacdo de triglicerideos; na terceira via, ha
condensacdo das moléculas, até formarem frutose-1-6-difosfato e
posteriormente dar inicio a moléculas de glicose (Dai e McNeill, 1995). Dessa
forma, isso permite a producdo desordenada de triglicerideos, glicose e

glicogénio (Feinman e Fine, 2013).
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Figura 2. Metabolismo da glicose e sua relagdo com o metabolismo lipidico e glicidico.
Representacdo da entrada da glicose no figado (Fonte: Dai e McNeill, 1995)

O aumento da producéo de acetil-CoA, induzido pela frutose, induz a formacéo
de &cidos graxos de cadeia longa, promovendo a formacédo de triglicerideos
(Mayes, 1993), tendo, por meio da frutose, a manutencdo da formacao de
acetil-CoA néao controlada pela insulina, sustentando a lipogénese e a formacao
de triglicerideos, bem como o armazenamento desses nos hepatocitos (L€ e
cols., 2009). Ainda, quando metabolizada, a frutose, por meio da hidrélise de
ATP, é fosforilada em adenosina monofosfato (AMP) e acido urico (Kurtz e
cols., 1986), e o acumulo de acido urico promove aumento da atividade

inflamatoria e do estresse oxidativo (Dornas e cols., 2015).
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1.2 ESTRESSE OXIDATIVO

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), no organismo, é
decorrente do processo de metabolismo do oxigénio, sendo a mitocondria a
principal fonte geradora dessas espécies (Barbosa e cols, 2010). E um
processo fisioldgico natural e continuo, que permite gerar moléculas instaveis e
com alto potencial reativo, que atuam como mediadoras de alguns processos
fisiologicos, tais como: producédo de moléculas de adenosina trifosfato (ATP) e
mecanismos do sistema imunolégico (Shami e Moreira, 2004; Ferreira e
Matsubara, 1997).

Os radicais livres sdo gerados, principalmente, nas mitocéndrias e podem ser
potencializados na presenca de ions de ferro e cobre (Koury, Donangelo e
Zinco, 2003). No interior da mitocondria, mediada pela enzima citocromo
oxidase, o oxigénio sofre reducdo tetravalente, tendo agua como produto
(Koury, Donangelo e Zinco, 2003; Ferreira e Matsuaba, 1997). A citocromo
oxidase atua para controlar a producao de radicais livres, contudo, cerca de 5%
do oxigénio metabolizado no interior da mitocondria acessa outra via
metabdlica, sofrendo reducdo univalente e dando origem aos radicais livres
(Halliwell e Guteridge, 1999).

A reducdo univalente do oxigénio gera o radical livre anion superoxido (O ¢-)
(Schneider e Oliveira, 2004), este, por sua vez, ao receber mais um elétron e
dois ions de hidrogénio, da origem a uma espécie reativa de oxigénio chamada
peréxido de hidrogénio (H,02), em um processo denominado dismutase (Pal,
1994), que é mediado pela enzima superédxido dismutase (SOD) (Schneider e
Oliveira, 2004).

Por uma reacéo conhecida como Reac¢ao de Fenton, quando em contato com o
ferro ou cobre, o peroxido de hidrogénio da origem ao radical hidroxila (OH¢)
(Schneider e Oliveira, 2004), que é considerado o radical com maior potencial
reativo (Jenkins, 1988). Na reacdo de Haber-Weiss, os ions de cobre e ferro
sdo capazes de catalisar a reagdo entre o peroxido de hidrogénio e anion

superodxido, originando o radical hidroxila (OH¢) (Schneider e Oliveira, 2004).
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O anion superoéxido ainda possui capacidade de reagir diretamente com o 6xido
nitrico (NO), dando origem ao peroxinitrito (ONOOQO’), um potente agente
oxidante (Schneider e Oliveira, 2004; Green, Brand e Murphy, 2004.

As enzimas nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH oxidases)
também séo consideradas importantes geradoras de radicais livres, isso ocorre
em decorréncia da atividade desta enzima de transferir elétrons por meio das
membranas celulares. Importante ressaltar que existem 6 isoformas desta
enzima e sua ativacdo depende do seu local de expressdo e cofatores de

ativacao especificos (Bernard e Krause, 2007).

O processo continuo de producdo de EROS estimulou o desenvolvimento de
um sistema antioxidante enddgeno, que tem por objetivo controlar os potenciais
danos provocados pelos radicais livres, controlando a concentracéo intracelular
destes radicais (Shami e Moreira, 2004; Bianchi e Antunes, 1999). E que esta
dividido, basicamente, em enzimatico e ndo enzimético (Schneider e Oliveira,
2004; Barbosa e cols, 2010).

O sistema antioxidante pode ser do tipo enzimatico que inclui as enzimas
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPXx)
(Schneider e Oliveira, 2004). As enzimas catalase e glutationa peroxidase
atuam reduzindo o acumulo de anion superoxido e de peréxido de hidrogénio,
evitando, dessa forma, a geracédo de radical hidroxila (Pal, 1994; Schneider e
Oliveira, 2004; Ferreira e Matsubara, 1997). O sistema antioxidante do tipo nédo
enzimatico consiste em substancias produzidas pelo organismo como por
exemplo: hormodnios sexuais, melatonina, coenzima Q ou ingeridas via dieta,
como por exemplo: acido ascorbico, flavonoides, B-caroteno (Schneider e
Oliveira, 2004).

O estresse oxidativo consiste no desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio e das defesas antioxidantes, permitindo acumulo das
EROS e, por consequéncia, inducdo do processo de oxidagcdo de moléculas, o
gue leva ao dano oxidativo as células e tecidos (Barbosa e cols, 2010; Halliwell
e Whiteman, 2004).
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Dente os tecidos que podem ser danificados pelas EROS, o musculo cardiaco
€ um tecido que pode ser lesionado ao ponto de ter comprometimento de suas
concentracdes ibnicas e proteinas contrateis (Misra e cols, 2009). Em situacao
de isquemia, as reservas de ATP da célula cardiaca sao utilizadas e entdo a
célula passa a utlizar metabolismo anaerébio. Por consequéncia a
concentracdo intracelular de H™ aumenta, promovendo alteracbes de pH
intracelular suficientes para a ativacdo do sistema de troca Na‘'/H* (STNaH)
(Scholz e Albus, 1995). A ativacdo do STNaH, concomitante a atividade
reduzida da Na'/K* ATPase, resulta no actimulo de sédio no interior da célula
(Schaper e cols, 1987), que por sua vez leva ao aumento da concentracao de
célcio, por meio do trocador N*/Ca®*, provocando morte celular.

No infarto do miocario, tanto em modelos experimentais, quanto em humanos,
€ observado aumento na producdo de espéceis reativas de oxigénio, assim
como de estresse oxidativo (Singh e cols, 1995). Os sistemas antioxidantes
também sdo potencializados ap6s o infarto do miocardio, em uma tentativa de
minimizar a producéo e danos decorrentes do aumento das EROS. Contudo,
ao longo do tempo essas defesas sédo sobrepostas pela grande produgéo das
espécies reativas, ocasionando estresse oxidativo (Droge, 2002).

O consumo de frutose, que vem aumentando no decorrer do tempo, como ja
exposto anteriormente, e vem ocupando parcela importante no consumo
energético diario dos individuos esta diretamente relacionado com o aumento
das EROS. Em um estudo realizado por Gaspers e cols. (2010), foi
constatado aumento na producdo de anion superéxido e peroxido de
hidrogénio no tratamento agudo com frutose (1 — 10mM), os dados do estudo
evidenciaram que o tratamento com frutose alterava o metabolismo
mitocondrial, aumentando a producéo de espécies reativas de oxigénio, e que
o tratamento crénico com frutose aumenta 0s niveis basais de espécies

reativas de oxigénio nas mitocondrias hepaticas (Gaspers e cols., 2010).

Estudos anteriores apontaram que o alto consumo de frutose, eleva os niveis
de acido Urico, induzindo estresse oxidativo intracelular e efeitos pro-
inflamatorios (Sautin e cols., 2007; Yu e cols., 2010; Kang e cols., 2005).

Além disso, o consumo excessivo de frutose também é capaz de acelerar o
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desenvolvimento de esteatose hepatica ndo alcodlica (Lirio e cols., 2015),
alterar a funcdo mitocondrial e aumentar a producdo de espécies reativas de
oxigénio nas mitocondrias (Lanaspa e cols., 2012).

1.3 O CONSUMO DA FRUTOSE E A RELACAO COM DOENCAS
CARDIOVASCULARES E METABOLICAS

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aproximadamente,
17,5 milhBes de individuos morrem anualmente em decorréncia de doencas
cardiovasculares (DVC), representando assim a principal causa de morte por
doencas crbénicas nao transmissiveis (Ribeiro e cols, 2016; BRASIL; 2019). Um
dos fatores modificaveis, que constitui um fator de risco para DVC, é a
alimentacao inadequada, que faz parte do padréo alimentar apresentado pela
populacdo nos ultimos anos (Ribeiro e cols, 2016; BRASIL; 2019).

A Associacdo Americana do Coracdo (AHA), recomenda a reducédo do
consumo de alimentos industrializados, adogados artificialmente, estimando-se
que tal acdo seria capaz de promover reducdo em até 20% a mortalidade por

doencas cardiovasculares (WHO, 2003; Ribeiro e cols, 2016).

O consumo excessivo de frutose, principalmente de bebidas adocadas, esta
diretamente ligado com o desenvolvimento de doencas metabdlicas e
cardiovasculares. A ingestdo ndo controlada de frutose induz a deposicédo de
gordura corporal (Schulze e cols, 2004), aumenta o estresse oxidativo (Pereira,
2017; Cai e cols, 2018), promove resisténcia a insulina (Matikainen e cols,
2017; Lirio e cols, 2015) e provoca alteracbes na vasoconstricdo (Pereira,
2017). Portanto, o excesso na ingesta de frutose é participante no processo de
desenvolvimento de doencas como obesidade, resisténcia a insulina, diabetes
tipo 2, esteatose hepatica nédo alcodlica e doencas cardiovasculares (Lelis e
cols., 2020).

Estudos demonstraram que a utilizagdo de frutose como escolha para adogar
alimentos foi acompanhada do aumento da incidéncia de hipertenséo sistémica

(Klein e Kiat, 2015), corroborando com a afirmacéo, Jalal e cols (2010)
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realizaram uma andlise dos dados de 4.528 adultos, sem historia de
hipertensao, coletados no National Health and Nutrition Examination Survey —
2003 a 2006, onde observaram que o aumento do consumo de frutose em
meédia foi de 74g/dia, e estava diretamente associado com os niveis elevados

de pressao arterial em adultos (Jalal e cols, 2010).

