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RESUMO

CRUZ, P. L. Acéo da piridostigmina na funcéo cardiaca em modelo animal de Diabetes
Mellitus tipo 2. 2025. Tese (Doutorado em Cardiologia — Faculdade de Medicina da

Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2025.

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é um dos principais fatores de risco para doencas
cardiovasculares e, quando ndo controlado, promove alteragcbes vasculares e autonémicas
significativas. O consumo continuo de frutose, presente na alimentacdo moderna, representa
um agravante metabdlico e um sério problema de saude publica. Este projeto utilizou um
modelo experimental em ratos que associa 0 uso de estreptozotocina (STZ) ao consumo de
frutose, a fim de mimetizar com maior fidelidade as caracteristicas clinicas do DM2 em
humanos.A piridostigmina (PIR), um inibidor da acetilcolinesterase com uso clinico
consolidado no tratamento de insuficiéncia cardiaca, arritmias ventriculares e infarto do
miocardio, foi investigada neste estudo devido a hipotese de que sua acdo na via colinérgica
anti-inflamatoria poderia promover efeitos benéficos em pardmetros hemodindmicos,
metabdlicos e inflamatdrios associados a0 DM2.A tese teve como objetivos estabelecer esse
modelo combinado de DM2 e avaliar os efeitos do tratamento com PIR sobre a fun¢éo cardiaca,
alteracBes metabolicas e autondmicas, estresse oxidativo e fibrose cardiaca. Para isso, ratos
Wistar machos foram divididos em seis grupos experimentais: controle (C), controle+frutose
(CF), controle+piridostigmina  (CFP), diabético (D), diabético+frutose (DF) e
diabético+frutose+piridostigmina (DFP), com n=10 por grupo. Foram mensurados niveis
séricos de glicose e triglicerideos, realizado teste de resisténcia a insulina, avaliacdo da
sensibilidade barorreflexa com drogas vasoativas, ecocardiografia de alta resolugdo, além de
analises histologicas de colageno e estresse oxidativo no tecido cardiaco. Os dados foram
tratados estatisticamente por ANOVA seguida de pos-teste de Tukey, com significancia
definida em p<0,05.0 modelo experimental estabelecido com STZ e frutose reproduziu
alteracdes tipicas do DM2, como hiperglicemia, resisténcia a insulina, disfuncdes sistolica e
diastdlica, hipotenséo arterial, desequilibrio autondmico, alteragcdes na frequéncia cardiaca e
pressdo arterial, além de agravamento do estresse oxidativo. O tratamento com piridostigmina,
apesar de ndo prevenir a perda de massa corporal, restaurou o indice de Lee, melhorou os niveis
de triglicerideos, tolerncia a insulina, pardmetros autonémicos, reduziu a deposi¢cdo de

colageno e atenuou o estresse oxidativo. As analises de correlacao revelaram que a variabilidade



da frequéncia (Var IP) se associou negativamente ao dano proteico cardiaco e a deposi¢do de
coldgeno ventricular, enquanto a oxidagdo de proteinas correlacionou-se positivamente ao
peroxido de hidrogénio, lipoperoxidacdo e massa ventricular. Os achados apontam que a
piridostigmina tem potencial terapéutico na modulacdo autondmica e prevencdo de
complicagdes cardiacas no DM2, e que estudos adicionais sdo necessarios para investigar

melhor sua eficacia em diferentes doses e tempos de tratamento.

Palavras chave: Brometo de piridostigmina, Diabetes Mellitus, Disfuncdo autondémica,
Frutose, Estreptozotocina.



ABSTRACT

CRUZ, P. L. Action of pyridostigmine on cardiac function in an animal model of type 2
Diabetes Mellitus. 2025. Thesis (PhD in Cardiology — Medicine School, University of Séo
Paulo, S&o Paulo, 2025.

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is one of the main risk factors for cardiovascular diseases
and, when left uncontrolled, causes significant vascular and autonomic changes. Continuous
consumption of fructose, present in the modern diet, represents a metabolic aggravation and a
serious public health problem. This project used an experimental model in rats that associates
the use of streptozotocin (STZ) with fructose consumption, in order to more faithfully mimic
the clinical characteristics of DM2 in humans. Pyridostigmine (PYR), an acetylcholinesterase
inhibitor with consolidated clinical use in the treatment of heart failure, ventricular arrhythmias
and myocardial infarction, was investigated in this study due to the hypothesis that its action on
the anti-inflammatory cholinergic pathway could promote beneficial effects on hemodynamic,
metabolic and inflammatory parameters associated with DM2. The thesis aimed to establish
this combined model of DM2 and evaluate the effects of treatment with PYR on cardiac
function, metabolic and autonomic alterations, oxidative stress and cardiac fibrosis. For this
purpose, male Wistar rats were divided into six experimental groups: control (C),
control+fructose (CF), control+pyridostigmine (CFP), diabetic (D), diabetic+fructose (DF) and
diabetic+fructose+pyridostigmine (DFP), with n=10 per group. Serum glucose and triglyceride
levels were measured, insulin resistance testing was performed, baroreflex sensitivity was
assessed with vasoactive drugs, high-resolution echocardiography was performed, and
histological analyses of collagen and oxidative stress in cardiac tissue were performed. The data
were statistically analyzed by ANOVA followed by Tukey's post-test, with significance set at
p<0.05. The experimental model established with STZ and fructose reproduced typical changes
in DM2, such as hyperglycemia, insulin resistance, systolic and diastolic dysfunctions, arterial
hypotension, autonomic imbalance, changes in heart rate and blood pressure, and worsening of
oxidative stress. Pyridostigmine treatment, although not preventing body mass loss, restored
the Lee index, improved triglyceride levels, insulin tolerance, autonomic parameters, reduced
collagen deposition and attenuated oxidative stress. Correlation analyses revealed that heart rate
variability (Var IP) was negatively associated with cardiac protein damage and ventricular
collagen deposition, while protein oxidation was positively correlated with hydrogen peroxide,

lipid peroxidation and ventricular mass. The findings indicate that pyridostigmine has



therapeutic potential in autonomic modulation and prevention of cardiac complications in
T2DM, and that additional studies are needed to better investigate its efficacy at different doses
and treatment times.

Keywords: Pyridostigmine bromide, Diabetes Mellitus, Autonomic dysfunction, Fructose,
Streptozotocin.
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INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

1.1 Obesidade, Sindrome Metabdlica e Diabetes mellitus tipo 2 & Doencgas
cardiovasculares

O Diabetes mellitus (DM) é uma doenca cronica que afeta milhdes de pessoas em
todo o mundo, incluindo o Brasil como um dos paises com alta prevaléncia. Considerando
0 DM2, sua prevaléncia global devera achegar a 7.079 individuos por 100.000 habitantes
até 2030, com aumento em todas as regides. Entre as causas para o desenvolvimento do
DM2 encontram-se fatores genéticos e ambientais como obesidade e estilo de vida (Kahn;
Cooper; Del Prato, 2014). Adicionalmente o DM figura como um dos principais fatores
de risco para doencas cardiovasculares.

De fato, as evidéncias obtidas na literatura indicam que a obesidade, a sindrome
metabolica e o Diabetes mellitus tipo 2 (DM2) mantém um elo de interacdes complexas
entre fatores genéticos, ambientais e bioguimicos. Além da susceptibilidade genética,
pode se estabelecer uma linha temporal adicional entre estas trés condi¢fes que podem
culminar no aparecimento do DM2, a qual apresentamos resumidamente a seguir. A
obesidade seria a etapa inicial dessa linha temporal. De fato, a obesidade visceral (gordura
intra-abdominal) é considerada o fator de risco mais importante para o desenvolvimento
tanto da sindrome metabdlica como do diabetes tipo 2. Este tecido adiposo visceral libera
uma seérie de citocinas inflamatorias e adipocinas que constituem um estado inflamatério
cronificado associado a resisténcia a insulina, o que, em ultima andlise, pode levar a
hiperglicemia compensatéria (Kahn; Hull; Utzschneider, 2006).

Esta condicdo constitui um fator de risco significativo para o desenvolvimento da
Sindrome Metabdlica, a qual, no nosso espectro temporal, pode ser classificada como um
estado intermediario para o desenvolvimento do DM 2. Efetivamente, o termo SM
descreve um conjunto de fatores de risco que se manifestam num individuo e aumentam
a probabilidade de desenvolver doencas cardiovasculares e DM. A Sindrome Metabdlica
(SM) é uma condigdo clinica caracterizada por uma combinacdo de fatores de risco,
incluindo circunferéncia abdominal aumentada, pressao arterial (PA) elevada, aumento
de triglicerideos, redugdo do colesterol HDL e glicemia de jejum aumentada (Saklayen,
2018).

Num determinado momento temporal, a manifestacdo de resisténcia a insulina e
outros fatores da SM pode aumentar significativamente o risco de desenvolvimento do

DM2, o qual é caracterizado por hiperglicemia persistente resultante da disfuncdo das



células B pancreéticas, que se esgotam no processo de producdo de hiperinsulinemia
compensatéria (Prentki, 2006).

Na sequéncia faremos uma breve reviséo sobre estas trés etapas, iniciando pela
obesidade.

A obesidade ¢ definida como uma condicédo crénica caracterizada pelo acumulo
excessivo ou anormal de gordura corporal, o qual pode comprometer a satde. De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (2024), o diagndstico clinico é estabelecido com
base num indice de massa corporal (IMC) igual ou superior a 30 kg/m2. Trata-se de uma
doenca multifatorial crénica, resultante da interacdo de fatores genéticos, sociais,
culturais, nutricionais, metabolicos ou enddcrinos (Freitas et al., 2014; Ribeiro et al.,
2006).

Em 2022, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (2024), o sobrepeso afetou
2,5 mil milhdes de adultos com mais de 18 anos, dos quais 890 milhdes apresentavam
obesidade. A faixa etaria com maior percentual de prevaléncia é a dos 50 aos 65 anos. Os
continentes americano e europeu apresentam as maiores taxas de individuos com excesso
de peso e obesidade, com um aumento na prevaléncia de, respetivamente, 15,6% e 11,6%
entre 1980 e 2019 (Boutari; Mantzoros, 2022).