A mesma relacéo entre hipertensdo e consumo de frutose, foi encontrada, por
Nguyen e cols (2009), por meio da analise de dados de 4.687 adolescentes,
coletados no National Health and Nutrition Examination Survey — 1999 a 2004.
Nesse estudo os autores sugerem que, além dos niveis pressoricos, o
consumo excessivo de frutose, por meio da ingestdo de bebidas adogadas com
acucar, pode promover alteracfes também nos niveis de acido urico (Nguyen e
cols, 2009).

A relacdo entre 0 aumento da pressdo arterial sisttmica e o consumo de
bebidas adocadas com acucar também foi observada no International Study of
Macro/Micronutrients and Blood Pressure, em que adultos que consumiram 306
ml/dia de bebidas adocadas com acgucar, representando 7,4% da ingestdo
energética diaria desses individuos, apresentaram pressao arterial mais

elevada (Brown e cols, 2011).

Portanto, o consumo exagerado de frutose tem a capacidade de promover
aumento da pressao arterial sistémica, como jA apresentado em estudos
prévios (Brown e cols, 2008; Endo e cols, 2014; Pozo e cols, 2010). E, ainda
pode afetar parametros metabdlicos e antropométricos além de induzir a
ocorréncia de dislipidemias (Stanhope e cols, 2015) que aparecem antes ao

aumento da presséo arterial (Lé e cols, 2006; Stanhope e cols, 2015).

A ingestdo excessiva de frutose também tem a capacidade de alterar os
receptores de insulina, sugerindo que a dieta rica em frutose tem papel
importante nas alteragbes da sinalizagdo da insulina e da ocorréncia da

resisténcia a insulina (Ueno e cols, 2000).

Um estudo experimental, realizado por Bezerra e cols (2000), com ratos
machos, alimentados com dieta rica em frutose por 28 dias, demonstrou
alteracdes do receptor de insulina IRS-1, presente no figado, sugerindo que o

mecanismo de resisténcia a insulina, promovido pela ingestdo em excesso de
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frutose, sdo em decorréncia de alteracdes nas etapas inicias da transducao do

sinal de insulina (Bezerra e cols, 2000).

Além das alteracdes referentes ao metabolismo da insulina, o consumo de
frutose provoca o aumento da concentracdo sérica de triglicerideos (Basciano,
Federico e Adeli, 2005; Lirio e cols, 2015), em decorréncia da lipogénese

estimulada pela frutose (Basciano, Federico e Adeli, 2005).

O aumento dos niveis de triglicerideos provoca lipotoxicidade e altera¢des na
atividade das células 3, aumentando o risco de ocorréncia de diabetes (Ziegler
e cols, 2019). Por meio do aumento dos acidos graxos livres ha promocédo de
lipotoxicidade, inibindo a capacidade de secrecao de insulina pelas células j,
prejudicando a expressao do gene de insulina e aumentando a ocorréncia de

apoptose dessas células (Hangman e cols, 2019).

O consumo excessivo de frutose também provoca o aumento de expressao do
transportador GLUT5 — principal mediador do transporte de glicose para o
interior dos enterdcitos —, no tecido adiposo e no intestino (Patel e cols, 2015;
Ferraris, Choe e Patel, 2018) e o aumento de tecido adiposo branco, assim
como da expressdo de componentes do sistema renina-angiotensina (ECA —
enzima conversora de angiotensina, receptores tipo 1 e tipo 2 de angiotensina
II) (Giani e cols, 2009; Rabie e cols, 2015; Chou e cols, 2017).

Em um estudo realizado por Chou e cols, em 2017, foi demonstrado que a
inibicdo da renina, em ratos machos submetidos a alta ingestéo de frutose, foi
capaz de reduzir os niveis de Angiotensina Il e do estresse oxidativo na
gordura visceral desses animais, indicando que a angiotensina Il esta
relacionada ao desenvolvimento de sindrome metabdlica nesses modelos

experimentais (Chou e cols, 2017).

No estudo realizado em 2008, Giani e cols demonstraram que, injecdes
subcutédneas de angiotensina-(1-7), em ratos machos Sprague-Dawley —
tratados com frutose por 6 semanas, promoveram melhora da hipertenséao
arterial e da resisténcia a insulina (Giani e cols, 2008), caracteristicas da
sindrome metabdlica, a qual pode ser ocasionada em decorréncia da ingestéao

cronica de frutose (Lirio e cols, 2015).
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1.4 INFARTO DO MIOCARDIO

O infarto do miocardio (IM) apresenta-se como uma das doencas
cardiovasculares que ocupam as principais causas de morte no mundo. Em
paises desenvolvidos, em que ha incentivo acentuado de medidas preventivas,
como reducdo do consumo de alimentos processados, observa-se a reducéo
do numero de casos desse grupo de agravos (Camm e cols, 2004; WHO,
2011).

O IM se traduz pela morte celular do tecido em decorréncia da reducédo da
perfusdo tecidual ocasionada por oclusédo da artéria coronaria (Forechi, 2015),
com a reducdo da perfusdo, € dado inicio ao processo de morte celular,
ocasionado por necrose e apoptose, das células cardiacas, tornando irrevesivel

a lesdo do miocardio (Sutton e Sharpe, 2000; Mill e cols, 2011).

Apés a isquemia modificacdes bioquimicas, morfologicas e eletrofisiologicas
acontecem na area de infarto do musculo cardiaco (Mill e cols, 2011; Stefanon
e cols, 2013), esse fendbmeno €& denominado remodelamento cardiaco,
referindo-se as alteracdes na forma, tamanho e funcdo do ventriculo para a
manutencdo do débito cardiaco (Sutton e Sharpe, 2000; Zornoff e cols., 2009).
O remodelamento cardiaco pode ser dividido em fase aguda e crbnica, apés a

oclusao da artéria coronaria.

Na fase aguda, ha exposicdo do conteudo do interior das células atingidas
ativando a cascata da resposta imune inata. Proteinas transmembrana que
fazem a mediacdo da sinalizacdo celular estimulando a producdo de
substancias como citocinas, moléculas de adesdo e espécie reativas de
oxigénio (Erickson e cols, 2008; Hori e Nishida, 2009). As citocinas produzidas
estdo envolvidas no processo de reparo do tecido cardiaco — por meio da
inducdo da apoptose e outras modificacbes estruturais (Segura e cols, 2014;

Frangogiannis, 2006; Stefanon e cols, 2013).

Na fase cronica, a continuidade da resposta inflamatoria induz modificagbes na
matriz extracelular, contribuindo para alteragbes estruturais e funcionais do

infarto (Stefanon e cols, 2013). A modificacdo de maior expressao é 0 processo
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de hipertrofia ventricular, que ocorre pelo aumento da sintese de colagenos tipo

| e lll e aumento no tamanho dos cardiomidcitos (Forechi, 2015).

A cirurgia de ocluséo da artéria coronaria esquerda, que em modelos animais,
foi descrita em 1946, por Heimburger e modificada ao longo dos anos por
Johns e Olson (1954),. Foi introduzida como modelo experimental, no Brasil, na
década de 80, e constitui-se técnica importante para estudar as alteracdes

morfologicas e funcionais pos infarto do miocardio (Zornoff e cols, 2009).

A perda do equilibrio autondmico é uma condicdo presente em agravos como
hipertensdo, diabetes e infarto do miocardio. O coracdo torna-se mais
vulneravel a desenvolver arritmias e insuficiéncia, com o ténus vagal reduzido

em decorréncia do aumento da atividade simpética (Bai e cols, 2008).

Adicionalmente, a reducdo do débito cardiaco e da pressdo arterial sédo
consequéncias agudas da reducdo da atividade do coracdo como bomba,
decorrente do infarto do miocéardio (Packer, 1992). A intensidade das
alteracées hemodinamicas € proporcional a area afetada pela lesdo, portanto,
guando ocorre uma extensa lesdo em parede anterior de ventriculo esquerdo, a
consequéncia serd menor ejecdo ventricular e menor pressao arterial
(Lanfranchi e cols, 2002).

As alteracdes neuro-humorais, que também ocorrem apos o infarto do
miocardio, tem como objetivo de reduzir os possiveis efeitos provocados pela
lesdo. Assim, hd aumento da atividade simpatica e reducdo ténus vagal no
nodo sinoatrial (Mann e Bristow, 2005), para que haja compensacdo da
reducdo da atividade da bomba cardiaca e manutencdo do débito cardiaco e

da pressao arterial (Karakas e cols, 2013).

A hiperatividade simpética tem efeito benéfico, a curto prazo, visto que protege
a atividade da bomba cardiaca, contudo, esse aumento da atividade simpatica
€ prejudicial a longo prazo (Triposkiadis e cols, 2009). A hiperatividade
simpética pode contribuir para o desenvolvimento de disfuncdo diastdlica do
ventriculo esquerdo, culminando no aumento do risco de ocorréncia de eventos

cardiovasculares (Grassi e cols., 2009).
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A disfuncdo autonbmica tem sido apontada como uma das principais
responsaveis pelas arritmias ventriculares e consequente morte subita em
pacientes que sofreram eventos isquémicos (Patel e cols, 2010). O controle
autonémico cardiovascular pode ser avaliado pela andlise temporal da
frequéncia cardiaca e da pressdo arterial (Parati e cols, 2001; Lombardi e
Mortara, 1998). Na fase aguda do infarto observa-se prejuizo na variabilidade
da frequéncia (VFC) cardiaca, ou seja, no ajuste momento a momento, sendo
observada a reducédo da VFC (Lanfranchi, 2002; Jones, Quin e Minisi, 2008).

A disfuncdo autondmica pode levar a distarbios cardiometabodlicos - como
aumento da pressao arterial e alteragdes no controle do ténus simpatico e do
tbnus parassimpatico. Em um estudo realizado por Silva e cols. (2011), com
ratas tratadas com frutose por 18 semanas foi observado aumento da atividade
simpética, sem alteracdo da atividade vagal nesse grupo de animais, quando
comparados aos seus controles (Silva e cols., 2011).

1.5 JUSTIFICATIVA

A ocorréncia de doencas metabdlicas aumenta o risco do surgimento de
doencas cardiovasculares e, por consequéncia o risco de eventos agudos
como o infarto agudo do miocardio. A ingestéo cronica e em excesso de frutose
comprovadamente promove alteracfes metabdlicas em humanos e animais
experimentais. Logo, partindo de tal pressuposto, consideramos a hipétese de
gue o consumo elevado de frutose por um longo periodo em animais
normotensos interfere nos parametros hemodindmicos, metabdlicos e
bioguimicos, apos infarto do miocardio. Sendo assim, com o0s resultados
obtidos a partir do presente estudo sera possivel melhor compreensao dos
efeitos de uma dieta cronica rica em frutose no decurso das alteragbes

cardiometabolicas e hemodinamicas provenientes do infarto do miocardio.
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2 OBJETIVOS

2.1.

OBJETIVO GERAL

Investigar o desenvolvimento de alteracdes metabdlicas, hemodinamicas e

bioquimicas em ratos infartados submetidos previamente a uma dieta rica em

frutose.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em animais tratados com dieta rica em frutose:

Avaliar altera¢des no perfil ponderal e lipidico;

Avaliar as alteracdes metabdlicas e bioquimicas;

Analisar a variabilidade da presséo arterial e da frequéncia cardiaca
apos infarto do miocardio;

Verificar alterac6es na pressao arterial e frequéncia cardiaca e funcéo
ventricular apés infarto do miocérdio;

Avaliar producdo de espécies reativas de oxigénio apos infarto do

miocardio.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os protocolos experimentais definidos para a presente pesquisa contaram com
a aprovacdo prévia do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFES),
projeto n° 045/2014.

Ratos Wistar 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 dois grupos experimentais: Controle Infarto e

Frutose Infarto.

Controle Infarto (n=21): Os animais foram tratados com ra¢éo padrédo e agua.
Apos sete semanas, foram submetidos a cirurgia de inducdo de infarto do
miocardio e acompanhados por mais sete dias, mantendo a dieta padrdo. No
sétimo dia apés infarto do miocardio foi realizada eutandsia para coleta de

sangue e tecidos.

Frutose Infarto (h= 21): Os animais foram tratados com racdo padrédo e
solucdo de frutose 10%. Apds sete semanas foram submetidos a cirurgia de
inducdo de infarto do miocardio e acompanhados por mais sete dias,
modificando, nesse periodo, a solucdo de frutose 10% para agua. No sétimo
dia ap6s infarto do miocardio foi realizada eutanasia para coleta de sangue e
tecidos.

Sham Controle (n = 16): Os animais foram tratados com racéo padréo e agua.
Apébs sete semanas, foram submetidos a cirurgia ficticia de inducéo de infarto
do miocéardio e acompanhados por mais sete dias, mantendo a dieta padrao.
No sétimo dia apds infarto do miocardio foi realizada eutanasia para coleta de

sangue e tecidos.

Sham Frutose (n= 16): Os animais foram tratados com ragao padrao e solugéo
de frutose 10%. Apds sete semanas foram submetidos a cirurgia ficticia de

inducdo de infarto do miocardio e acompanhados por mais sete dias,
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modificando, nesse periodo, a solucdo de frutose 10% para agua. No sétimo
dia apos infarto do miocardio foi realizada eutanasia para coleta de sangue e
tecidos.

A escolha pela concentracédo de frutose 10%, em agua de beber, deu-se em
virtude de estudos prévios apresentarem que 0 consumo de bebidas
acucaradas contendo 10% de solucdo de xarope de milho, utilizado pelas
industrias alimenticias para adocarem seus produtos, € suficiente para
promover, em duas semanas, aumento das concentracbes plasmaticas de

lipoproteinas e &cido Urico (Walter e cols, 2014).

Considerando que a cirurgia para inducdo do infarto tem mortalidade
aproximada de 30%, foram necessarios para a realizacdo dos protocolos
experimentais o total de 74 ratos Wistar.

Os animais passaram por pesagem antes do inicio do protocolo e
semanalmente, até a cirurgia de inducdo de infarto, e apds, diariamente,
durante 7 dias pos infarto. Foram mantidos em até, no maximo, quatro animais,

em gaiolas higienizadas.

Os animais submetidos aos experimentos desse estudo foram condicionados
em ambiente apropriado com: temperatura, umidade e ciclo claro-escuro

controlados.

3.2 AVALIACAO DA INGESTAO DE AGUA E RACAO E VOLUME URINARIO

A avaliacdo do consumo de agua, solucédo de frutose 10% e racdo e volume
urindrio foram realizadas antes do inicio do protocolo experimental,
quinzenalmente até a sétima semana e 7 dias apoés cirurgia de inducdo de

infarto.

Individualmente, em gaiolas metabolicas (TECNIPLAST, ITALIA) — (Figura 2),
0S animais permaneceram por 24 horas. O consumo de racgéo foi avaliado com
a utilizacdo de balanca com precisdo de 0,1g e o volume de agua e urina

medido em proveta com precisao de 0,5ml.
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Os animais foram adaptados por cinco dias, ao procedimento, antes de

registros de consumo de agua, solucao e racado e excrecao de urina.

3.3 AVALIACAO DA GLICEMIA EM JEJUM, TESTE DE TOLERANCIA A
GLICOSE E TESTE DE SENSIBILIDADE A INSULINA

A avaliacdo da glicemia em jejum dos animais ocorreu no inicio da pesquisa, a
cada 15 dias até a sexta semana, na sétima semana de tratamento e apés 7
dias de cirurgia de inducédo de infarto. Os animais foram submetidos a jejum
aproximado de 12 a 14 horas noturnas, antes da obtengdo das medidas.
Considerando os habitos noturnos dos animais submetidos aos protocolos da
pesquisa, o horéario escolhido, foi para que houvesse efetiva privacao da dieta,
uma vez que o consumo de racdo e solucdo de frutose durante o dia ja se

apresenta reduzido (Marchesini e cols, 2003).

Para a realizacdo do teste de tolerancia a glicose, apés jejum de 12 a 14 horas
(Marchesini e cols, 2003; Vasdev e cols, 2010), definiu-se utilizacdo de 50%
dos animais, os demais foram submetidos ao teste de sensibilidade & insulina,
apos jejum de 6 horas (Marchesini e cols, 2003; Vasdev e cols, 2010). Ambos
0s testes, realizados na sétima semana de tratamento e apés 7 dias de cirurgia
de inducédo de infarto, tem por objetivo aferir as variacbes da glicemia apés
injecdo intraperitoneal de glicose (2mg/Kg), nos intervalos 5’, 10’, 20°, 30, 45’,
60°, 90’ e 120’ apdés a administragcdo da solucdo; e aferir as variacbes da
glicemia apds injecao intraperitoneal de insulina (insulina regular, LIllly France
SAS), nos intervalos 5°, 10’, 20’, 30, 45’, 60’, 90’ e 120’ apds a administragao.

Para obtencdo das medidas dos valores da glicemia, foi utilizado o aparelho
glicosimetro (ACCU-CHEK, Roche, Alemanha).

3.4 CIRURGIA DE INDUCAO DE INFARTO DO MIOCARDIO POR LIGADURA
DA ARTERIA CORONARIA E DETERMINACAO DA AREA DE INFARTO
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Para inducdo da cirurgia de infarto do miocéardio, o animal foi pesado
previamente e anestesiado, por via intraperitoneal, com solucdo contendo
cetamina (50 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg). Foi realizada inciséo lateral em
nivel do quarto espaco intercostal, exposicéo do coragéo e oclusdo permanente
da artéria coronaria descendente anterior esquerda, com fio cirdrgico de nylon
microfilamento 6.0, apds, o coracgao foi reposicionado em cavidade torécica e a
incisdo suturada (Forechi, 2015; Stefanon e cols, 1994). Os animais foram
mantidos por mais sete dias, prazo suficiente para desenvolvimento de

atividade inflamatoria.

Os animais do grupo Sham Controle e Sham Frutose foram submetidos a
cirurgia ficticia, que consiste na realizacdo de todos os passos do procedimento

cirdrgico, exceto a oclusao da artéria corondria descendente anterior esquerda.

Apés sete dias de acompanhamento do infarto e realizacdo da avaliacao
hemodinadmica e da fungao ventricular, o coracdo foi pesado e seccionado. Os
cortes foram acondicionados em solucédo de cloreto de trifeniltetrazolio 10% -
por 10 minutos — e em seguida imersos em formalina tamponada 10 % - por 20
minutos, para aumento do contraste entre a area com lesdo e a area nédo
afetada (Dantas, 2012).

As imagens foram digitalizadas (HP Scanjet 2400) e analisadas utilizando o
software Image J 1.40g, por planimetria. A quantificacdo da area de infarto foi
expressa em percentual e obtida a partir da divisdo da area afetada pelo infarto
pela area total do ventriculo esquerdo. Para uniformidade dos grupos,
considerando a comparacao posterior dos resultados obtidos, foram realizadas

as analises dos dados coletados dos animais com infartos entre 30% e 60%.

3.5 HEMODINAMICA E FUNCAO VENTRICULAR

No sexto dia da cirurgia de inducdo de infarto do miocardio, aos animais foram

pesados, anestesiados com solugdo contendo cetamina (50 mg/Kg) e xilazina
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(10 mg/Kg) e afixados em mesa cirargica para cateterismo da artéria femoral

esquerda.

Apos tricotomia local, foi realizada incisdo da pele, disseccéo e insercao de
cateter de polietileno, preenchido com solugcéo salina 0,9% e heparina, na
artéria femoral esquerda e exteriorizado e fixado no dorso do animal. No dia
posterior ao cateterismo, para obtencéo do registro, foi utilizado um transdutor
de pressao (TRI 21, LSI, Espanha), que conectado ao cateter de polietileno
converteu 0 estimulo mecanico em estimulo elétrico. Foi possibilitada
amplificagdo do registro por meio do equipamento Powerlab — 4SP ML750
(ADInstrument, Australia) e registro digital da pressdo conectando o

equipamento ao computador.

Apbs 24 horas, foram obtidas as medidas de frequéncia cardiaca (FC), pressao
arterial sistolica (PAS), pressao arterial diastolica (PAD) e pressao arterial
meédia (PAM), no animal acordado. Foram considerados para analise, o valor
médio das curvas de pressédo, ap0s registro estavel com dura¢cdo minima de 20

minutos.

Para medidas de variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e de variabilidade
da pressao arterial (VPA), foram considerados os valores de pico de pressao
arterial (PA) e os intervalos entre esses picos (Dantas e cols, 2011). No
registro, foi realizada remocdo manual dos batimentos alterados pela
movimentacdo do animal e pela limpeza da canula e realizada filtragem dos
registros de PAS e intervalos de pulso (IP), que séo considerados parametros
adequados para ratos (Dantas e cols, 2012). As séries temporais de PA foram
utilizadas para analise da variabilidade da pressédo arterial e os intervalos de
pulso correspondentes ao intervalo R-R do eletrocardiograma, para analise da

variabilidade da frequéncia cardiaca (Task, 1996).

Para medidas de pressao intraventricular, pressado sistélica do ventriculo
esquerdo (PSVE), pressdo diastélica inicial e final (PDVEi e PSVEf) e
derivadas maximas de presséao pelo tempo positiva e negativa (dP/dt+ e dP/dt-)
o animal foi anestesiado (cetamina - 50 mg/Kg e xilazina - 10 mg/Kg), e
realizado cateterismo de artéria carétida, avangando com o cateter de

polietileno até a cavidade do ventriculo esquerdo.



34

3.6 COLETA DE SANGUE E ORGAOS

Ao final do protocolo experimental de 8 semanas, 0os animais foram submetidos
a eutanasia por sobrecarga anestésica. Foi realizada coleta de sangue, por
puncdo ventricular, para analise de perfil lipidico e enzimas hepaticas.