Um estudo brasileiro, realizado com 40 853 adultos, revelou que 52,5% dos
participantes apresentam um indice de massa corporal superior ao recomendado e que
17,9% sdo obeses, o que confirma os dados apresentados pela OMS (Monteiro et al.,
2016). A obesidade é considerada uma epidemia de ambito mundial, afetando paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Esta condicdo estd presente em todas as classes
econdmicas, mas manifesta-se predominantemente em familias de baixos rendimentos.
Né&o obstante, e apesar de a obesidade afetar quase um oitavo da popula¢do mundial, ndo
foi alcancado um consenso global sobre a classificacdo e definicdo da obesidade. Os
individuos com obesidade apresentam diferentes perfis de salde e necessidades, contudo,
sdo frequentemente discutidos como uma entidade Unica, definida por um dnico
parametro (IMC), ou ndo sdo objeto de qualquer discussdo. Neste sentido, a Comissao
Lancet de Diabetes e Endocrinologia propde uma reavaliagdo dos paradigmas atuais sobre
a obesidade. Ao fornecer uma nova definicdo e estrutura diagnostica, esta Comisséo
identifica quando a obesidade é um fator de risco (obesidade pré-clinica) e quando
representa uma doenca isolada (obesidade clinica). A nova defini¢do, fundamentada em
evidéncias, distingue a "obesidade clinica”, um estado de doenca cronica e sistémica

diretamente causado pelo excesso de adiposidade, da "obesidade pré-clinica”, uma



condicéo de excesso de adiposidade sem disfungédo organica ou limitagdes nas atividades
diérias, mas com risco aumentado para a saude no futuro. Dada a limitac&o inerente ao
IMC, a Comisséo recorre a outras medidas antropométricas, tais como a circunferéncia
da cintura, a relacao cintura-quadril e a relacdo cintura-altura, complementando o IMC
na definicdo do estado de obesidade. A implementacao desta nova estrutura diagndstica
devera facilitar um manejo mais acessivel e eficaz da obesidade (Rubino et al., 2025).
Em virtude das diversas altera¢cdes metabdlicas associadas aos novos padrdes de
vida, é plausivel o desenvolvimento da sindrome metabolica (SM), sobretudo quando
ocorre um acumulo de adipocitos na regido abdominal. Conforme a definicdo da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a Sindrome Metabdlica (SM) constitui um
disturbio metabdlico complexo, caraterizado pela associacdo de intolerancia a glicose
e/ou resisténcia a insulina, bem como dois ou mais dos seguintes fatores: Aumento da
pressdo arterial sistémica (valores superiores a 140/90 mmHg); adiposidade
central/abdominal e ou indice de massa corporal (IMC) maior que 30 kg/m?
microalbumindria (maior ou igual a 20 pg/min ou a razdo albumina/creatinina maior ou
igual a 30 mg/g). A hipertrigliceridemia, definida como concentracdes plasmaticas
superiores a 150 mg/dL, e a diminuicdo das concentracdes séricas de lipoproteina de alta
densidade (HDL-C) abaixo dos 35 mg/dL e 39 mg/dL em homens e mulheres,
respetivamente ((Khosravi-Boroujeni et al., 2015; World Health Organization, 1999)),
constituem a manifestacdo clinica da doenca. Dessa forma, a definicdo da sindrome
metabolica pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) foi estabelecida em 1998, tendo-
se mantido como referéncia internacional. Embora outras organiza¢Ges, como a
Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) e 0 NCEP-ATP Ill, tenham proposto critérios
alternativos, a OMS nao publicou uma atualizacao oficial dessa definicdo até o momento.
A SM constitui um fator preditivo relevante para o desenvolvimento de diabetes
mellitus (DM), uma vez que nos individuos com SM 0s riscos séo cinco vezes superiores
em comparagdo com a populagdo saudavel. A nivel mundial, o DM é uma doenga cronica
que afeta 537 milhdes de pessoas. Segundo a IDF (2021), projeta-se que este ndmero
ultrapasse 783 milhdes de individuos em 2045 (International Diabetes Federation, 2021).
O Diabetes Mellitus (DM) é uma desordem metabdlica de etiologia mdltipla,
caracterizada principalmente pela presenca de hiperglicemia persistente. Esta condigéo
resulta de uma absorcdo inadequada de glicose, associada a deficiéncias na secregédo de
insulina, auséncia total desse horménio e/ou a incapacidade da insulina de exercer

adequadamente os seus efeitos. Esse quadro promove o desenvolvimento de resisténcia a



insulina, seguido pela faléncia das células B pancreaticas, que se tornam incapazes de
compensar a resisténcia periférica. Consequentemente, as células sdo incapacitadas de
desempenhar adequadamente suas func@es vitais (Martin-Timén, 2014).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (2024), o diagndstico é realizado
com base em critérios especificos, sendo que a satisfacdo de apenas um destes critérios é
suficiente para o seu estabelecimento. A glicemia de jejum deve ser igual ou superior a
126 mg/dL (7,0 mmol/L). A glicemia deve ser igual ou superior a 200 mg/dL (11,1
mmol/L) duas horas apds a administracdo de 75 g de glicose por via oral. A hemoglobina
glicada (HbA1c) deve ser igual ou superior a 6,5%. A glicemia casual deve ser igual ou
superior a 200 mg/dL em pacientes com sintomas classicos. O DM € um grupo de
perturbacdes metabolicas do metabolismo de carboidratos, nas quais a glicose €
subutilizada como fonte de energia e produzida em excesso devido a uma glicogénese e
uma glicogenodlise inadequadas, resultando em hiperglicemia. O DM pode ser
diagnosticado com base na demonstragéo de concentrac6es elevadas de glicose no plasma
venoso ou aumento da hemoglobina glicada no sangue. A classificacdo convencional do
DM abrange varias categorias clinicas, tais como o DM tipo 1 ou 2, 0 DM gestacional e
outros tipos especificos derivados de outras causas, incluindo causas genéticas, disturbios
pancreaticos exdcrinos e medicamentos (ElSayed et al., 2025).

O DM2 é o tipo mais prevalente, representando 90% dos casos diagnosticados. E
importante salientar que cerca de 50% dos individuos afetados néo estdo cientes da sua
condicdo, precisamente devido a natureza assintomatica inicial da doenca e a auséncia de
necessidade de terapia com insulina (Lin; Sun, 2010). Num primeiro momento, a
patologia € assintomatica, sendo que as complica¢des associadas podem demorar um
periodo de trés a cinco anos até serem evidentes (Lin; Sun, 2010; Olokoba; Obateru;
Olokoba, 2012).

Atualmente, o diabetes afeta 10,5% da populacdo adulta mundial. O Brasil ocupa
a quinta posicdo, com um total de 15,7 milhGes de casos. As estimativas atuais indicam
que, até 2035, o nimero de individuos afetados pela doenga na América Latina atingira
0s 38,5 milhdes, representando um aumento significativo em comparagdo com os 24,1
milhdes registados atualmente. Este aumento representa uma proporcao consideravel da
populacdo adulta da regido, estimada em cerca de 9%. E importante salientar que, em
46% dos casos, 0s pacientes ndo estao cientes da sua condicao, o que sugere a necessidade
de estratégias de rastreio e conscientizacdo para promover o diagnéstico precoce e a

implementacdo de tratamentos adequados (International Diabetes Federation, 2021).



O aumento substancial da prevaléncia da obesidade tem desencadeado um
incremento nos casos de diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Este cenério é motivo de
apreensdo, dada a sua associacdo com elevados indices de morbidade e mortalidade,
resultantes das complicacdes associadas a esta condicdo. De acordo com o Atlas de
Diabetes da Federacéo Internacional de Diabetes (IDF) de 2025, estima-se que, em 2024,
cerca de 589 milhdes de adultos (com idades entre os 20 e os 79 anos) viviam com
diabetes, nimero que podera atingir os 853 milhGes até 2050, caso ndo sejam
implementadas outras medidas efetivas. Este aumento é atribuido a fatores como a
urbanizacéo acelerada, o envelhecimento populacional, a reducao da atividade fisica e o
aumento da prevaléncia de sobrepeso e obesidade. Adicionalmente, mais de 40% dos
adultos com diabetes nédo estdo cientes da sua condi¢do, 0 que exacerba o risco de
complicacdes como doencas cardiovasculares, insuficiéncia renal e retinopatia. No Brasil,
a situacdo é igualmente alarmante. Dados recentes apontam para o fato de que cerca de
20 milhdes de cidadaos brasileiros vivem com diabetes, posicionando o pais entre 0s que
apresentam um numero mais elevado de casos a nivel mundial. A prevaléncia é
particularmente elevada no sexo feminino, com 11,1% de casos, em comparacdo com
9,1% no sexo masculino (International Diabetes Federation, 2021).

O DM figura como um dos principais fatores de risco para doencas
cardiovasculares. Pacientes diabéticos podem desenvolver insuficiéncia cardiaca na
auséncia de hipertensdo e de doenca coronariana. As alteracdes que envolvem a estrutura
e a funcdo do musculo cardiaco sdo denominadas cardiomiopatia diabética. A doenca se
inicia com uma disfuncdo diastélica, que pode progredir para uma disfuncéo sistdlica.
Essa disfuncdo sistolica tem sido associada a piora do prognostico (Boudina; Abel, 2007;
Strunz et al., 2025).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Satude (OMS), o diabetes esta associado
tanto a complicacGes agudas, como a cetoacidose diabética, que ocorre em situacdes de
extrema deficiéncia da acdo insulinica, quanto a complicagdes tardias, que acometem
diversos 6rgdos e sistemas, incluindo olhos, rins, nervos, coracdo e vasos sanguineos.
Essas complicagGes cronicas frequentemente resultam em incapacitagcdo permanente ou
invalidez. As complicac@es cronicas do diabetes podem ser classificadas em dois grupos
principais: 1- Doencas microvasculares, que provocam danos aos pequenos vasos
sanguineos, sendo representadas principalmente pela retinopatia, nefropatia e neuropatia

diabética. 2- Doengas macrovasculares, que incluem a aterosclerose, a doenca arterial



periférica, a doenca carotidea e a doenca arterial coronariana. (ElSayed et al., 2025;
Strunz et al., 2025; Van de Weijer; Schrauwen-Hinderling; Schrauwen, 2011).

Em casos de auséncia de controle, o0 DM2 pode resultar em uma série de
alteracdes, incluindo as vasculares e as autondmicas. Consequentemente, pacientes
diabéticos apresentam maior vulnerabilidade ao desenvolvimento de eventos
cardiovasculares adversos, tais como infartos e acidentes vasculares cerebrais. Diferentes
mecanismos, dentre eles a hiperglicemia e a disfun¢do autondmica, sdo apontadas como
causas das referidas dificuldades (Barboza et al., 2019; Martin-Timon, 2014).

Apesar da predisposicdo genética, outros fatores, tais como o envelhecimento, a
qualidade da dieta, o sedentarismo e o estilo de vida, sdo elementos que contribuem para
0 desenvolvimento de DM2, SM e obesidade (Monteiro et al., 2016; Rivera et al., 2014).

1.2 Consumo excessivo de Frutose e alteracGes cardiometabdlicas e autondémicas

Nas Gltimas décadas houve um aumento significativo no consumo de frutose,
possivelmente pelo seu uso na alimentagcdo como forma de adocar os alimentos e beb idas
processadas (Dupas et al., 2017; Ogden et al., 2011; Vos et al., 2008). Nas ultimas
décadas, o consumo de frutose aumentou significativamente, principalmente devido a
ampla utilizacdo do xarope de milho com alto teor de frutose (HFCS) como adogante em
alimentos e bebidas processadas. A frutose € um monossacarideo presente naturalmente
nos alimentos como o mel, frutas e alguns vegetais. Sua formula molecular é semelhante
a da glicose, porém as duas diferem estruturalmente através do processo de isomerizagao,
tendo como produto final o xarope de milho de alta frutose, também conhecido como
HFCS (do inglés: High frutose corn syrup), sendo considerados agucares mais doces que
a sacarose (Henry; Crapo; Thorburn, 1991; Sloboda et al., 2014). Sendo assim, 0 uso da
frutose pela industria alimenticia tem aumentado anualmente, pois a quantidade de frutose
necessaria para adocar os alimentos é menor quando comparada com a quantidade de
sacarose, tornando-se uma substancia lucrativa para as empresas alimenticias (Hanover;
White, 1993; Kay Parker; Michelle Salas; Veronica C. Nwosu, 2010; Sloboda et al.,
2014).

Do ponto de vista biogquimico o consumo crénico de frutose traz consequéncias
potencialmente negativas na funcdo metabdlica geral, favorecendo o desenvolvimento de
um quadro de SM e possivel desenvolvimento de DM (Sloboda et al., 2014).