Para determinacdo de perfil lipidico e dosagem de enzimas hepéticas, foram
usados testes enzimaticos colorimétricos: colesterol - kit Colesterol
Monoreagente K083 (Bioclin — Mindray); HDL - kit HDL Direto KO71 (Bioclin —
Mindray); triglicerideos - kit Triglicérides Monoreagente K117 (Bioclin —
Mindray); TGP - kit Transminse ALT (TGP) cinética K049 (Bioclin — Mindray);
TGO - kit Transminse AST (TGO) Cinética K048 (Bioclin — Mindray). A anélise
foi realizada por meio do Analisador Automatico de Bioquimica BS120 (Bioclin
— Mindray), que tem por metodologia o método de analise O&ptico,

espectrofotometria.

Orgdos e gorduras foram coletados e pesados para avaliacdo posterior:
pulméo, figado, rim, coracdo, gordura mesentérica, gordura epididimal e

gordura retroperitoneal.

3.7ANALISE DE NIVEIS PLASMATICOS DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO

Os niveis plasmaticos das EROS foram determinados a partir da utilizacdo de
marcadores especificos por meio do citobmetro de fluxo (FACSCanto Il Becton

Dickinson Immunocytometry Systems, San Diego, CA, USA). Os dados foram
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analisados por meio da mediana de intensidade de fluorescéncia através dos
programas BDFACSDiva (BD) e FCSExpress (De Novo Software, Los
Angeles, CA, USA).

A concentracdo plasmatica de anions superoxido foi determinada por meio do
marcador de fluoréscencia dihidroetideo (DHE) e os niveis de peroxido de
hidrogénio, por meio do marcador de fluoréscencia 2’,7’-diacetato de
diclorofluoresceina (DCFH-DA). Em sintese, as amostras de plasma foram
ressuspendidas em 1mL de PBS (1x10° células/mL) e incubadas com 160 puM
de DHE e 20mM de DCFH-DA, no escuro, a 37°C por 30 minutos. Para
controle positivo, foram incubadas com 10 pyM doxorrubicina ou 50 mM

peréxido de hidrogénio, por 5 minutos.

Para determinacdo da concentracdo plasmatica de peroxinitrito-hidroxila, foi
utilizado o marcador de fluoréscencia hidroxifenilfluoresceina (HPF). As
amostras de plasma foram incubadas com HPF (5uM), no escuro, a 37°C por
30 minutos. Para controle positivo, foram incubadas com 10 uM de NPS e

10uM doxorrubicina.

Para a determinacdo da biodisponibilidade de Oxido nitrico, foi utilizado o
marcador de fluoréscencia 4,5-diaminofluoresceina- 2/diacetato (DAF), as
amostras de plasma foram incubadas com DAF, a 37°C por 180 minutos, no

eScuro.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados estdo apresentados como meédia = erro padrdo da média. Foi
utilizado do test t de Student, para comparacéo desejada entre duas amostras
independentes. E ANOVA 2 vias, para comparacao entre médias dos grupos.
A andlise post hoc para detectar diferencas entre médias foi feita pelo teste de

Fisher

Para representacdo da curva de mortalidade ao longo do tempo, foram
construidas curvas tendo como base o método de Kaplan-Meier, tais curvas

foram comparadas pelo teste de log-rank. Para avaliacdo da participagéo de
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variaveis na determinacdo de sobrevida pos-infarto, foi utilizado o modelo de

Cox.

As diferencas foram consideradas significativas com P<0,05. As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do software SPSS® (v. 20, Chicago,
USA).

4. RESULTADOS

Os dados serdo apresentados considerando 0s quatro grupos experimentais,
sendo os animais dos grupos frutose submetidos ao tratamento com solucéo

de frutose 10%, por sete semanas.

Para inclusdo dos dados, foram considerados animais com area de infarto
infartos entre 30% e 60% - Controle Infarto: 55,22+3,26% e Frutose Infarto:
49,19+6,03%; primando esse critério, dois animais foram descartados e os

dados nao foram imputados nas analises.

4.1 AVALIACAO DA MORTALIDADE

Para avaliacdo da mortalidade ao longo do tempo, as curvas de mortalidade
(Figura 3) dos grupos Controle Infarto e Frutose Infarto, foram construidas com
base no método de Keplan-Meier, que comparadas pelo teste de log-rank, ndo

apresentaram diferenca significativa (P=0,62).

Os animais do grupo Controle Infarto apresentaram chance de sobrevida de
61,54%, enquanto os animais do grupo Frutose Infarto apresentaram chance
de sobrevida de 52,94%. Para ambos 0s grupos, a menor chance de sobrevida
€ encontrada no primeiro dia ap6s IM, cerca de 80% dos Obitos dos animais

ocorreram no primeiro dia apos IM.
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Figura 3. Curva Kaplan-Meier para analise de mortalidade ao longo do tempo, de ratos
submetidos a cirurgia de infarto agudo do miocardio para os grupos Controle IM e Frutose IM.

4.2 EFEITOS DO TRATAMENTO COM SOLUCAO DE FRUTOSE 10%
SOBRE PARAMETROS HEMIDINAMICOS E FUNCAO VENTRICULAR DE
RATOS SUBMETIDOS A CIRURGIA PARA INDUCAO DE INFARTO AGUDO
DO MIOCARDIO

Para avaliacdo dos efeitos do tratamento com solucao de frutose 10%, a PAS
foi aferida de maneira direta, por cateterismo da artéria femoral, no sétimo dia
apos o infarto e sete dias apds a cirurgia ficticia nos animais dos grupos Sham.

Os resultados obtidos encontram-se descritos na Tabela 1.

Foi observada reducédo significativa dos valores de PAS, quando comparados
os grupos Controle IM e Frutose IM (111,41+2,18" vs 119,55+2,12*%), com 0s
grupos Sham Controle e Sham Frutose (132,64+1,84% vs 119,55+2,12*"),
respectivamente, sem alteracées na PAD e FC. E também possivel verificar
que a reducdo da PAS foi mais acentuada no grupo Controle IM, quando
comparamos com o grupo Frutose IM, visto a diferengca significativa

encontrada.

Para avaliacdo funcional do ventriculo esquerdo foram considerados o0s

seguintes parametros: pressao sistélica intraventricular (PSVE), presséo
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diastolica inicial (PDVEI), presséo diastolica final (PDVEf) e derivada maxima

de presséo pelo tempo (dP/dt” e dP/dt).

Foi observado aumento da PSVE no grupo Frutose IM quando comparados ao
grupo Controle IM (115,01+3,94" vs 147,73+2,42*") e aumento significativo da
PDVEf, quando comparados os grupos Controle IM e Frutose IM, com o0s
grupos Sham Controle e Sham Frutose, respectivamente. Nao houve alteracéo

significativa nos demais parametros (Tabela 1).

Tabela 1. Média dos parametros funcionais e hemodinamicos avaliados 7 dias apds cirurgia de
inducéo de IM para os grupos Controle IM e Frutose IM com valores de média e erro-padrédo
(x). PAS = Pressao arterial sistélica; PAD = Pressdao arterial diastélica; PAM = Pressao arterial
média; PSVE = pressao sistélica do ventriculo esquerdo; PDVEi = pressao diastélica do
ventriculo esquerdo inicial; PDVEf = presséo diastolica do ventriculo esquerdo final; dP/dt" e
dP/dt = derivada maxima de presséo pelo tempo positiva e negativa, respectivamente.

CONTROLE SHAM FRUTOSE SHAM
INFARTO CONTROLE INFARTO FRUTOSE
Frequéncia
T 394,2+41,81 318,34£8,67 375,40+46,78 317,25+£12,64
PAS (mmHg) 111,41+2,18" 132,55+2,22 119,55+2,12*" 132,64+1,84
PAD (mmHg) 89,6+1,7 89,2+2,59 91,06+1,49 90,4+1,88
PAM (mmHg) 96,87+3,78 103,55+2,87 100,55+1,87 104,48+2,89
PSVE (mmHg) 115,01+3,94 123,44+5,89 147,73+2,42%" 127,38+3,89
PDVEi (mmHQ) 6,92+0,78 8,23+1,78 5,51+0,60 7,97+2,78
PDVEf (mmHg) 22,48+1,62" 12,34+1,89 19,79+0,07" 11,24+1,32
dP/dt+ (mmHg/s) 4300+419,18 3893,44+232,22 3687,5+589,62 3055,00+£135,74
dP/dt- (mmHg/s) 2216,07£279,02 1696,83+£71,47 2061,36+402,58 1581,32+44,76

*p<0,05, ratos Controle IM vs Frutose IM; "p<0,05, ratos Sham Frutose vs Frutose IM; #p<0,05,
ratos Sham Controle vs Controle IM; “p<0,05, ratos Sham Controle vs Sham Frutose; Anova 2
vias; N = 28

Nossos dados apontam que, no periodo de 7 dias de IAM, é possivel observar
reducdo da VPA nos animais Controle IM quando comparados ao grupo Sham
Controle (9,39+1,2 vs 4,84+1,58%), ndo havendo diferenca quando comparados
0os grupos Controle IM vs Frutose IM e Sham Controle vs Sham Frutose
(Tabela 2).
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Também observamos reducdo significativa da varidancia de R-R quando
comparados os grupos Controle IM vs Frutose IM e Sham Frutose vs Frutose
IM. Nos dominios da frequéncia cardiaca foi observada: reducdo de LF, quando
comparados os grupos Sham Controle vs Controle IM e Sham Controle vs
Sham Frutose; aumento de HF, quando comparados os grupos Sham Controle

vs Controle IM e Sham Controle vs Sham Frutose;

Tabela 2. Variabilidade de Presséo sistélica e Frequéncia Cardiaca avaliadas 7 dias apés
cirurgia de inducdo de IM para os grupos Controle IM e Frutose IM com valores de média e
erro-padrao (x). VLF = frequéncia muito baixa; LF = baixa frequéncia; HF = alta frequéncia.

CONTROLE SHAM FRUTOSE SHAM
INFARTO CONTROLE INFARTO FRUTOSE
Variancia da
Presséao Sistélica 4,8411,56# 9,39+1,2 15,86+5,08 11,13+3,91
(mmHg?)
VLF(mmHg?) 2,47+0,86" 5,90+0,62 7,37+2,89 7,2+2,89
LF (mmHg?) 0,68+0,17" 1,44+0,3 3,68+2,13 1,42+0,6
HF (mmHg?) 0,91+0,25 0,26+0,12 2,19+0,86* " 0,85+0,21
Variancia R-R (ms?) 26,55+7,23 33,54+2,28 11,8+2,76* " 19,36+0,57°
VLF (ms?) 9,62+1,91 6,76+2,23 5,77+1,29 5,89+1,87
LF (ms? 4,17+1,69" 8,38+1,23 4,2+1,08 5,01+1,36°
HF (ms®) 5,21+1,79" 1,29+0,66 5,21+1,9 6,23+0,91°

*p<0,05, ratos Controle IM vs Frutose IM; "p<0,05, ratos Sham Frutose vs Frutose IM; "p<0,05,
ratos Sham Controle vs Controle IM; “p<0,05, ratos Sham Controle vs Sham Frutose; Anova 2

vias; N = 28

4.3 EFEITOS DO TRATAMENTO COM SOLUCAO DE FRUTOSE 10%
SOBRE GLICEMIA EM JEJUM, TOLERANCIA A GLICOSE E RESISTENCIA A
INSULINA EM RATOS SUBMETIDOS A CIRURGIA PARA INDUCAO DE
INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO
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4.3.1 Glicemia em Jejum, Teste de Tolerancia a Glicose e de Sensibilidade

a Insulina

Para avaliacdo dos niveis de glicemia apos jejum de 12-14 horas — em cada
momento do teste, as medidas foram obtidas antes do inicio do protocolo, na
segunda, quarta, sexta, sétima semana de tratamento e sete dias apés a

cirurgia de inducdo de infarto agudo do miocardio e da cirurgia ficticia.

Observamos na segunda semana de tratamento, aumento significativo do nivel
de glicemia nos grupos Frutose IM e Sham Frutose, condicdo sustentada até a
sétima semana de protocolo. Na medida aferida apds infarto, mesmo com a
apresentacdo de reducdo nos niveis glicémicos dos animais submetidos ao
tratamento com solucdo de frutose 10%, é sustentado aumento significativo,

guando comparado ao grupo Infarto Controle (Figura 4).
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Figura 4. Andlise temporal dos efeitos da dieta rica em frutose na glicemia em jejum de ratos
submetidos a cirurgia de infarto agudo do miocéardio. Valores de média e erro-padréo ().
*p<0,05, ratos Controle IM vs Frutose IM; "p<0,05, ratos Sham Controle vs Sham Frutose;
Anova 2 vias; N = 28

Ao final de 7 semanas, para avaliacao de tolerancia a glicose, foi aplicado teste
que consiste na administragao por via intraperitoneal de glicose (2mg/Kg, ip),
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apos jejum de 12-14 horas. A avaliacdo temporal dos niveis de glicose foi
realizada nos tempos: 0’ (basal), 5°, 10’, 20°, 30’, 45’, 60°, 90’ e 120’

A Figura 5A apresenta as medidas dos niveis de glicemia, basal e por 120
minutos, na sétima semana de tratamento. A Figura 5B apresenta as medidas
dos niveis de glicemia, basal e por 120 minutos, apds sete dias de cirurgia
ficticia. N&o foram encontradas diferencas dos mesmos grupos nos dois
momentos, contudo, estes resultados demonstram que a ingestdo crbénica de
frutose promove reducédo da tolerancia a glicose, visto a elevacdo dos niveis
séricos de glicose, apresentados nos pontos da curva, comparando 0s animais
tratados com os controles. Estes dados foram confirmados pelo calculo da
area abaixo da curva (Figura 5C).
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Figura 5. (A) Curso temporal dos niveis de glicemia, apés administracdo de glicose (2mg/Kg),
via intraperitoneal de ratos antes da realizagdo da cirurgia de inducdo de IM. (B) Curso
temporal dos niveis de glicemia, apés administracao de glicose (2mg/Kg), via intraperitoneal de
ratos apOs realizacdo de cirurgia ficticia; com valores de média e erro-padrdo (z). (C) Area
abaixo da curva, dos niveis de glicemia, apds administracdo de glicose, com valores de média
e erro-padrao (z) *p<0,05 vs ratos Controle; testt. N = 20

Apés 7 dias de inducdo de infarto agudo do miocardio, os animais foram
submetidos novamente ao teste de tolerancia a glicose, obedecendo os
mesmos protocolos realizados na sétima semana. A avaliacdo temporal dos
niveis de glicose foi realizada nos tempos: 0’ (basal), 5, 10’, 20’, 30’, 45, 60’,
90’ e 120'.

E possivel verificar como representado na Figura 6A, que os animais infartados
submetidos ao tratamento com frutose sustentam a condicdo de menor

tolerancia a glicose. Os niveis de glicemia permanecem elevados em todos os
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pontos da curva. A area abaixo da curva confirma a afirmacdo de que a dieta

ofertada para o grupo Frutose Infarto reduziu nesse grupo a tolerancia a glicose

A

(Figura 6).
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Figura 6. (A) Curso temporal dos niveis de glicemia, apés administracdo de glicose (2mg/Kg),
via intraperitoneal, sete dias apés cirurgia de indugdo de IM, de ratos submetidos a cirurgia de
infarto agudo do miocardio para os grupos Controle IM e Frutose IM com valores de média e
erro-padréo (). (B) Area abaixo da curva, dos niveis de glicemia, sete dias apds cirurgia de
inducéo de IAM, apés administracéo de glicose *p<0,05 vs ratos Controle, testt. N = 14

No entanto, quando foi analisada a condi¢cdo pré-infarto, ou seja, nha sétima
semana de protocolo e 7 dias pés IAM, a propria condicdo do IM, aumenta a

AAC, mas esse aumento parece ser mais evidenciado no grupo Frutose IM
(Figura 7B).

Na figura que representa o curso temporal dos niveis de séricos de glicose é

observado que apos 7 dias de infarto, h4 uma condicdo de reducdo da
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tolerancia a glicose nos animais infartados, quando comparados com as
medidas obtidas do mesmo grupo, antes da cirurgia de inducdo de infarto
agudo do miocardio.
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Figura 7. (A) Curso temporal dos niveis de glicemia, apés administragdo de glicose (2mg/Kg),
via intraperitoneal, sete dias apds cirurgia de inducdo de IM e cirurgia ficticia, com valores de
média e erro-padrdo (z). (B) Area abaixo da curva, dos niveis de glicemia, sete dias apds
cirurgia de inducdo de IM e cirurgia ficticia, apés administracdo de glicose N = 14; Anova 2
vias. *p<0,05 Sham Controle vs Controle IM; Sham Frutose vs Frutose IM; Controle IM vs
Frutose IM.

4.3.2 Teste de Sensibilidade a Insulina

Para avaliacdo de sensibilidade a insulina, foi realizada a aplicacdo de insulina

(LU/KQ), via intraperitoneal, apos 6 horas de jejum, e as medidas foram
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aferidas nos tempos: 0’ (basal), 5’, 10°, 20’, 30’, 45’, 60’, 90’ e 120’. O teste foi
realizado na sétima semana de protocolo e ap6s 7 dias da cirurgia de inducéo
de infarto agudo do miocardio.

Foi evidenciado que o0s grupos tratados com frutose possuem menor
sensibilidade a insulina, contudo ndo héa diferenca evidenciada entre os animais
dos grupos submetidos a cirurgia de infarto e dos grupos submetidos a cirurgia

ficticia, sugerindo que néao ha participacéo do IM nessa condicéo (Figura 8).
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Figura 8. (A) Curso temporal dos niveis de glicemia, apds administracdo de insulina (1U/Kg),
via intraperitoneal de ratos submetidos a cirurgia ficticia, N = 14. (B) Curso temporal dos niveis
de glicemia, apés administracdo de insulina (1U/Kg), via intraperitoneal, sete dias apds cirurgia
de inducéo de IM, N= 13. (C) Area abaixo da curva, dos niveis de glicemia, sete dias apds
cirurgia de inducéo de IM, apds administracéo de insulina; Valores de média e erro-padrdo (1)
Anova 2 vias; *p<0,05 Sham Controle vs Sham Frutose; “p<0,05 Controle IM vs Frutose IM.

4.4 EFEITOS DO TRATAMENTO COM SOLUCAO DE FRUTOSE 10%
SOBRE A INGESTAO DE AGUA E ALIMENTOS E PESO CORPORAL DE
RATOS SUBMETIDOS A CIRURGIA PARA INDUCAO DE INFARTO AGUDO
DO MIOCARDIO

Para avaliacdo da ingestdo de agua, alimento e solucdo de frutose 10%, os
animais foram condicionados, individualmente, em gaiolas metabdlicas, antes
do inicio do protocolo, na segunda, quarta e sétima semana, e 7 dias apos a

cirurgia de infarto.

4.4.1 Ingestao caldérica e consumo alimentar

Para avaliacdo do consumo alimentar e ingestdo hidrica dos animais
submetidos ao protocolo experimental, os animais foram colocados em gaiola
metabdlica antes do inicio do estudo, na segunda, quarta, sexta e sétima
semana de tratamento e 7 dias apos IM ou realizacdo de cirurgia ficticia (Figura
9).
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Foi observado aumento progressivo na ingestdo hidrica dos animais que
receberam a dieta rica em frutose, do inicio do protocolo ao sétimo dia pos IM
(Figura 9B). Houve mudanca no padrao do consumo alimentar desse grupo,
apenas na sétima semana de tratamento (Figura 9A). Nos animais do grupo
controle foi observado aumento progressivo do consumo de ragcdo e

manutencao do padrao de consumo de agua (Figura 9).

Dadas as diferencas no padrdo de consumo de racdo e agua dos grupos
submetidos ao estudo, fez-se necessaria a avaliagdo do consumo energético,
obtido a partir da ingestéo diaria de calorias, calculada a partir do consumo de

alimentos e frutose.

Os animais do grupo Frutose Infarto apresentaram maior consumo energético
quando comparados ao grupo Controle Infarto, exceto ao final das sete
semanas, sendo recuperado apés 7 dias de IM (Figura 9C). Houve mudanca do
padrao alimentar do grupo Frutose Infarto, em uma provavel tentativa de suprir
0 consumo energético reduzido pela ndo oferta da frutose, o aumento do
consumo da racao (Figura 9A) foi suficiente para a manutencédo da ingestao

caldrica.
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Figura 9. Consumo de ragdo, consumo de 4gua e ingestdo caldrica de ratos submetidos a
cirurgia de infarto agudo do miocérdio e cirurgia ficticia: Controle IM, Frutose IM, Sham
Controle e Sham Frutose; com valores de média e erro-padréo (), N = 24 . (A) Consumo diario
de racdo. (B) Consumo diario de 4gua ou solucéo de frutose. (C) Ingestdo cal6rica nos. Anova
2 vias; *p<0,05 Sham Controle vs Sham Frutose; #p<0,05 Controle IM vs Frutose IM.