Estudos realizados em ratos demonstram que a sobrecarga de frutose favorece o

surgimento de hipertensao, resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia, ganho de peso,



formacéo de &cido Urico, ativacdo do sistema renina-angiotensina, inflamacéo, resisténcia
a leptina, intolerancia a glicose e ao favorecimento para o aparecimento do quadro de SM
(Farah et al., 2006; Jurgens et al., 2005; Kelley; Allan; Azhar, 2004; Nakagawa et al.,
2005; Shapiro et al., 2008; Tran; Yuen; McNeill, 2009; Zou et al., 2012).

Nosso grupo demonstrou que o consumo cronico de frutose em ratos Wistar,
machos e fémeas, é o causador de vérias alteracdes metabdlicas e estruturais no musculo
cardiaco. Que este consumo também leva a resisténcia a insulina, aumento da presséo
arterial (PA) e da sua variabilidade, reducdo do tonus vagal, disfuncdo autondmica,
aumento da frequéncia cardiaca, mudancas na morfometria ventricular esquerda,
disfuncdo diastolica, estresse oxidativo vascular, aumento do esforco cardiaco e aumento
dos parametros inflamatorios (Angelis et al., 2012; Brito et al., 2008; Conti et al., 2014;
Lehnen et al., 2013).

A sensibilidade barorreflexa e a variabilidade da frequéncia cardiaca sédo
consideradas excelentes marcadores de funcéo autonémica e a redugédo destes parametros
tem sido associada & maior morbidade e mortalidade por doengas cardiovasculares
(Dekker et al., 1997; La Rovere, 1998; Tsuji et al., 1994), sugerindo que intervcencdes
capazes de interferir nesses parametros possam ser consideradas no manejo das diversas
afeccOes cardiometabodlicas. De fato, trabalho recente de nosso grupo mostrou que o
tratamento com a galantamina, inibidor da acetilcolinesterase, melhorou
significativamente a modulacdo autondmica cardiovascular, o que foi associado a
melhora da disfuncdo cardiometabdlica em filhos de pais expostos ao consumo crénico
de frutose (De Miranda et al., 2024).

1.3 Modelo Experimental de Diabetes e Sindrome Metabdlica

O consumo continuo de frutose em ratos, induz um modelo com caracteristicas
clinicas semelhantes as que ocorrem com humanos consumidores de altas doses diarias
de agucares como: ganho de peso, resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia, inflamacéo
cronica, intolerancia a glicose, e um quadro semelhante ao da SM (Zou et al., 2012).

Na busca pelo desenvolvimento de um modelo experimental de diabetes mellitus
tipo 2 (DM2), foi utilizada a administracdo de estreptozotocina (STZ) em baixa dose (40
mg/kg). Embora seja um agente conhecidamente indutor de diabetes quando administrado
em doses mais elevadas (50-60 mg/kg), o uso da baixa dosagem visa mimetizar as
caracteristicas metabdlicas do DM2, especialmente quando associado ao consumo de

frutose. A estreptozotocina é um agente quimioterapico empregado no tratamento de



tumores carcinoides e endocrinos do pancreas. Sua ac¢éo ocorre por meio da inibicdo da
adenina-nicotinamida nas células B-pancreéticas, levando a inibi¢do da sintese de DNA.
Esse processo resulta no bloqueio irreversivel da producdo de insulina, causando
hiperglicemia grave e, consequentemente, promovendo o desenvolvimento do diabetes
em modelos animais, de forma semelhante ao DM tipo 1 em humanos (Masiello et al.,
1998). Ratos diabéticos induzidos por STZ e ndo tratados com insulina apresentam um
conjunto de alteracGes metabolicas e fisiologicas semelhantes as observadas em seres
humanos, tais como: hiperglicemia, polidipsia, polilria, perda de peso, polifagia,
cardiomiopatia e neuropatia diabética (Junod et al., 1969). O comprometimento do
sistema nervoso autdbnomo nesses animais pode ocasionar diversas alteragdes funcionais,
especialmente no sistema cardiovascular (De Angelis et al., 2002). Entre as manifestacdes
tipicas observadas nesses modelos estdo: bradicardia apds a administracdo de STZ,
reducdo da pressao arterial (PA), diminuicdo da variabilidade da frequéncia cardiaca
(FC), além de alteragdes na frequéncia cardiaca intrinseca, no ténus vagal e no controle
reflexo cardiovascular — incluindo o barorreflexo e o quimiorreflexo (De Angelis et al.,
2002; Farah; Elased; Morris, 2007). Essas alteracdes funcionais podem ainda estar
associadas a modificacdes estruturais desfavoraveis no tecido cardiaco e a disfunc@es na
funcdo ventricular, frequentemente observadas em ratos diabéticos (De Angelis et al.,
2000).

Por muitos anos nosso grupo tem trabalhado com este modelo de indu¢édo por STZ
mas com as limitacGes que o mesmo apresenta. Apesar de produzir um quadro de
hiperglicemia e outras caracteristicas do Diabete mellitus, a deficiéncia grande de insulina
aproxima o quadro do diabetes tipo 1, inviabilizando estudos cujos interesse sejam os da
fisiopatologia do diabetes tipo 2.

A literatura é rica em evidéncias dos efeitos da frutose e da STZ isoladamente,
como forma de induzir modelos de DM e SM em ratos (Brito et al., 2008; Conti et al.,
2014). Entretanto, modelos de DM2 através da associacdo de frutose e STZ, sdo mais
raros na literatura, mas seu uso pode proporcionar um modelo mais préximo do DM2 em
humanos e com o desenvolvimento das principais caracteristicas da doenca em ratos
(Barriere et al., 2018).
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1.4 Papel da via anti-inflamatoria colinérgica nas alterac6es cardiometabdlicas

Estudos mostram que o Sistema Nervoso Autdonomo (SNA) em geral e
particularmente o parassimpatico pode interagir com o Sistema Imunolégico (SI). A
modulacdo das respostas inflamatorias por meio do ramo parassimpatico do SNA é
denominada “via anti-inflamatoria colinérgica” (Huston; Tracey, 2011; Wang et al.,
2004). Esta associacgdo ocorre quando o nervo vago é estimulado liberando acetilcolina e
na sequéncia envolvendo varias vias inclusive adrenérgicas, até alcangar a subunidade a-
7 do receptor nicotinico dos macrofagos e linfocitos T (De La Fuente et al., 2013; Swirski
et al., 2006). De fato, artigo mais recente revisou a literatura sobre a modulacao vagal da
inflamac&o cujas evidéncias tem como base o campo da neuroimunologia e seu dominio
correlato, a psiconeuroimunologia (Alen, 2022).

Diversas vias neurobioldgicas estdo envolvidas na modula¢do e inibicdo da
inflamacdo excessiva pelo nervo vago. Em primeiro lugar, os paraganglios vagais
expressam receptores para a interleucina-1 uma importante citocina inflamatéria que pode
desempenhar um papel crucial na progressdo do DM2 (Zhao et al., 2014).

Nestas condicOes varias rotas anti-inflamatorias séo ativadas para controlar a
inflamacdo periférica. A primeira delas é uma rota neuro-hormonal central, incluindo o
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA). Isso ocorre ap6s a conversdo vagal aferente do
sinal periférico de IL-1 em acetilcolina, que entdo ativa o hipotalamo. Isso aciona o eixo
HPA para secretar cortisol, que causa efeito anti-inflamatério (Pavlov; Tracey, 2005).

A segunda rota é uma via neuro imunolégica eferente, na qual as fibras vagais
eferentes alcancam o ganglio celiaco e se convertem em um ramo simpatico que inerva o
baco. No baco um subgrupo de células T colinérgica foi identificado (Satapathy et al.,
2011).

Essas células T especiais, assim como outras células T, expressam receptores beta
adrenérgicos para receber a sinalizacdo simpéatica. Uma vez que o receptor beta
adrenérgico dessas células T colinérgicas é sinalizado, elas produzem o neurotransmissor
vagal acetilcolina (Ach), que entdo atinge seu receptor alfa-7 nicotinico de Ach nos
macrofagos esplénicos. Essa sinalizacdo dos macrofagos resulta, em Gltima andlise, na
sintese reduzida de citocinas pro-inflamatdrias. No entanto, podem existir vias adicionais,
por meio das quais o nervo vago modula a inflamacéo, que inclui possivel inervagéo direta
do baco pelo vago, estimulacdo vagal de segmentos intestinais e estimulacdo vagal da

glandula adrenal, resultando na secrecdo de dopamina (Bassi et al., 2020).
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Pode se promover 0 aumento da atividade dos nervos colinérgicos por diferentes
vias: com a estimulacdo elétrica, com o uso de agonistas colinérgicos, ou ainda, com o
aumento da atividade da acetilcolina. Todos esses mecanismos tém como resultado um
efeito imunossupressor por meio da inibicdo da sintese de citocinas pro-inflamatdrias.
Tais complicacdes foram descritas em modelos de sepse (Tracey, 2002, 2007; Wang et
al., 2004), inflamacéo asséptica e infarto do miocérdio, na qual verificou-se a participacao
do SNA sobre o remodelamento cardiaco (Guarini et al., 2003; Rocha et al., 2016;
RUTGEERTS; VAN ASSCHE; VERMEIRE, 2006).

O brometo de piridostigmina (PIR) € um anticolinesterasico reversivel com acao
periférica. Devido a lipofobicidade da molécula, esta ndo é capaz de atravessar a barreira
hematoencefélica. O composto é capaz de impedir a hidrolise da acetilcolina pela
colinesterase, aumentando a biodisponibilidade deste neuro mediador na fenda sinaptica
(Androne, 2003). Além da grande experiéncia no uso desta droga na miastenia gravis e
na profilaxia da intoxicagdo por gases organofosforados este composto vem sendo
bastante empregado na faléncia cardiaca, nas arritmias ventriculares e no infarto do
miocardio (Barboza et al., 2019; Behling et al., 2003; Castro et al., 2002; Volans, 1996).
Em ratos infartados tratados com PIR houve uma melhora na sensibilidade do
barorreflexo, aumento da modulagdo vagal e reducdo do tdnus simpético regulando o
balango simpatovagal (Barboza et al., 2019; Behling et al., 2003; Lataro et al., 2013;
Levy, 1989).

Atualmente, ha um crescente interesse no papel da desregulacdo autonémica na
origem da SM e obesidade (Winzell; Ahrén, 2004). Durante a desregulagdo ocorre
atenuacdo da atividade parassimpatica, fator este determinante para o desenvolvimento
de resisténcia a insulina. Desta maneira, o desbalanco autonémico pode ser 0 mecanismo
chave para o entendimento dos processos metabélicos e cardiovasculares associados com
as doencas cardiometabdlicas (Bernardes et al., 2018; Satapathy et al., 2011). Até o
momento ha poucos dados quanto a utilizacdo e acdo da PIR na disfuncdo metabdlica.
Por isso propomos estimular a via anti-inflamatéria colinérgica com o uso da PIR e
verificar se ocorre melhora do perfil hemodinamico, autonémico e metabdlico em modelo
experimental de DM2 com o consumo de frutose associado a administracdo de
estreptozotocina. Desta forma, nesta tese testamos a hipotese que em modelo
experimental de DM2, o tratamento com PIR é capaz de atenuar os efeitos
cardiometabdlicos ~ promovidos  pela inducdo da doenca em  ratos

(frutose+estreptozotocina). Essa protecdo induzida pela PIR pode estar associada a



melhora da modulacdo autonémica cardiovascular e reducédo do estresse oxidativo e
da deposicdo de colageno associada ao DM2, impactando na estrutura e funcgdo
cardiacas.
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2 OBJETIVOS

Estabelecer e caracterizar um modelo experimental de DM2, induzido pelo
consumo cronico de frutose e administragéo de estreptozotocina. Analisar o efeito da
estimulacao colinérgica, por meio do tratamento com piridostigmina, nesse modelo de

DM2 sobre parametros cardiometabdlicos e autondmicos.

2.1 Objetivos especificos

Estabelecer um modelo experimental de DM2 em ratos, induzido pelo consumo
cronico de frutose associado a administracdo de estreptozotocina, avaliando e
comparando com ratos submetidos ao consumo de frutose ou administragcdo de
estreptozotocina de forma isolada com relacdo a parametros metabdlicos,
hemodinamicos, de controle e modulacdo autonémica cardiovascular e de estrutura,
funcdo, fibrose e estresse oxidativo cardiaco.

Avaliar os efeitos do tratamento com piridostigmina em modelo experimental de
DM2 sobre parametros:

— metabolicos: peso corporal, glicemia, triglicérides, e resisténcia a insulina;

— hemodindmicas e autondmicos: pressdo arterial, frequéncia cardiaca,
variabilidade da FC e PA e sensibilidade dos pressorreceptores;

— de estrutura e funcdo cardiaca (morfometria, funcéo sistélica e diastdlica por
meio da avaliacdo pelo ecocardiograma;

— de estresse oxidativo cardiaco por meio de avaliacdo de pro-oxidantes,
antioxidantes e dano oxidativo;

— de deposicao de colageno fibrilar no miocéardio.
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3 MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi realizado em conformidade com os procedimentos ARRIVE para
experimento animal (Kilkenny et al., 2010) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (FMUSP) conforme o parecer n® 1282/2019.

3.1 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus) variedade Wistar machos, de oito
semanas, pesando entre 250g e 300g, provenientes do centro de bioterismo do Instituto
de Ciéncias Biomédicas (ICB/USP) e alocados no Biotério da Divisao de Experimentacdo
do Instituto do Coracéo (InCor / HC-FMUSP), em ambiente com temperatura controlada
(22°C — 24°C) e ciclo de 12 horas claro/escuro.

A acomodacéo foi de até quatro animais por caixa no periodo de treze semanas;
ap6s 0s procedimentos cirlrgicos os ratos foram mantidos em caixas individuais,
totalizando quinze semanas de estudo.

Foi oferecida racdo comercial normoproteica (12% de proteinas) de modo
irrestrito. Agua também foi oferecida de modo irrestrito, porém nos grupos tratados com
frutose, esta foi diluida na &gua.

Os animais foram divididos aleatoriamente em seis grupos (n=10/grupo):

— Grupo Controle (C) - composto por oito animais normais sem consumo de
frutose e sem tratamento;

— Grupo Controle + Frutose (CF) — composto por oito animais normais e
submetidos ao consumo de frutose;

— Grupo Controle + Frutose + Piridostigmina (CFP) — composto por oito
animais normais e submetidos ao consumo de frutose e administracdo de piridostigmina;

— Grupo Diabetes (D) — composto por oito animais tratados com estreptozotocina
sem consumo de frutose;

— Grupo Diabetes + Frutose (DF) — composto por oito animais tratados com

estreptozotocina e submetidos ao consumo de frutose;
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— Grupo Diabetes + Frutose + Piridostigmina (DFP) — composto por oito
animais tratados com estreptozotocina, submetidos ao consumo de frutose e
administracao de piridostigmina.

O numero de animais em cada grupo justificou-se pela experiéncia prévia de nosso
grupo, que alcancou diferencas estatisticas com numero amostral de oito a dez animais

por grupo.

3.2 PROCEDIMENTOS E SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Os animais dos grupos CF, CFP, DF e DFP foram submetidos a ingesta de frutose
na concentracdo de 10% na agua de beber diariamente durante toda a duracdo do
protocolo.

Os animais dos grupos DF e DFP, apds oito semana de ingesta de frutose 10%
receberam injecdo de 40 mg estreptozotocina na veia caudal. Foram considerados
diabéticos os ratos com glicemia em jejum igual ou superior a 200mg/dL na décima
primeira semana.

Os animais dos grupos CFP e DFP receberam através de gavagem oral
40mg/kg/dia de piridostigmina diariamente, a partir da décima primeira semana de
protocolo

Os animais dos grupos C e D receberam apenas dgua sem adic¢do de frutose.

Os animais dos grupos D receberam a injecdo de 50mg de estreptozotocina na veia
caudal e foram considerados diabéticos os ratos com glicemia em jejum igual ou superior
a 200mg/dL, apds 14 dias.

As avaliacdes metabolicas foram analisadas nas semanas: 0, 9, 11 e 15.

No inicio da 15 semana todos os animais foram submetidos a avaliacdo
ecocardiografica seguida da cirurgia de canulacdo da veia e artéria femoral e ap6s 24
horas foi realizado o registro das variaveis hemodinamicas.

Ao final do protocolo (na 15% semana) foi realizada a eutanasia e coleta de
materiais para posteriores analises.

A sequéncia experimental do protocolo pode ser observada na Figura 01.
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Canulagdo

Registro da PA e FC

ITT

indice de Lee

15 (Inicial)

Indugdo do Diabetes

Figura 01. Sequéncia experimental. Os tempos O, 8, 11 e 15 representam semanas de protocolo.

3.3 Administracéo da Frutose

A sobrecarga de frutose foi realizada a 10% na agua de beber (D-frutose, 100g/L,
Synth, Sdo Paulo). Os animais dos grupos CF, CFP, DF e DFP consumiram frutose
durante todo o periodo do protocolo (15 semanas). A administracdo posterior (8% semana)

da STZ nos animais constituiu os grupos DF e DFP.

3.4 Administracéo de estreptozotocina

Para a inducdo do diabetes os animais, previamente tratados com frutose (DF e
DFP), foram mantidos em jejum por 6 horas. O gas isoflurano foi utilizado como
anestesico na concentracdo de 5% e mantido a 2,5% (Cristalia, Sdo Paulo). Através da
veia caudal, os animais receberam uma unica inje¢do de 40mg/Kg de STZ dissolvida em
tampao citrato 0,01 M, pH 4,5 (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA).

Para a inducdo do DM no grupo D (modelo classico do DM), os animais foram
mantidos em jejum por 6 horas. O gas isoflurano foi utilizado como anestesico na
concentracédo de 5% e mantido a 2,5% (Cristalia, Sdo Paulo). Através da veia caudal, os
animais receberam uma dnica injecdo de 50mg/Kg de STZ dissolvida em tampéo citrato
0,01 M, pH 4,5 (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA).
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Os animais dos grupos controles (C, CF e CFP) receberam somente a injecao do
tampado citrato. Foram considerados diabéticos os ratos com glicemia em jejum igual ou

superior a 200mg/dL (Figura 1).

Figura 02. Procedimento de injecdo caudal da solugdo de estreptozotocina em ratos.

3.5 Administracao da piridostigmina

A piridostigmina foi administrada nos grupos CFP e DFP, por procedimento de
gavagem na dose de 40mg/kg/dia durante 21dias, a partir da semana 11 de consumo de

frutose (Figura 2) (Soares et al., 2004).

Figura 03. Fotografia ilustrativa da administracdo da piridostigmina por gavagem.
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3.6 Monitoramento do peso corporal, dos niveis de glicose e triglicérides

O peso dos animais foi aferido semanalmente. A avaliacdo da glicemia e dos
triglicerideos foram realizadas no inicio, ap6s a inducdo do DM (semana 11) e ao final
do protocolo (semana 15), utilizando-se de dispositivos portateis (Accu-Chek e
Accutrend GTC (Roche, IN, EUA)). Os animais foram submetidos a 4 horas de jejum, e
retirada uma gota de sangue da veia caudal para cada medida (D’Avila et al., 1999; De
Angelis et al., 2000; Maeda et al., 1995; Souza et al., 2007) (Figura 3).

ACCU-CHEK*™ U
Performa

Figura 04. llustracdo dos aparelhos portateis utilizados para as analises das concentragdes plasmaticas de

triglicerideos e glicose.

3.7 Indice de massa corpérea (Indice de Lee)

Os animais foram pesados e apds a anestesia para o0 ecocardiograma o
comprimento naso-anal (CNA) foi medido. A partir destes dados, foi calculado o indice
de massa corporea (indice de Lee) de cada animal. O resultado é obtido pela raz&o da raiz

cubica do peso corporal (em gramas) sobre o CNA (em centimetros) (Novelli et al., 2007).
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3.8 Ecocardiografia

A ecocardiografia de alta resolucéo foi realizada apds o término da administragdo
da piridostigmina (semana 15).

Para a realizacdo do exame ecocardiografico os animais foram anestesiados em
camera propria através da inalacdo do géas isoflurano a 5% na concentracdo de 1ml/ml.
Ap6s inducdo, o plano anestésico foi mantido com respiragdo espontanea em méscara a
2,5% (Cristalia, Sdo Paulo).

Foi realizada tricotomia do torax e 0s animais posicionados em decubito lateral
esquerdo para aquisicdo das imagens através do ecocardidgrafo Vevo 2100 (FujiFilm
VisualSonics Inc., Toronto, Ontario, Canada) equipado com transdutor linear e
multifrequéncial de 13MHz.

A partir do corte longitudinal da via de saida do ventriculo esquerdo foram obtidas
as seguintes medidas: didmetro da artéria aorta e do atrio esquerdo. Pelos cortes apicais 4
e 5 camaras foram obtidos: velocidade maxima da onda E, velocidade mé&xima da onda
A, tempo de desaceleracdo da onda E tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV),
tempo de contracdo isovolumétrica (TCIV), velocidade maxima da onda E’, velocidade
maxima da onda A’ e tempo de ejecdo. A partir destas variaveis obtidas foram calculados:
relacao E/A, relagdao E’/A’ relacao E/E’, relacdo E/TRIV e indice de TEI.

Através do corte transverso do ventriculo esquerdo foram obtidos: espessura das
paredes anterior e posterior (sistolica e diastélica), diametro diastdlico, didmetro sistolico
do ventriculo esquerdo. Foram calculados a partir destas medidas: massa do ventriculo
esquerdo, fracdo de ejecdo e fragdo de encurtamento (Bilate et al., 2003; Pires et al.,
2003).

As mensuraces ecocardiograficas seguiram as padronizacdes do Comité de

Padronizagéo da Sociedade Americana de Ecocardiografia (SALEMI et al., 2005).
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3.09 Cirurgia de canulacao

Para os procedimentos cirdrgicos, os animais foram anestesiados com gas
isoflurano a 5% (1 mL/mL), com manutencao da anestesia a 2,5% (Cristalia, Sdo Paulo).
Em seguida, foram posicionados em decubito dorsal para a realizacdo de uma pequena
incisdo na regido inguinal, através da qual foram implantados os cateteres.Os cateteres
foram confeccionados com tubos de Micro-Renathane (MRE-025; didmetro externo de
0,61 mm e didmetro interno de 0,28 mm; Braintree Scientific) e Policloreto de Vinila
(Abbott), equivalente ao tubo de polietileno (PE50), previamente esticados em ar quente.
Estes foram preenchidos com solucéo de cloreto de sodio a 0,9% (NaCl) e ocluidos com
pinos de aco inoxidavel.Os cateteres foram entdo posicionados no interior da artéria e
veia femorais, respectivamente, para possibilitar o registro da pressao arterial (PA),
frequéncia cardiaca (FC) e a administracdo de farmacos.Apds o implante, os cateteres
foram exteriorizados na regido cervical do dorso do animal e fixados a pele com fio de
algoddo (D’Avila et al., 1999; Flues et al., 2010; Irigoyen et al., 2005; Souza et al.,
2007).Todos os procedimentos cirargicos foram realizados em condicdes assépticas, sob
visualizacao de um microscopio cirargico (DF Vasconcelos, modelo MCM 5, Séo Paulo)
(Figura 5).