4.4.2 Analise de ganho de peso corporal no decurso do tempo

Durante o tratamento ndo houve diferenca no ganho de peso corporal dos
animais submetidos ou néo ao tratamento com solucéo de frutose 10% (Figura
10), apesar de diferencas apresentadas na ingestdo calérica dos animais. No
entanto, apos IM, foi observada reducéo significativa no peso dos animais do
grupo Frutose IM, quando comparado aos grupos Controle IM e Sham Frutose
e durante os trés primeiros dias no grupo Controle IM, qguando comparado ao

grupo Sham Controle (Figura 11).
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Figura 10. Evolucdo do peso corporal dos animais no decurso do tempo, antes da cirurgia de
infarto agudo do miocardio, com valores de média e erro-padrao (), testt. N = 42
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Figura 11. Evolucéo do peso corporal dos animais durante 7 dias apés IM ou cirurgia ficticia,
de ratos submetidos a cirurgia de infarto agudo do miocéardio para os grupos Controle IM e
Frutose IM com valores de média e erro-padrdo (). Anova 2 vias; *p<0,05 Controle IM vs
Frutose IM; "p<0,05 Sham Frutose vs Frutose IM; #p<0,05 Sham Controle vs Controle IM.
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45 EFEITOS DO TRATAMENTO COM SOLUCAO DE FRUTOSE 10%
SOBRE MASSA MAGRA E DEPOSICAO DE GORDURA DE RATOS
SUBMETIDOS A CIRURGIA PARA INDUCAO DE INFARTO AGUDO DO
MIOCARDIO

Com objetivo de avaliar as alteracbes em massa magra e deposicdo de
gordura corporal nos animais submetidos a dieta cronica com solugéo frutose
10%, foram coletados: musculo gastrocnémio, gordura retroperitoneal, gordura

visceral e gordura epididimal de ambos os grupos, apds 7 dias de IM.

Foi encontrada reducdo na massa magra dos animais, do grupo Frutose,
submetidos ao protocolo de pesquisa (Figura 12), que pode ser justificada pela
perda de peso importante a reducdo abrupta da oferta de solucao frutose 10%,

por consequéncia — reducéo de ingestao calorica, apos IM.
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Figura 12. Massa magra de ratos submetidos a cirurgia de infarto agudo do miocéardio e a
cirurgia ficticia para os grupos Controle IM, Frutose IM, Sham Controle e Sham Frutose; com
valores de média e erro-padrdo (+), Anova 2 vias. *p<0,05 Controle IM vs Frutose IM; "p<0,05
Sham Frutose vs Frutose IM. N =51
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Com relacdo a deposicao de gordura corporal dos animais é possivel observar
gue o grupo Sham Frutose apresenta maior deposicéo de gordura visceral que
0s animais do grupo Sham Controle, e h& reducéo significativa de deposicéo de
gordura visceral dos animais Frutose IM quando comparados com O grupo

Controle IM e Sham Frutose, respectivamente (Figura 13).
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Figura 13. Deposi¢do de gordura visceral dos animais dos grupos Controle IM, Frutose IM,
Sham Controle e Sham Frutose; com valores de média e erro-padréo (+), Anova 2 vias.
*p<0,05 Controle IM vs Frutose IM; 'p<0,05 Sham Frutose vs Frutose IM; °p<0,05 Sham
Controle vs Sham Frutose; N = 51

4.6 EFEITOS DO TRATAMENTO COM SOLUCAO DE FRUTOSE 10%
SOBRE PESO DOS ORGAOS DE RATOS SUBMETIDOS A CIRURGIA PARA
INDUCAO DE INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

Para analise do efeito da dieta cronica com frutose no peso dos érgdos dos
animais submetidos a cirurgia de IM e cirurgia ficticia, foram coletados:
ventriculos, rim, figado e pulmdes. A tibia foi coletada e sua medida utilizada

para correcao de valores, conforme apresentado na Tabela 3.

Os orgaos foram coletados 7 dias apos IM, e ndo foram observadas diferencas

significativas, logo o protocolo de 7 semanas de tratamento com solugéo
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frutose 10% nao € suficiente para promover alteracées nos pesos dos 0rgaos

avaliados, mesmo quando acrescida a variavel IM.

Tabela 3. Peso de 6rgéos de ratos submetidos a cirurgia de infarto agudo do miocardio para os
grupos Controle IM e Frutose IM com valores de média e erro-padrédo (), coletados 7 doas

apos IM.

CONTROLE SHAM FRUTOSE SHAM
INFARTO CONTROLE INFARTO FRUTOSE
Tibia (cm) 4,347 + 0,037 4,218 + 0,042 4,140+ 0,086 4,218+ 0,091
Ventriculos/Tibia 0,307+ 0,011 0,396+ 0,018 0,330 £ 0,067 0,317 £ 0,072
(g/cm)
Rim/Tibia (g/cm) 0,292+ 0,009 0,303+ 0,012 0,275+ 0,013 0,293+ 0,018

Figado/Tibia (g/cm)

Pulmao/Tibia (g/cm)

3,182+ 0,1494

0,639+ 0,0496

3,221+0,1531

0,678+ 0,0512

2,916+ 0,1864

0,731+ 0,1132

2,979+ 0,1789

0,742+ 0,1215

*p<0,05, ratos Controle IM vs Frutose IM; "p<0,05, ratos Sham Frutose vs Frutose IM; "p<0,05,
ratos Sham Controle vs Controle IM; “p<0,05, ratos Sham Controle vs Sham Frutose; Anova 2
vias; N =51

4.7 EFEITOS DO TRATAMENTO COM SOLUCAO DE FRUTOSE 10%
SOBRE PARAMETROS PLASMATICOS DE RATOS SUBMETIDOS A
CIRURGIA PARA INDUCAO DE INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

A dieta crbnica por sete semanas, com solucado de frutose 10%, promoveu
diferenca significativa nas concentracdes seéricas de glicose e triglicerideos
(TG). Foi encontrado das concentragbes supracitadas quando comparados 0s
grupos: Controle IM vs Frutose IM e Sham Controle vs Sham Frutose, néo

houve diferenca apresentada nos demais parametros avaliados (Tabela 4).

Estudos semelhantes demonstram que dietas crénicas com frutose por um

periodo 6 semanas € suficiente para o aumento de triglicerideos e glicemia em
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jejum de ratos wistar machos (Lirio e cols, 2015), sendo assim, a condicdo

apresentada da-se, provavelmente em decorréncia da dieta prévia com frutose.

Tabela 4. Parametros plasmaticos, 7 dias apés infarto de ratos submetidos a cirurgia de infarto
agudo do miocardio para os grupos Controle IM e Frutose IM com valores de média e erro-

padrdo ().

CONTROLE SHAM FRUTOSE SHAM
INFARTO CONTROLE INFARTO FRUTOSE
Glicemia 8514 87+3 101+3* 100+4°
(mg/dL)
Colesterol 80,29+5,96 82,37+6,18 88,76+7,56 89,56+7,74
(mg/dL)
HDLc (mg/dL) 29,09+2 30,12+2,1 30,43+2 30,77+1,89

Triglicerideos

157,49+19,55

146,58+18,23

274,31+23,04*

257,34+18,02°

(mg/dL)
ALT (U/L) 48,68+3,36 48,68+3,36 50,94+6,10 50,94+6,10
AST (U/L) 84,4546,87 84,4516,87 86,94+4,96 86,94+4,96

*p<0,05, ratos Controle IM vs Frutose IM; "p<0,05, ratos Sham Frutose vs Frutose IM; "p<0,05,
ratos Sham Controle vs Controle IM; “p<0,05, ratos Sham Controle vs Sham Frutose; Anova 2
vias; N = 28

4.8 EFEITOS DO TRATAMENTO COM SOLUCAO DE FRUTOSE 10%
SOBRE PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO EM RATOS
SUBMETIDOS A CIRURGIA PARA INDUCAO DE INFARTO AGUDO DO
MIOCARDIO

Considerando que diversos estudos apontam para a participacao de espécies
reativas de oxigénio nas vias de remodelamento do musculo cardiaco pos-

infarto e na transi¢cdo de hipertrofia benéfica para a insuficiéncia cardiaca. Foi
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utilizada a citometria de fluxo para avaliar a concentracdo paslmaticas de

espécies reativas de oxigénio dos grupos estudados.

A Figura 14 apresenta a producéo de peroxinitrito-hidroxila (*\ONOQO7/*OH"). Os
animais do grupo Frutose Infarto, quando comparados ao grupo controle,

apresentaram menor produgao de (*ONOOQO7/+OH).
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Figura 14. Efeitos da dieta rica em frutose na produgcdo, em amostras de sangue, de ratos
submetidos a cirurgia de infarto agudo do miocardio para os grupos Controle IM e Frutose IM
com valores de média e erro-padréo (+), de peroxinitrito-hidroxila, apresentados pela diferenca
de MIF, obtidas por citometria de fluxo. **p<0,05 vs ratos Infarto controle, testt. N = 12

Quando aferida a intensidade de fluorescéncia, emitida pela utilizagcdo do
marcador de fluorescéncia 4,5-diaminofluoresceina- 2/diacetato (DAF), para
avaliacdo da producdo de Oxido nitrico (NO), foi encontrado aumento
significativo nos niveis de NO quando comparamos o grupo Infarto Frutose ao

grupo Infarto Controle (Figura 15).
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Figura 15. Efeitos da dieta rica em frutose producdo, em amostras de sangue, de ratos
submetidos a cirurgia de infarto agudo do miocardio para os grupos Controle IM e Frutose IM
com valores de média e erro-padrédo (+), de 6xido nitrico, apresentados pela diferenca de MIF,
obtidas por citometria de fluxo. **p<0,05 vs ratos Infarto controle, testt. N = 12

Na avaliacdo dos niveis de peréxido de hidrogénio, possibilitada pela avaliacao
da intensidade de fluorescéncia — emitida pela utilizacdo do marcador de
fluorescéncia 2’,7’-diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA), foi verificado
aumento na producao de H,0O,, quando comparamos o grupo Infarto Frutose ao

Grupo Infarto Controle (Figura 16).
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Figura 16. Efeitos da dieta rica em frutose producdo, em amostras de sangue, de ratos
submetidos a cirurgia de infarto agudo do miocéardio para os grupos Controle IM e Frutose IM
com valores de média e erro-padrdao (t), de perdxido de hidrogénio, apresentados pela
diferenca de MIF, obtidas por citometria de fluxo. **p<0,05 vs ratos Infarto controle, test t. N =
12
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Quando aferida a intensidade de fluorescéncia, emitida pela utilizacdo do
marcador de fluorescéncia dihidroetideo (DHE), para avaliacdo da producédo de
anion superoéxido (¢Oy), foi encontrado aumento significativo nos niveis de <O,
guando comparamos o grupo Infarto Frutose ao grupo Infarto Controle (Figura

17).
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Figura 17. Efeitos da dieta rica em frutose producdo, em amostras de sangue, de ratos
submetidos a cirurgia de infarto agudo do miocardio para os grupos Controle IM e Frutose IM
com valores de média e erro-padréo (t), de anion superoxido, apresentados pela diferenca de
MIF, obtidas por citometria de fluxo. **p<0,01 vs ratos Infarto controle, testt. N = 12
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou as alteragbes metabdlicas, bioquimicas e
hemodinamicas, apds sete dias de infarto, de dieta prévia rica em frutose, por
sete semanas. Os dados encontrados evidenciam que o uso cronico de frutose
promove alteracdes no peso ponderal, na tolerancia a glicose, na pressao
sistdlica do ventriculo esquerdo, na pressdo diastolica final do ventriculo
esquerdo, na variancia de R-R e na producéo de espécies reativas de oxigénio,

apos 7 dias de infarto do miocardio.