Catéter passado
subcutdneo para a regido
dorsal do pescogo

Catéter inserido na
artéria femoral

Feixe vdsculo-
nervoso

Veia femoral
esquerda

Figura 05. llustracbes do procedimento de canulacdo: a esquerda: posi¢cdo anatomo cirlrgica; ao centro e

a direita estdo representadas etapas do procedimento.
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O controle da dor pos-operatdria foi realizado por meio da administracdo de
cloridrato de tramadol [50 mg/mL], na dose de 30 ou 10 mg/kg, por via intraperitoneal
(IP), a cada 12 horas, durante dois dias consecutivos.Além disso, todos os animais
receberam uma dose uUnica de 20 mg/kg do antibiotico cefazolina [100 mg/mL],
administrada por via intramuscular (IM) imediatamente ap0s a realizacdo do

procedimento cirurgico.

3.10 Registros da Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca de Repouso

Os registros foram realizados 24 horas ap6s a canulagdo, com 0s animais
acordados. Para as avaliagdes hemodinamicas sistémicas, a canula arterial foi conectada
a uma extensao de 20 cm (PE-50), permitindo a livre movimentacao do animal dentro da
caixa durante todo o periodo experimental.Essa extensdo foi ligada a um transdutor
eletromagnético (Blood Pressure XDCR; Kent Scientific, Torrington, CT, EUA), que, por
sua vez, estava conectado a um pré-amplificador (Stemtech, EUA).Os sinais de pressao
arterial foram registrados durante um periodo de 30 minutos em um microcomputador
equipado com um sistema de aquisi¢cdo de dados (Windag, DATAQ Instruments, Akron,
OH, EUA). Esse sistema permitiu a analise batimento a batimento dos pulsos de pressao,
com uma frequéncia de amostragem de 2000 Hz por canal, possibilitando o estudo dos
seguintes parametros: pressao arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastdlica (PAD),
pressdo arterial media (PAM) e frequéncia cardiaca (FC). Os valores de frequéncia
cardiaca foram derivados automaticamente a partir do sinal pulsatil da pressao arterial
(Figura 6). Cada batimento cardiaco foi identificado utilizando um algoritmo
implementado no Windag/DATAC, que detecta automaticamente os intervalos P-P da
onda sistolica e da onda do sinal de pressdo arterial. Apds essa deteccdo automatica, foi
realizada uma verificacdo visual para identificar e/ou corrigir eventuais marcacoes
incorretas. Em seguida, foi gerada a série temporal de cada um dos sinais a serem
analisados, ou seja: o intervalo de pulso cardiaco (tacograma) e a pressao arterial sistolica

(sistograma). Por fim, os dados foram armazenados em arquivos para posterior analise.
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Figura 06. Sistema de registro de pressdo arterial mostrando a canula ligada ao transdutor eletromagnético.

3.11 Sensibilidade dos Pressorreceptores

Apds a obtencdo do registro basal, uma extensdo de aproximadamente 20
centimetros de polietileno (PE-10) foi conectada a canula venosa, possibilitando a injecdo
de drogas vasoativas. A sensibilidade dos pressorreceptores foi avaliada por meio da
infusdo de doses crescentes de fenilefrina e de nitroprussiato de sédio (Sigma Chemical
Company). As doses administradas de fenilefrina foram: 0,25; 0,5; 1; 2; 4 e 8 pg/kg. Para
o nitroprussiato de sddio, as doses utilizadas foram de 0,5; 1; 2; 4 e 8 pg/kg. Quando a
pressdo arterial (PA) nédo apresentava uma diferenca de, pelo menos, 40 mmHg entre o
valor de repouso e o efeito méaximo da droga, foram aplicadas doses suplementares de 16
pg/kg para a fenilefrina e 100 pg/kg para o nitroprussiato de sodio.Para a avaliagdo da
sensibilidade dos pressorreceptores, 0 pico maximo ou minimo da pressdo arterial média
(PAM) foi subtraido do valor correspondente no periodo controle. De forma anéloga, a
variacdo maxima da frequéncia cardiaca (FC) foi mensurada mediante a subtracdo do
valor basal da FC imediatamente antes da infusdo das drogas. Dessa forma, foi possivel
quantificar as respostas cardiovasculares.A sensibilidade barorreflexa foi expressa pelo
indice obtido a partir da divisdo da variacdo da frequéncia cardiaca (FC) pela variacéo da
pressao arterial média (PAM), conforme descrito por De Angelis et al. (1997), De Angelis
Lobo D'Avila et al. (1999) e Irigoyen et al. (2005).A fenilefrina, um potente agonista a.1-
adrenérgico, cuja acdo predominante ocorre nas arteriolas periféericas, foi utilizada para
induzir um aumento da presséo arterial. O referido aumento foi acompanhado por uma
bradicardia reflexa, mediada pelos pressorreceptores.Em contrapartida, o nitroprussiato

de sodio, um potente vasodilatador que atua tanto sobre arteriolas quanto veias, foi
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empregado para provocar uma reducdo da pressdo arterial. O mecanismo de acdo do
farmaco envolve a ativagdo da guanilato ciclase e o consequente aumento da sintese de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) na musculatura lisa vascular e em outros tecidos.
A reducdo da pressao arterial (PA) foi seguida por uma taquicardia reflexa, também

mediada pelos pressorreceptores (Figura 7).

250.00 |
Fenilefrina

104.79
mmHg tra dFc

PA e FC basais

0.00

250.00
Nitroprussiato de Sodio

104.58
mmHg |

PA e FC basais

550 JPA FC

Figura 07. Registro da pressao arterial e frequéncia cardiaca antes e ap6s a administracdo de drogas

vasoativas.

3.12 Avaliacdo da modulagdo autondmica cardiovascular no dominio do tempo e da

frequéncia (analise espectral)

A partir dos registros basais obtidos com os animais acordados, foi possivel
realizar a analise tempo-frequéncia da variabilidade da pressdo arterial sistélica (VPAS)
e da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC). Para a analise no dominio do tempo,
inicialmente foram calculados os valores médios da pressao arterial sistolica (PAS) e da
frequéncia cardiaca (FC). Em seguida, a variabilidade dessas variaveis foi quantificada
por meio da média dos desvios padréo. A analise no dominio da frequéncia foi realizada
a partir da decomposicao espectral do sistograma por meio da Transformada Répida de
Fourier (FFT). Apds o processamento matematico, foram obtidas as poténcias absolutas

da banda de baixa frequéncia (BF; 0,15-0,75 Hz), conforme descrito por Soares et al.
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(2004). A variabilidade do intervalo de pulso (VIP) foi calculada a partir da analise do
tacograma, gerado a partir dos registros da PAS, em que a frequéncia dos batimentos
cardiacos foi determinada pelo intervalo entre dois picos sistolicos consecutivos.

Para a analise espectral da VIP e da VPAS, as séries temporais foram armazenadas em
formato de texto e posteriormente analisadas utilizando o software Cardioseries 2.4,
aplicando-se a FFT para decompor 0s sinais de onda em espectros de poténcia. Foram
utilizados registros estaveis, com duracdo de 30 minutos e frequéncia de amostragem de
2000 Hz. Além do componente de baixa frequéncia (BF), outro pardmetro considerado
foi o de alta frequéncia (AF; 0,75-3,0 Hz). O componente BF foi interpretado como um
indicador da atividade simpatica, enquanto o componente AF foi utilizado como
indicador da atividade parassimpatica. A relacdo BF/AF foi calculada para estimar o
balanco simpato-vagal, conforme estabelecido por Pagani (Massimo Pagani et al., 1989;
Pagani et al., 1988)

3.13 Avaliacéo de Resisténcia a Insulina (ITT)

Apos 24 horas do inicio do procedimento, os animais foram mantidos em jejum
por duas horas e, em seguida, anestesiados com tiopental sodico (10 mg/kg, via
endovenosa) (Cristalia, SP) para a avaliacdo da resisténcia a insulina.Foi administrada
uma injecdo endovenosa de insulina na dose de 0,75 U/kg, com amostras de sangue
coletadas nos tempos 0, 4, 8, 12 e 16 minutos apos a injecdo. A glicemia plasmaética foi
determinada a partir de amostras obtidas pela veia caudal, utilizando um glicosimetro
portéatil (Accu-Chek, Roche).Os valores de glicemia obtidos entre os minutos 4 e 16 foram
utilizados para o célculo da constante de queda da glicose sanguinea (KITT), conforme
metodologia descrita por Bonora et al. (1989)(BONORA et al., 1989).

3.14 Eutanésia e coleta de tecidos processamento do coracao

Ao final dos experimentos, parte dos animais de todos os grupos foram
submetidos a eutanasia e os tecidos (coracdo, baco, pulmao, figado, pancreas, rins,
musculo so6leo) foram imediatamente removidos e armazenados inicialmente em

nitrogénio liquido para posteriores quantificagcbes de marcadores do estresse oxidativo.
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Os demais animais dos grupos foram submetidos a eutanasia por overdose de
tiopental sodico [10mg/Kg] via endovenosa (Cristalia, SP), ap6s parada cardiorespiratoria
foi realizada a toracotomia e realizada a perfusdo dos tecidos, com solugéo de 4% de

formal tamponado para a sua conservacao e posterior analise histoldgica.

3.15 Analise histoldgica

Ap0s a eutanasia, os animais foram perfundidos com solucdo de formol a 4%
tamponada, e os tecidos foram coletados e imediatamente fixados em parafolmaldeido a
4% em tampdo fosfato (pH 7,0). Em seguida, os tecidos fixados foram cortados no sentido
transversal dos ventriculos, alocados em cassetes histoldgicos, desidratados em gradiente
alcoolico (de 70% a 100%), diafanizados em xilol e emblocados em parafina. Cada bloco
histoldgico foi identificado, e a partir deles foram obtidos cortes histologicos de 5 um de
espessura, os quais foram alocados em laminas de vidro silanizadas. Para a coloragdo com
hematoxilina-eosina (HE), os cortes foram desparafinizados em xilol, hidratados em
gradiente alcoolico (de 70% a 100%) e em &gua, sendo posteriormente corados com
Hematoxilina de Harris por 2 minutos. Apds essa etapa, os cortes foram lavados em agua
corrente e corados com eosina por 10 minutos. Em seguida, novamente lavados em agua
corrente, foram desidratados em gradiente alcodlico (95% e 100%), diafanizados em xilol
e montados com laminula de vidro e Entellan.Para a coloracdo pelo Picrosirius Red, 0s
cortes histoldgicos também foram desparafinizados em xilol, hidratados em gradiente
alcodlico (70% a 100%) e agua, e posteriormente corados por uma hora em solugdo a
0,1% de Picrosirius Red, dissolvida em solu¢cdo aquosa saturada de acido picrico. Apos a
coloracdo, os cortes foram lavados em agua corrente, desidratados em gradiente alcodlico

(70% a 100%), diafanizados em xilol e montados com laminula de vidro e Entellan.

3.16 Analise quantitativa das fibras colagénicas

Os cortes histologicos, preparados e corados com Picrosirius Red, foram
utilizados para a quantificagcdo das fibras de colageno. O corante Sirius Red é uma
molécula alongada, contendo seis grupamentos sulfonicos acidos e quatro grupamentos

cromoforicos diazoicos. A interagdo entre os grupamentos sulfonicos e os aminoacidos
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basicos presentes nas diferentes moléculas de colageno € de elevada intensidade,
resultando numa coloragcdo vermelha pronunciada. Esta caracteristica facilita a
identificacdo das moléculas de colageno em cortes histoldgicos.

As imagens analisadas foram obtidas por meio da digitalizacdo das laminas
histoldgicas, utilizando o sistema Scanscope CS System (Aperio Technologies, Inc., CA,
EUA), equipado com a objetiva Olympus UPlanSApo 20x (especificagdes 40x/0.75),
acoplada ao scanner.

As imagens digitalizadas foram transferidas para o programa informatico de
analise de imagens digitais Aperio ImageScope View (Aperio Technologies, Inc., CA,
EUA). A partir dessas imagens, procedeu-se a delimitagdo manual das areas
correspondentes aos ventriculos esquerdo e direito. A partir da delimitacdo estabelecida,
o software quantificou automaticamente a area total de tecido de cada ventriculo, bem

como a quantidade de colageno presente nas respetivas regioes.

3.17 Avaliacdes de Estresse oxidativo

A preparacdo do tecido cardiaco foi iniciada com a pesagem do coracao, logo ap6s
foi adicionado buffer fosfato buffer fosfato 30 mM com KCI 120 mM e pH 7,4 e fluoreto
de fenil-metil-sulfonila (PMSF), na concentracdo de 100 mmol/L. Em seguida, o tecido
foi homogeneizado durante 30 segundos, centrifugados por 10 minutos a 3000-4000 rpm,
em centrifuga refrigerada, e o sobrenadante foi estocado em freezer a -80°C. As proteinas
em tecido cardiaco foram quantificadas pelo método descrito por Lowry et al. (1951), que
utiliza como padrdo uma solucédo de albumina bovina na concentracdo de 1mg/mL. (O.
H. Lowry et al., 1951).

O presente estudo avaliou 0 EO em tecido cardiaco por meio de técnicas baseadas
na avaliacdo de produtos de oxidacdo de biomoléculas (lipoperoxidacdo (TBARS) e
oxidacdo de proteina (carbonilas), avaliagdo de produtores (EROs: perdxido de
hidrogénio e NADPH oxidase) e inibidores (antioxidantes enzimaticos: superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e de lesdo tecidual. Além disso, foi avaliada a
capacidade antioxidante ndo enzimatica (FRAP) e producdo de NO por meio de nitritos.

Medida de lipoperoxidacdo por acido tiobarbiturico (TBARS) A analise de
lipoperoxidag&o por &cido tiobarbiturico foi iniciada pela adigdo de acido tricloroacético

(TCA, 20%, p/v) ao homogeneizado para precipitar proteinas em acidificar a amostra.
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Essa mistura, entdo, foi centrifugada a 4000 rpm durante 10 minutos e adicionado ao
sobrenadante o &cido tiobarbiturico (TBA, 0,67%, p/v). Na sequéncia, a mistura foi
aquecida durante 30 minutos a 100°C e ao término foram colocadas no gelo por 1-2
minutos para parar a reacdo. Por fim, foi realizada a leitura em espectrofotémetro a 535
nm (Ohkawa; Ohishi; Yagi, 1979).

Dosagem de proteinas carboniladas (carbonilas): o ensaio para deteccdo das
carbonilas é uma das técnicas utilizadas para a determinacgéo de proteinas modificadas a
partir da oxidacdo. A técnica se baseia na reacdo das proteinas oxidadas do
homogeneizado cardiaco com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH, 10 mM) em meio acido,
seguido de sucessivas lavagens com acidos e solventes organicos e incubagéo final com
guanidina. As amostras foram incubadas com 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH, 10 mM)
em uma solucdo de HCI 2,5 M e pH de 2,5 por 1 h a temperatura ambiente no escuro,
sendo agitadas em vortex a cada 15 minutos. Subsequentemente, uma solucéo de acido
tricloroacético (TCA, 1ml) a 20% (p/ v) foi adicionada e a solu¢do foi incubada em gelo
por 10 minutos e centrifugada por 5 minutos a 2000 rpm em temperatura ambiente para
coletar precipitados de proteina. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi
adicionado TCA a 10% (1ml) (p/v). Novamente foi agitado em vortex e centrifugado por
3 minutos a 2000 rpm. Ap6s novo descarte de sobrenadante, foi realizada lavagem com
1ml de etanol/acetato de etila (1:1), agitado em vortex e centrifugado. Esse sedimento foi
lavado entre duas-trés vezes com etanol/acetato de etila (1:1) (v/v). Os precipitados finais
foram dissolvidos em solucéo de cloridrato de guanidina 6 M (500uL), agitados em vortex
e incubados por 15 minutos a 37°C em banho-maria. Por fim, foram centrifugados por 5
minutos a 7000rpm e a absorbancia das carbonilas foi medida em espectrofotémetro a
360nm (Reznick; Packer, 1994).

NADPH oxidase: a atividade da NADPH oxidase foi avaliada pela producao de
superdxido determinado por meio de leitura de placa. Foi utilizado buffer fosfato 50mM
pH 7,4 com EDTA 2mM e sucrose 150mM, NADPH 1,3 mM e 10uL de (Wei et al.,
2006). A producao de superoxido foi expressa em pmoles/mg de proteina. A leitura foi
realizada a 340nm.

Peroxido de hidrogénio: a mensuragéo do perdxido de hidrogénio foi realizada por
meio da oxidagéo de vermelho de fenol mediada pela peroxidase rabanete (HRP), levando
a formacéo de um composto mensurével. Foi realizado uma curva com H20 destilada,
peréxido de hidrogénio (H202) 250 uM, solugdo de peroxidase de rabanete (PRS)
composto de buffer dextrose, vermelho de fenol (Sigma-Aldrich), peroxidase de rabanete
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tipo Il (Sigma-Aldrich) e hidroxido de sédio (NaOH, 0,5N) (FMaia Gold). Aliquotas de
70 pl de homogeneizado de coracdo foram incubadas em placa de Elisa juntamente com
180 pl de PRS por 25 minutos em temperatura ambiente. Apos este periodo de incubacéo,
foi adicionado 5 pl de NaOH e os valores de absorbancia da solucdo medidos em
equipamento leitor de placa de Elisa a 630 nm (Pick; Keisari, 1980).

Superdxido dismutase (SOD): a técnica dessa analise foi baseada na inibi¢éo da
reagdo do radical superdxido com o pirogalol. Considerando a impossibilidade de
determinar a concentracdo da enzima nem sua atividade em termos de substrato
consumido por unidade de tempo, se utiliza a quantificacdo em unidades relativas. Uma
unidade de SOD ¢ definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade
de oxidacéo do detector. A oxidacao do pirogalol leva a formacéo de um produto colorido,
detectado por espectrofotdmetro a 420 nm durante 2 minutos (Marklund et al., 1983). A
atividade da SOD foi determinada medindo-se a velocidade de formacgédo do pirogalol
oxidado. Foram utilizados 973 pL de tampéo Tris-Fosfato a 50 mmol/L (pH 8,2), 5 uL
de catalase a 30 mM, 5 uL de homogeneizado no meio da reacdo e 10 pL de pirogalol a
24 mmol/L. Esta curva obtida foi utilizada como branco. Também foi realizada uma curva
padrdo utilizando trés concentragGes distintas de SOD (0,72U e 0,144U), através da qual
foi obtida a equacdo da reta para realizacdo dos célculos.

Catalase: para a realizacdo das medidas foi usada uma solugédo tampao constituida
de fosfatos a 50 mmol/L em pH de 7,0. Foram adicionados 980uL deste tampéo e 10uL
de amostra de tecido na cubeta do espectrofotdmetro, sendo esta mistura descontada
contra um branco de tampdo fosfato. Na sequéncia foram adicionados 10uL de peroxido
de hidrogénio (H202) e entdo foi monitorada a diminuicdo da absorbancia no
espectrofotdmetro. A leitura foi realiza em um comprimento de onda de 240nm. A taxa
de decomposicao do peroxido de hidrogénio é diretamente proporcional a atividade da
catalase. Desta forma, o consumo de H202 pode ser utilizado como uma medida da
atividade desta enzima (Boveris; Chance, 1973).

Atividade antioxidante ndo enzimatica (FRAP): a determinacdo da atividade
antioxidante ndo enzimatica medida pelo método de reducéo do ino ferro (FRAP) é
baseada na producéo de ion Fe2+ (forma ferrosa) a partir da reducéo do ion Fe3+ (forma
férrica) presente no complexo 2,4,6- tripiridils-triazina (TPTZ). Assim, a mudanga na
absorbéancia, é diretamente relacionada ao 39 poder da reducdo total de doacao de elétrons

antioxidantes presentes na reacdo. Quando a redugdo ocorre, ha uma alteracdo na
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tonalidade da mistura de reacao, passando de roxo claro a um roxo intenso. Quanto maior
a absorbancia ou intensidade da coloracdo, maior serd o potencial antioxidante total da
amostra. A técnica foi realizada em microplaca, na qual adicionou-se 290uL de reativo
de FRAP (buffer acetato de sddio e acido acético, pH de 3,6; TPTZ 10mM; cloreto férrico
hexahidratado, 20mM), 10 puL de uma solugdo-padréo de sulfato ferroso heptahidratado
e 10 pL de amostra. A microplaca foi incubada durante 5 minutos com agitagao a 37°C.
A leitura foi realizada a 593 nm (Benzie; Strain, 1999).

Nitritos: os niveis de nitritos foram medidos pela reacdo das amostras com o
reagente de Griess em microplacas (96 pocos) em aparelho leitor de ELISA. Na placa, 50
ul de reagente de Griess foram adicionados em aliquotas de 50 ul de amostra em
temperatura ambiente. O total de nitrito tecidual foi estimado a partir de uma curva padréo
de absorbancia em 545 nm (Granger et al., 1999).

3.18 Analise Estatistica

Utilizou-se o GraphPad Prism versdo 8.00 (GraphPad Software, La Jolla, CA,
USA) para a andlise dos dados. Os resultados foram expressos como média = desvio
padrdo. O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade dos dados.

Os resultados descritos a seguir encontram-se divididos em duas sessdes. Para fins
de validacdo do modelo de indugéo do DM, foram comparados os grupos C, CF, D e DF.
A comparagdo entre os grupos foi realizada atraves de ANOVA de uma via com post-hoc
de Tukey quando as variaveis foram paramétricas. Nas variaveis ndo paramétricas
realizou-se  Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn’s. Foram considerados
estatisticamente significativos os testes com p<0,05.