ApOGs a cirurgia de oclusdo de artéria corondria sdo esperadas mortes nas
primeiras 24 horas, em decorréncia das alteracdes eletrofisioldgicas produzidas
pelo insulto ao musculo cardiaco e a fatores relacionados ao proprio
procedimento cirargico (Mill e cols., 2011), procedimento esse que pode alterar

o perfil ponderal dos animais submetidos a cirargia.

No entando, na fase aguda, ndo foi observada diferenca na mortalidade dos
animais dos grupos estudados, sugerindo que 0s mecanismos compensatorios
iniciais — sistema antioxidante, manutencdo de varidveis funcionais e
hemodindmicas — séo suficientes para que, nesse periodo, a mortalidade do
grupo Frutose IM nédo seja aumentada, mesmo com as alteracdes metabdlicas,

biogquimicas e hemodinamicas apresentadas.

O declinio de peso apés o infarto € esperado na fase aguda e pode estar
relacionado ao processo de reestabelecimento do animal pelo trauma cirdrgico.
Dados semelhantes foram encontrados em um estudo realizado em 2015, que
encontrou perda de peso corporal na primeira semana ap0s ligadura de artéria
coronaria, ndo havendo diferenga em comparacdo com o grupo que foi

submetido a cirurgia ficticia (Aires, 2015).

Em individuos com doencas cardiovasculares a perda de peso ap0s um evento
agudo esta diretamente ligada ao desenvolvimento e gravidade de insuficiéncia
cardiaca (Lopez-Jimenez e cols., 2008; Pocock e cols, 2008), sendo presente
de maneira precoce, em pacientes acometidos por infarto do miocardio,

associada ao aumento do risco de mortalidade (Kennedy e cols., 2006).
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Encontramos declinio do peso ponderal no grupo Frutose IM, apos infarto do
miocardio, quando comparamos com o grupo Controle IM e ao grupo Sham
Frutose, mesmo com a manutencdo do consumo energético alcancada pela

mudanca do padrao alimentar apds o IM e a retirada da solucéo de frutose.

E possivel observar que houve tentativa dos animais do grupo Frutose IM e do
grupo Sham Frutose de compensar a ingestdo caldrica, evidenciado pelo
aumento do consumo de racdo nesses grupos, que foi suficiente para a
manutencdo do aporte energético fornecido pela solucdo de frutose. Contudo,
houve perda de peso ponderal, redu¢do de massa magra e de gordura visceral
dos animais do grupo Frutose IM.

No entanto, ndo foi encontrada diferenca de peso corporal precedendo a
cirurgia, resultado semelhante foi relatado em um estudo prévio, em que
animais tratados por seis semanas com dieta rica em frutose apresentaram
aumento de gordura visceral e de massa hepatica, sem aumentar peso

corporal (Lirio e cols, 2015).

A reducdo do peso ponderal na fase aguda do IM pode ser considerada um
indicativo de que animais de modelos experimentais de IM deram inicio ao
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca aguda (Faria e cols., 2011), -
representando um progndstico ruim e maior risco de mortalidade (Anker e
Sharma, 2002) -, caracterizada pela importante perda de peso ponderal e pela
perda de massa magra logo ap6s a oclusdo da artéria coronaria, para a

promocao do infarto do miocardio.

A perda de peso apés a oclusdo da artéria coronaria pode ser indicativo de
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca aguda (IC) apés infarto, podendo ser
utilizada como ferramenta n&o invasiva para estimar o desenvolvimento de IC

apos infarto (Faria e cols., 2011).

Apesar dos resultados isolados de perda de peso ponderal ndo serem
suficientes para sugerir a ocorréncia de insuficiéncia cardiaca, a avaliacdo dos
parametros funcionais apés o infarto sugerem que tanto o grupo Frutose IM,
guanto o grupo Controle IM deram inicio ao desenvolvimento de IC, justificada

pelo aumento da PDVET.
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No processo de remodelamento cardiaco, iniciado em resposta ao dano
provocado pela isquemia, ha hipertrofia de cardiomiocitos, aumento do
ventriculo esquerdo e do acumulo de colageno em areas proximas a regido do
infarto, provocando prejuizo na contracdo cardiaca e posterior IC (Pfeffer e
Braunwald, 1990; Sutton e Sharpe, 2000). Como consequéncia ha reducdo do
débito cardiaco e aumento da PDVEf (Parmley, 1985; Teerlink e cols, 1994;
Fraccarollo e cols, 2008).

E esperado que no infarto haja reducdo da presséo arterial sistolica (Packer,
1992; Lanfranchi e cols, 2002), esse resultado foi encontrado em nosso estudo.
Os grupos submetidos a cirurgia de infarto apresentaram menor PAS, quando

comparados aos grupos submetidos a cirurgia ficticia.

Nao foi observada diferenca de PAS entre 0s grupos submetidos a cirurgia
ficticia. No entanto, ha diferenca na PAS dos animais infartados, o grupo
Frutose IM teve menor reducéo da pressao arterial sistolica quando comparado
com o grupo Controle IM, assim como também apresentou aumento da PSVE,
quando comparado ao grupo Controle IM e Sham Frutose.

O aumento da pressao arterial € encontrado em estudos que investigaram 0s
efeitos da dieta rica em frutose (Nguyen, 2009; Perez-Pozo, 2010; Jalal, 2010;
Endo, 2014). No entanto, em nossos resultados ndo foi evidenciada
hipertensédo — autores que avaliaram alterac6es de pressao arterial em animais
tratados com dieta crbnica de frutose, com um periodo semelhante ao avaliado
em nosso estudo, corroboram nossos achados, visto ndo terem encontrado
quadro de hipertensdo nos animais submetidos a dieta (Bezerra e cols, 2001,

D'angelo e cols, 2005, Lirio e cols.; 2015).

Véarios mecanismos podem explicar o valor aumentado da PAS e PSVE do
grupo Frutose IM, quando comparado ao grupo Controle IM. A
hiperestimulacdo da atividade simpatica caracteristica do infarto do miocardio
(Mann e Bristow, 2005; Karakas e cols, 2013), somado a reducdo da
sensibilidade do barorreflexo e aumento da atividade simpéatica induzidos pela
ingestao cronica de frutose (DeAngelis e cols, 2012). O aumento dos niveis
circulantes de catecolaminas (Tran e cols, 2014), aumento da atividade do

sistema renina-angiotensina-aldosterona estimulado pela ingestdo de frutose
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(Kobayashi e cols, 1993), o aumento dos niveis de acido urico (Perez-Pozo,
2010) e disfungéo endotelial (Cai, 2018).

O mecanismo de alteracdo da PA induzida pela ingestdo cronica de frutose
ainda ndo esta bem estabelecido, ha evidéncias de que a dieta rica em frutose
estimula o sistema nervoso simpético, elevando a pressao arterial (Jalal e cols,
2010) e provoca disfuncdo endotelial, ocasionando aumento da PA (White,
2013).

Estudos epidemioldgicos evidenciam a participacdo da ingestdo inadequada de
frutose no aumento da pressao arterial (Nguyen e cols, 2009; Jalal e cols;
2010), sendo o desenvolvimento em adultos independente de histérico familiar
de hipertensdo (Foss e cols, 2001). Em estudo prévio foi relatado que a
ingestdo crbnica de frutose em individuos saudaveis aumenta
significativamente a frequéncia cardiaca, pressdo arterial, variabilidade da

presséao arterial e reduz a sensibilidade barorreflexa (La Rovere e cols, 2002).

Os prejuizos relatados associados ao consumo excessivo de frutose sdo
preditores de mortalidade por doenca cardiovascular (Montano e cols, 2009;
Alberti e cols, 2006). Além disso, estudos evidenciaram que o consumo de uma
dieta rica em frutose pode induzir disfuncdo do sistema nervoso em modelos
experimentais (Brito e cols, 2008; Cunha e cols, 2007; Suzuki e cols, 1997; De

Angelis e cols, 2012).

Quando ha disfuncdo do sistema nervoso autbnomo, como no caso IM e
diabetes, é possivel observar o aumento das oscilagcbes dos valores da
pressdo e subsequentemente a VPA, em virtude da reducdo informacao
aferente dos barorreceptores arteriais para o tronco encefalico, e por
consequéncia prejudicando o ajuste momento a momento da presséo arterial
(Curi e Procopio, 2009; Mancia e Grassi, 2000).

A reducdo da sensibilidade do sistema barorreflexo permite aumento da
estimulacdo simpatica, quando ha queda da PA, e o sistema nervoso periférico
perde a capacidade de regular adequadamente o ténus vasomotor (Curi e
Procopio, 2009; Mancia e Grassi, 2000). A VPA é tida como um preditor de
risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Parati et al., 2012;
Hata et al., 2006).
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Nossos dados nao apontaram diferencas significativas na variabilidade da
pressao arterial relacionados ao consumo de frutose, encontramos a redugéo
da VPA apenas nos animais do grupo Controle IM quando comparados ao
grupo Sham Controle. No grupo Frutose IM a VPA permanece aumentada
quando comparamos com o grupo Controle IM. Sugerindo que h&d aumento da

estimulacdo simpética nos animais tratados com frutose.

Foi observada reducédo na variancia R-R, que é tida como indicador da reducao
da variabilidade da frequéncia cardiaca, que por sua vez, € indicador de
prognostico de algumas doencas cardiovasculares, como infarto do miocardio
(Task, 1996). A reducdo da VFC é esperada apos infarto do miocardio, em
virtude do desbalanceamento do controle simpatico-parassimpatico que ocorre
na fase aguda do infarto do miocéardio (Aires, 2015), outros estudos que
avaliaram alteracdo na modulacdo autonémica no infarto do miocérdio
corroboram nossos achados (Aires, 2015; Kuch e cols, 2004; Casolo e cols,
1992).

E conhecido o aumento da atividade simpatica com a reducéo da resposta
vagal, no infarto do miocardio (Nolan e cols, 1992; Aires, 2015), que pode
explicar a reducdo da variancia R-R em animais infartados (Aires, 2015;
Montano e cols, 2009). Além disso, em animais tratados com frutose essa
reducdo da VFC pode ser potencializada em virtude da atenuacdo do
barorreflexo e aumento da atividade simpatica promovidos pela ingestao
cronica de frutose (DeAngelis, 2012). Contudo é importante salientar que os
mecanismos das alteracbes cardiovasculares produzidas pela ingestao
excessiva de frutose ainda néo estdo bem elucidados (Bouchard-Thomassim e
cols, 2011).