Em seguida para demonstrar os efeitos do tratamento com a piridostigmina foram
comparados os grupos: CF, CFP, DF e DFP. A comparacao entre os grupos foi realizada
através de ANOVA de duas vias com post-hoc de Tukey. A associacdo entre variaveis foi
analisada por meio da correlagdo de Person. Foram considerados estatisticamente

significativos os testes com p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Validagdo do modelo de DM2 com Frutose+ STZ

4.1.1 Avaliacoes Metabolicas

4.1.1.1 Peso corporal

A Tabela 1 apresenta os dados de peso corporal de todos 0s grupos nos momentos
inicial e final do protocolo experimental. No inicio do estudo, 0s pesos corporais eram
semelhantes. Ao final do protocolo, observou-se aumento do peso corporal nos grupos
controle, sem efeito adicional associado ao consumo de frutose. Por outro lado, os animais
de ambos os grupos diabéticos exibiram peso corporal significativamente menor em
comparagdo com o grupo C, com reducdo adicional do grupo D em relacdo ao CF (Figura
08)

Tabela 01 — Peso corporal dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético
(D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) no inicio e no final do protocolo.

Peso () Inicial Final
C 254,4 + 13,37 463,4 £ 35,2
CF 2425+ 9,5 456,9 + 40,6
D 257,3+ 4,4 253,0 £21,1%®
DF 2428+ 115 330,2+ 57,82

Dados representam média = DPM e as andlises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-
hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagdo ao grupo C no mesmo momento; ® p<0,05 em relagdo ao grupo

CF no mesmo momento
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Figura 08. Peso corporal dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10),
diabético frutose (DF, n=10). Dados representam médias + DPM. 2 p<0,05 vs. C, ® p<0,05 vs. CF, no inicio

e final do protocolo.

4.1.1.2 indice de massa corpdrea (indice de Lee)

Observou-se uma reducéo no indice de massa corporea (Indice de Lee) no grupo

D em relagéo aos demais grupos. (Tabela 02 e Figura 09).

Tabela 02 — indice de Lee dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético
(D, n=10), diabético frutose (DF, n=10).
C CF D DF

Lee 0,297 + 0,004 0,296 £ 0,011 0,254 +0,013* 0,282+ 0,017 ¢

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-
hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagdo ao grupo C;® p<0,05 em relagio ao grupo CF; ¢ p<0,05 em relagio

ao grupo D.
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Figura 09. indice de Lee dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10),
diabético frutose (DF, n=10). Dados representam médias + DPM. 2 p<0,05 vs. C, ® p<0,05 vs. CF e ¢ p<0,05
vs. D.

4.1.1.3 Glicemia e Triglicerideos

N&o foram observadas diferencas significativas nos niveis de glicemia entre os
grupos no inicio do protocolo. Porém, ao final do experimento, os grupos D e DF tiveram
aumento significativo da glicemia em relacdo aos valores basais, e aos grupos C e CF,
com niveis superiores a 200 mg/dL, confirmando a efetividade da inducdo do DM atraveés
da administragdo de STZ (Tabela 03 e Figura 10).

Os niveis iniciais de triglicerideos ndo apresentaram diferenca entre os grupos. No
entanto, ao final do protocolo, foi possivel observar elevacéo significativa nos grupos que
receberam frutose (CF e DF). O grupo D também apresentou aumento dos niveis de

triglicerideos comparado ao grupo C (Tabela 04 e Figura 11).
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Tabela 03 —Glicemia dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D,
n=10), diabético frutose (DF, n=10) no inicio e final do protocolo.

Inicial Final
C 109,6 + 5,2 1115+7,6
Glicemia CF 115,7+9,3 102,8 + 13,7
(mg/dL) D 105,1+ 16,8 381,9+ 28,0 %
DF 112,979 508,8 + 41,4 2

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey.  p<0,05 em relagdo ao grupo C no mesmo momento;  p<0,05 em relagdo ao grupo CF no
mesmo momento.

Glicemia inicial Glicemia final

150 600 ab
1 T b

100 - 400
3 3
(o)) o
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50— 200

0- T T 0‘] T T

C CF D DF C CF D DF

Figura 10. Glicemia dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10),

diabético frutose (DF, n=10). Dados representam médias = DPM.2 p<0,05 vs. C, ® p<0,05 vs. CF no mesmo
momento.
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Tabela 04 —Triglicerideos sanguineos dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF,

n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) no final do protocolo.

Inicial Final
C 118,3+10,3 81,1+12,1
Triglicerideos CF 92,5+ 14,8 151,4+ 28,6 @
(mg/dL) D 126,8+ 33,0 194,6 + 29,7 ®
DF 1158+ 19,5 209,8 + 23,9

Dados representam média = DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagio ao grupo C no mesmo momento; ® p<0,05 em relacdo ao grupo CF no

mesmo momento.

Triglicérides inicial TRIGLICERIDES FINAL
200+ 250 ab alb
b 200 a
150
% T % 150 l
S 100 T B
£ € 100+
50- 50—
0- | T 0- | T
C CF D DF C CF D DF

Figura 11. Triglicerideos sanguineos dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético

(D, n=10), diabético frutose (DF, n=10). Dados representam médias + DPM. @ p<0,05 vs. C, ® p<0,05 vs.

CF no mesmo momento.



38

4.1.1.4 Teste de toleréncia a insulina (ITT)

Os resultados observados no teste de tolerancia a insulina realizados ao final do

protocolo estdo mostrados na Tabela 05 (Figura 12).

Tabela 05 — Constante de decaimento da glicose (KITT) nos animais dos grupos: controle (C,
n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10), no final do

protocolo.
C CF D DF
KITT
. 4,46 + 0,67 3,03+0,578 1,76 + 0,56% 1,82 +£0,41%
(%/min)

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagdo ao grupo C; P p<0,05 em relagdo ao grupo CF.

O grupo CF apresentou reducdo do KITT em relacdo ao grupo C. Os animais dos
grupos D e DF apresentaram reducdo significativa no KITT (constante de decaimento da
glicose) durante o teste de tolerancia a insulina em comparacdo ao grupo C e CF,

indicando resisténcia a a¢do da insulina nos grupos diabéticos.

KITT
6_
44 a
c
E 1
2 ab ab
2_.
0- T |
C CF D DF

Figura 12. Constante de decaimento da glicose (KITT) no teste de tolerdncia a insulina (ITT) dos grupos:
controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10). Dados
representam médias + DPM. 2 p<0,05 vs. C e ? p<0,05 vs. CF.
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4.2 AvaliacOes Ecocardiogréaficas

4.2.1 Morfometria cardiaca

Os animais que consumiram frutose (CF e DF) tiveram maior didmetro diastdlico
e sistolico em comparacdo ao C, sugerindo presenca de remodelamento ventricular do
tipo excéntrico. O didmetro diastdlico e a espessura da parede anterior na diastole estava
aumentada no grupo CF em relacdo ao grupo D. A espessura da parede anterior na diastole
estava aumentada no grupo DF em relacdo ao grupo D Ainda estes animais apresentaram
maior espessura diastdlica da parede anterior do VE sugerindo a existéncia de hipertrofia

ventricular (Tabela 06 e Figura 13).

Tabela 06 — Parametros morfométricos do ventriculo esquerdo dos grupos: controle (C, n=10),
controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do

protocolo. VE = Ventriculo Esquerdo.

AvaliacOes
. C CF D DF
Ecocardiogréficas

Diametro diastdlico (mm) 6,90 + 0,55 8,51 + 0,60? 7,32+£0,95°  8,09+0,42°

Diametro sistélico (mm) 3,54 +£0,51 5,67£0,59 2 4,69+ 0,95 533+0,57°

Espessura da parede
) » 1,06+021  1,41+0,18% 0,93+0,12° 1,33+0,19%
anterior — diastole (mm)

Espessura da parede
. » 1,28 £0,29 1,41 +£0,15 1,17 £ 0,20 1,24 £0,12
posterior— diastole (mm)

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-
hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagdo ao grupo C; ® p<0,05 em relagio ao grupo CF; ¢ p<0,05 em relagéo ao grupo
D.
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Figura 13. Pardmetros morfométricos do ventriculo esquerdo dos grupos: controle (C, n=10), controle
frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo. Dados
representam médias = DPM. 2 p<0,05 vs. C, ® p<0,05 vs. CF, ¢ p<0,05 vs. D e ¢ p<0,05 vs. DF.
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4.2.2 Funcéo cardiaca

Ao avaliar a fungdo sistdlica pelo ecocardiograma notou-se que todos 0s grupos
(CF, D e DF) apresentaram um decréscimo na funcéo sistolica em relacdo ao grupo C,
observada nos parametros de fracdo de ejecdo e fracdo de encurtamento (Tabela 07 e
Figura 14).

Tabela 07— Funcdo sistolica do ventriculo esquerdo dos grupos: controle (C, n=10), controle
frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo.

Avaliacoes
o C CF D DF
Ecocardiogréficas

Fracdo de Ejecédo (%0) 78,72+5,5 59,67 6,30 2 64,84 + 10,7 2 59,54+ 9,32
Fracéo de

48,83 +5,3 33,304,672 37,22+85%2 33,29+6,4°2
Encurtamento (%)

Onda §’ 47,7959 44,73+ 45 43,42 £ 3,7 44,63+ 4,8

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey. 2 p<0,05 em relacéo ao grupo C.

FE VE FEnc VE
100 60—
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40-
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C CF D DF c CF D DF

Figura 14. Funcdo sist6lica do ventriculo esquerdo dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF,
n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias
+ DPM. 2 p<0,05 vs. C.
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E possivel notar uma disfuncdo diastdlica, devido ao fato de encontramos um
decréscimo na relagdo E’/A’ e uma redugdo na desaceleragdo da onda E nos grupos com
administracdo de frutose em comparacdo com C. Além disso, observa-se no TRIV que o
D e DP foram aumentados em relacdo ao C, CF e CP. Nesta mesma variavel notou-se que
0s grupos sem diabetes e que receberam frutose apresentaram uma reducao em relacéo ao
grupo C (Tabela 8 e Figura 15).

Os dados sugerem a presenca de disfuncdo diastélica nos grupos que receberam
frutose, evidenciada pela redugdo na razdo E’/A’ e pela diminuicdo no tempo de
desaceleracdo da onda E, em comparacao ao grupo C. Além disso, os valores de TRIV
estavam aumentados nos grupos D e DF em relagdo aos grupos C, CF e Notou-se que
entre 0s grupos nao diabéticos, aqueles que receberam frutose apresentaram valores de
TRIV reduzidos em comparacdo ao grupo C (Tabela 8 e Figura 15).

Tabela 08 — Funcdo diastolica do ventriculo esquerdo dos grupos: controle (C, n=10), controle
frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo.

Avaliacoes

o C CF D DF
Ecocardiogréficas
Relacéo E/A 1,86 £0,21 1,61 +£0,39 1,30+£0,20% 1,53+£0,34
Relacao E’/A’ 0,76 £ 0,22 0,94 £ 0,36 0,58+0,14° 0,67+0,16
TRIV (ms) 17,17 £ 4,14 16,26 £ 2,59 19,70+ 4,69 22,73+3,63%®
E/TRIV 6,48 +1,63 7,14 +1,50 6,49+1,96 4,06 +0,68 2

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-
hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagio ao grupo C;® p<0,05 em relagio ao grupo CF; ¢ p<0,05 em relagéo ao grupo
D.
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Figura 15. Funcdo diastolica do ventriculo esquerdo dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF,
n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias
+ DPM. 2 p<0,05 vs. C, ® p<0,05 vs. CF e ¢ p<0,05 vs. D.
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4.3 Pressao Arterial e Frequéncia cardiaca

Os dados obtidos durante o Registro da Pressdo Arterial direta e frequéncia

cardiaca estdo mostrados na Tabela 09.