A hiperatividade do sistema simpatico tem efeito conhecido de possuir uma
atividade lipogénica aumentada (Cabral e cols, 2014). Estudos preévios
relataram o aumento de deposi¢cdo de gordura corporal em animais submetidos
a dietas ricas em frutose (Thomassim e cols, 2011; Lirio e cols, 2015). A frutose
€ percursora de gorduras e seu consumo em excesso leva a formacéo

exacerbada de acetil-CoA, que por consequéncia aumenta a biossintese de
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acidos graxos (Rizkalla, 2010). Como ja descrito, depois de metabolizada no
figado a frutose gera dois compostos que podem seguir trés vias distintas,
dando origem a piruvato, glicose ou glicogénio e glicerol, importante para a

sintese de triglicerideos (Bruce e Byrne, 2009).

O metabolismo da frutose no figado tem inicio com sua rapida conversdo em
frutose-1-fosfato, mediada pela enzima frutoquinase, sendo livre de feedbacks
negativos (Johnson e cols., 2013). A frutoquinase € existente em duas
isoformas — a tipo A, distribuida em compartimentos extra-hepaticos e com
maior afinidade pela frutose e a tipo C, encontrada no figado e responséavel
pela rapida disponibilizacéo de frutose na circulacdo (Ishimoto e cols., 2012).

7

Posteriormente a frutose-1-fosfato é clivada em d-gleceraldeido e
dihidroxiacetona, podendo assumir 3 vias distintas, tendo como produto o
piruvato, glicerol ou glicose (Dai e McNeill, 1995), sendo responsaveis pela
producdo descontrolada de glicose e triglicerideos (Feinman e Fine, 2013). A
via glicolitica que permite a formacao de acetil-CoA, a partir do glicerol, é livre
do controle da insulina, promovendo lipogénese e formacao de triglicerideos
(Lé e cols., 2009), intolerancia a glicose e resisténcia a insulina (Haber e cols,
2001).

Os indices de triglicerideos também se apresentaram aumentados nos animais
do grupo tratados com solucao de frutose, outros estudos ja demonstraram que
o tratamento com frutose promove alteracdo no perfil lipidico dos animais
submetidos ao tratamento (Lirio e cols, 2015; Lé e cols, 2006; L€ e cols, 2009;
Dhingra e cols, 2007). Quando existem baixas concentragdes de frutose no
intestino, uma quantidade importante é convertida em glicose nos enterdcitos
(Bismut e cols., 1993), contudo, quando ha aumento da concentracdo de
frutose, para além de 1mM, a conversdo em glicose no intestino ndo é
suficiente, sendo direcionada para a circulacdo e posterior metabolismo no
figado (Schaefer e cols., 2009).

A ingestdo excessiva de frutose € conhecida por promover desordens
metabodlicas e cardiovasculares, progressivas, promovendo resisténcia a

insulina (Abdulla e cols, 2011). Contudo, o curso temporal para a promogéo das
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alteracdes ocasionadas pela frutose ainda nédo € bem estabelecido e parece

estar relacionado com o periodo e quantidade de ingestao.

No figado a frutose € metabolizada, estimula a producdo de glicogénio
(Petersen e cols., 2001) contribuindo para o aumento da produgdo de acetil-
CoA e triglicerideos (Feinman e Fine, 2013). A frutose, metabolizada no figado,
é fosforilada em fosfofrutose, por meio da hidrélise de ATP em AMP e acido
arico (Kurtz e cols., 1986), que quando elevado mostrou estar associado ao

desenvolvimento de resisténcia a insulina (Zhang e cols., 2017).

Estudos demonstram que a partir da sexta semana de tratamento com frutose
ja é possivel observar alteracdes metabdlicas como reducdo a tolerancia a
glicose, desenvolvimento de resisténcia a insulina, alteracdo nos niveis de
triglicerideos circulante (Lirio e cols., 2015; Axelsen e cols., 2010). Alteracdes
na pressao arterial sdo posteriores as alteracdes metabdlicas e foram
observadas em estudos que submeteram animais a dieta rica com frutose a
partir da oitava semana de tratamento (Cheng e cols., 2014; Sanchez-Lozada e

cols., 2007).

Os parametros glicémicos dos animais tratados com frutose, nesse estudo,
também se apresentaram alterados, mantidos mesmo apo0s a retirada da
solucdo de frutose. Foram observados o aumento da glicemia em jejum e o

estabelecimento de resisténcia a insulina, avaliado a partir do teste de

tolerancia a glicose e do teste de sensibilidade a insulina.

E bem estabelecido, segundo dados apresentados em outros estudos (Souza,
2017; Tappy e Le, 2010; Lirio e cols, 2015), e corroborados por outros
trabalhos (Bray, 2007; Stanhope, 2015) que esclareceram que o metabolismo
da frutose, que ocorre majoritariamente no figado, tem a capacidade de
promover lipogénese, alterar niveis de triglicerideo, promover resisténcia
insulinica e, por consequéncia, estimular desenvolvimento da sindrome
metabdlica, que é caracterizada pela reunido de trés dos cinco agravos:
resisténcia a insulina, aumento de glicemia em jejum, obesidade, aumento dos

niveis de triglicerideos e hipertenséo arterial.

E importante salientar que existem evidéncias de que o desenvolvimento de

uma seérie de doencas, incluindo o IM, é favorecido pela sobrecarga simpatica,
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resultando em disfuncdo endotelial, dislipidemias, resisténcia a insulina e

estresse oxidativo (Hellstrom, 2007)

Evidenciamos em nossos resultados alteracdes na producdo das espécies
reativas de oxigénio - peroxinitrito hidroxila, éxido nitrico, peroxido de
hidrogénio e anion superoxido — quando comparados o0s grupos Frutose IM e
Controle IM. Os resultados encontrados em nosso estudo sugerem que ha

estresse oxidativo nos animais do grupo Frutose IM.

A angiotensina Il é considerada com importante mediador do estresse oxidativo
vascular, sendo importante ativadora da NADPH oxidase, que por sua vez,
atua no estimulo a producdo de anion superéxido (Griendling e cols, 1994).
Estudos prévios evidenciam o aumento da producdo de Angio Il e aldosterona
(Farah e cols, 2006) e nos receptores e concentracdes plasméaticas de Angio |l
(Hsieh, 2005; Katovich e cols, 2001; Kamide e cols, 2002) em animais

submetidos a dieta rica em frutose.

Um estudo prévio realizado por Pereira (2017), evidenciou reducdo da
contracdo e aumento do relaxamento de artéria de ratos tratados com frutose,
quando incubadas com superoxido dismutase, enzima responsavel pela
conversdo de anion superoxido emperéxido de hidrogénio e agua (Pereira,
2017), sugerindo o aumento na producdo de anion superéxido, dado também

encontrado em nossos resultados.

A formacdo de peroxido de hidrogénio pode ocorrer a partir do anion
superoxido, mediada pela superoxido dismutase (Satoh e cols., 2014), sendo
mais estavel e exercendo importantes funcdes fisioldgicas (Loperena e
Harrison, 2017). Tem sido discutido que o peréxido de hidrogénio estimula a
producdo de espécies reativas de nitrogénio, melhorando vasodilatacdo
(Pereira, 2017).

No entanto, outros estudos sugerem gue o H,O, estimulam o desacoplamento
das espécies reativas de nitrogénio e ativam a NADPH oxidase (Cai, 2005; Li e
cols., 2001), aumentando a producao de anion superoxido e por consequéncia

a resposta contratil dos vasos (Pereira, 2017).
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E bem estabelecido que no infarto existe aumento da atividade do sistema
antioxidante, em tentativa de reduzir os danos teciduais provocados pelo
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, decorrentes da lesédo
isquémica (Droge, 2002), assim como, ja foi evidenciado em outros estudos
que o tratamento com frutose é capaz de aumentar a producdo de espécies

reativas de oxigénio (Porto e cols, 2015).

E bem estabelecido o efeito deletério do estresse oxidativo (Poulsen e cols,
1998; Valko e cols., 2004). Em eventos isquémicos, como o IM, a reperfusao
sanguinea é acompanhada do aumento exagerado da producdo de espécies
reativas de oxigénio, que por sua vez, aceleram a morte celular por apoptose e
necrose (Francischetti e cols, 2010; Silveira e Procianoy, 2005). As EROS séo
capazes de influenciar em diversos componentes do sistema cardiaco: funcéo
contrétil, fibrose intersticial, disfuncdo endotelial e hipertrofia de cardiomidcitos
(Costa, 2018).

Existem evidencias clinicas e experimentais de que h& participacdo do estresse
oxidativo no remodelamento cardiaco e progressdao da IC (Costa, 2018;
Giordano, 2005). Marcadores de estresse oxidativo se apresentam elevados
em pacientes com IC e se correlacionam com a disfuncao cardiaca (McMurray
e cols, 1993; Mallat e cols, 1998; Valgimigli e cols, 2004). As vias de
sinalizacdo do estresse oxidativo estdo envolvidas no desenvolvimento de
hipertrofia ventricular e apoptose de cardiomiécitos (Filomeni e Ciriolo, 2006;
Heineke e Molkentin, 2006; Berk e cols, 2007).

Nossos dados sugerem que o consumo prévio de frutose promove estresse
oxidativo nos animais infartados, evidenciado pelo aumento da producdo de
espécies reativas do oxigénio (EROS) - peréxido de hidrogénio e anion
superoxido - e promove necessidade de ativacdo da atividade antioxidante,
evidenciado pelo aumento dos niveis de oxido nitrico e redugédo dos niveis de

peroxinitrito hidroxila.
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6 CONCLUSAO

Em virtude do que foi apresentado em nosso estudo e a partir da andlise dos
resultados obtidos é possivel concluir que a dieta crénica com solugéo frutose
10%, por sete semanas, € suficiente para promover resisténcia a insulina,
aumento dos niveis de triglicerideos e aumento dos niveis glicémicos,

sustentados apoés 7 dias de infarto do miocérdio.

Além disso, reducdo da variancia R-R e aumento da formacdo de espécies
reativas de oxigénio, aumento da PDVEf e perda de peso ponderal, nos
animais tratados com frutose, quando comparados aos do grupo controle,
sugerindo pior adaptacdo do musculo cardiaco ao IM.

Dessa forma, podemos confirmar nossa hipétese como verdadeira, que
considera que o consumo elevado de frutose por um longo periodo em animais
normotensos interfere nos pardmetros hemodindmicos, metabdlicos e
bioquimicos, ap6és infarto do miocardio, sugerindo prejuizo na adaptacdo do

musculo cardiaco ao infarto do miocardio.
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