Tabela 09 — Pressdo Arterial Sistolica (PAS), Pressdo Arterial Diastolica (PAD), Pressdo Arterial
Média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC) dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF,
n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo.

C CF D DF
PAS (mmHg) 140,8 + 3,4 136,5+9,2 1143 +7,7% 111,3 + 5,4
PAD (mmHg) 95,90 + 5,4 94,39 +54 82,36 + 6,02 82,08 + 5,62
PAM (mmHg) 115,2 +5,3 112,9+6,9 97,77 +6,7% 96,09 + 5,5%
PP (mmHg) 436+29 42,06 + 4,6 31,91 + 3,3® 29,27 + 3,3%
FC (bpm) 35540 +21,4 3431+274 2594 +156% 265,3+ 30,42

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagdo ao grupo C; ° p<0,05 em relagdo ao grupo CF.

A FC apresentou-se diminuida nos grupos diabéticos (D e DF) (Tabela 09 e Figura

16).
PRESSAO DE PULSO FC
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Figura 16. Pressdo de pulso (PP) e Frequéncia cardiaca (FC) dos grupos: controle (C, n=10), controle
frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo. Dados
representam médias = DPM. 2 p<0,05 vs. C e  p<0,05 vs. CF.
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E possivel observar que a PAS, PAD, PP e a PAM estavam reduzida nos grupos
com inducéo de diabetes (D e DF) quando se compara com o grupo C (Tabela 09 e Figura
17).
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Figura 17. Pressdo arterial sistolica (PAS), Presséo arterial diastolica (PAD) e pressdo arterial média
(PAM) dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose
(DF, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. @ p<0,05 vs. C e ? p<0,05 vs. CF.
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4.4 Sensibilidade barorreflexa
Os dados de sensibilidade dos barorreceptores estdo descritos na Tabela 10.

Tabela 10 — Sensibilidade dos Pressorreceptores dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose
(CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo.

C CF D DF

Resposta Bradicardica
-1,58+0,18 -0,87+0,09° -0,69+0,11% -0,65+0,12%

(bpm/mmHg)

Resposta Taquicardica
338+067 216+0,142 3,00+0,53° 2,39 +0,69°
(bpm/mmHg)

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagio ao grupo C e ® p<0,05 em relagéo ao grupo CF.

Os grupos CF, D e DF apresentaram uma diminuicdo na resposta bradicardica,
indicando prejuizo do componente parassimpatico induzida por aumento da PA quando
comparado ao grupo C. Houve reducdo adicional da resposta bradicéardica no grupo DF
em relacdo ao grupo CF. Na resposta taquicardica da sensibilidade barorreflexa, induzida
por queda da PA, observou-se reducdo nos grupos CF e DF em relacdo ao grupo C. O

grupo CF apresentou valores menores em relagcéo ao grupo D (Tabela 10 e Figura 18).
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Figura 18. Sensibilidade Barorreflexa dos grupos: dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF,
n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias

+ DPM. @ p<0,05 vs. C e ® p<0,05 vs. CF.
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4.5 Anédlise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

Em relacdo aos indices utilizados na avaliacdo da variabilidade da frequéncia
cardiaca observou-se importante reducdo nos valores de desvio padrdo (DP IP) no grupo
DF quando comparado ao grupo C, na modulagéo simpatica do intervalo de pulso (LF IP)
também houve reducgdo nos grupos CF, D e DF, quando comparados ao grupo C. Além
disso, o grupo DF apresentou reducdo no OV em relacdo ao grupo C, conforme
demonstrado na Tabela 11 (Figura 19).

Tabela 11: indices de variabilidade da frequéncia cardiaca dos animais dos grupos: controle (C,
n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10).

C CF D DF

DP IP (ms) 7,75+181 5,66 +2,17 6,24 +1,16 5,20+ 1,472
Var IP (ms?) 62,99 + 27,48 45,94 + 19,53 40,17 + 14,47 40,34 + 20,89
RMSSD (ms) 6,21 +£2,37 5,66 + 1,97 6,82 +£1,89 6,63 +£1,67

LF IP (ms?) 19,70 £ 9,47 3,56 + 2,942 3,30 2,062 2,60 +1,70%
HF IP (ms?) 12,85 + 9,47 7,63 +4,04 11,40 £5,89 10,01+ 4,21
LF (nu) 29,00 + 10 26,56 + 10,75 24,91 + 11,87 15,22 +5,80
HF (nu) 71+10 73,44 £ 10,75 75,09 + 11,87 84,78 + 5,80
LF/HF 0,47+0,24 0,43 +0,26 0,36 £0,23 0,19 +0,08

oV (%) 37,61 + 12,80 23,77+ 12,96 25,68 + 8,74 18,40 + 8,622
1V (%) 36,35+ 6,21 39,88 + 2,94 37,49 + 2,47 38,66 + 7,08
2V (%) 26,03 = 8,85 31,51 +9,69 36,85 + 8,95 39,03 +£12,20

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de variabilidade da Frequéncia
Cardiaca. DP IP (ms): Desvio Padrdo do Intervalo de pulso; Var IP (ms?): Variancia do Intervalo de Pulso;
RMSSD (ms): Raiz quadrada da média da soma dos quadrados das diferengas dos intervalos de pulso
consecutivos; LF IP: Modulagéo de baixa frequéncia absoluto (ms?)ve normalizado (un); HF IP: Modulacdo
de alta frequéncia absoluto (ms?) e normalizado (un); Power total: poténcia total do sinal; LF/HF IP:
Balango simpato-vagal; OV (%): zero variagdo; 1V (%): uma variacao; 2V: duas variagdes. ? p<0,05 em

relacdo ao grupo C.
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Figura 19. Desvio Padrdo do Intervalo de pulso (DP IP), Modulacdo de baixa frequéncia absoluto (ms?)
(LF IP) e Zero variacao (%) (0V) dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético
(D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. 2 p<0,05
vs. C.

4.6 Analise da variabilidade da pressao arterial sistolica

Em relacdo a analise da variabilidade da pressdo arterial sistolica, entre os
pardmetros analisados e apresentados na Tabela 12, houve diferenga significante no
desvio padrdo da PAS (DP PAS) dos grupos CF, D e DF em relacédo ao grupo C.

Nos grupos D e DF notou-se reducdo da variancia e da modulagdo de baixa
frequéncia da PAS em relacdo ao grupo C. Ainda, no grupo DF notou-se uma reducao

destes parametros (Var PAS e LF PAS) em relacdo ao grupo CF (Figura 20).
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Tabela 12: indices de variabilidade da press3o arterial sistolica dos animais dos grupos: controle
(C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10).
C CF D DF
DP PAS (mmHg) 5,55 +1,25 3,80+1,53% 3,02+1,00° 2,77+£0,78%
Var PAS (mmHg?)  32,19+13,71 27,29+ 16,21 9,98+7,04% 498 +1,47%®
LF PAS (mmHg?) 6,48 + 2,46 5,39 +£1,09 1,41 +0,95 % 0,97 £ 0,60

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de variabilidade da Pressdo

arterial sistolica. DP PAS (mmHg): Desvio Padrdo da pressao arterial sistélica; Var PAS (mmHg?):
Variancia da pressao arterial sistélica; LF PAS: Modulacgao de baixa frequéncia da pressdo arterial sistélica

(mmHg?). @ p<0,05 em relacéo ao grupo C e ® p<0,05 em relagdo ao grupo CF.
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Figura 20. Variabilidade da Pressdo arterial sistdlica. DP PAS (mmHg): Desvio Padrdo da pressdo arterial
sistolica; Var PAS (mmHg?): Variancia da pressdo arterial sistélica; LF PAS: Modulacdo de baixa
frequéncia da pressdo arterial sistolica (mmHg?2), dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF,
n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias

+ DPM. 2 p<0,05 vs. C e P p<0,05 em relagio ao grupo CF.



50

4.7 Quantificacdo do colageno em tecido cardiaco

Podemos observar o aumento da area total do VE nos grupos CF e D, em relacéo
ao grupo C. Contudo, ndo se observa mudancas na area total do VD entre 0s grupos.

Em relagio ao colageno (% total de colageno no VE, % de colageno/mm?2no VE
e % total de colageno no VD), nota-se expressivo aumento de sua deposi¢ao nos grupos
que ingeriram frutose (CF e DF) em relacdo ao grupo C (Tabela 13 e Figuras 21, 22 e 23).

Tabela 13: Avaliagdo histoldgica dos ventriculos esquerdo e direito dos animais dos grupos:
controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF,
n=10).

C CF D DF

Area total do VE

36,82 + 6,02 49,40 £5,802 64,66 + 11,67 * 43,12 +4,68°¢
(mm2)
% colageno VE 0,0050 + 0,001 0,0124 + 0,006 2 0,0020 + 0,001 ° 0,0207 + 0,003 ¢
% colageno
VE/mm2
Area total VD 8,38 £0,31 11,28 + 3,84 12,29+ 3,21 8,69 + 2,67

% colégeno VD 0,0094 + 0,001  0,0205+0,0092  0,0045 + 0,0001 ° 0,033 £ 0,004 ¢

0,18 +0,04 0,60+0,04% 0,14 +0,08° 0,94 + 0,01 ®°

Tabela representativa das médias + desvio padrdo; 2 p<0,05 em relacdo ao grupo C; ° p<0,05 em relagéo ao

grupo CF; € p<0,05 em relagdo ao grupo D.
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Figura 21. Colageno total do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos: controle (C, n=10), controle
frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo. Dados
representam médias = DPM. 2 p<0,05 vs. C, ® p<0,05 vs. CF e ¢ p<0,05 vs. D.
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Figura 22. Colageno do ventriculo esquerdo (%) e porcentagem do colédgeno do ventriculo esquerdo em
mm? dos animais dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10),
diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. @ p<0,05 vs. C, °

p<0,05 vs. CF e ¢ p<0,05 vs. D.

Figura 23. Figura representativa dos cortes histologicos na linha A e das &reas totais de tecido ventricular
esquerdo (azul) e colageno (amarelo) na linha B, respectivamente dos grupos: controle (C — 1 e 5), controle
frutose (CF — 2 e 6), diabético (D — 3 e 7), diabético frutose (DF 4 e 8) ao final do protocolo.
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4.8 Estresse oxidativo

Na tabela 14 estdo apresentadas as medidas de estresse oxidativo dos grupos C,
CF, D e DF.

Tabela 14: Pardmetros de estresse oxidativo do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos:
controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF,
n=10).

C CF D DF

Carbonilas

2,96 +0,24 3,06 +0,75 3,07+0,45 3,66 + 0,59°
(nmol/mg proteina)
TBARS

1,98 +£0,57 1,71 +£0,58 1,86 + 0,88 2,37+1,06
(umol/mg proteina)
Peroxido Hidrogénio

2,86 £0,33 241+0,41 2,60+0,43 3,40 + 0,64

(UM H203)
NADPH oxidase

0,166 + 0,02 0,144 + 0,02 0,157 + 0,05 0,215 + 0,072b¢
(nmol/min/mg proteina)

CAT

0,83+0,17 0,47 £0,132 0,64 £0,42 0,65+0,10
(nmol/mg proteina)
SOD

8,76 +£1,32 6,79 £ 0,642 9,07 +0,89° 4,75 +0,99%¢
(USOD/mg proteina)
FRAP

0,155 £ 0,049 0,059 £ 0,0252 0,067+ 0,024 0,044 + 0,014®

(mM Fe(ii))

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de estresse oxidativo; 2 p<0,05

em relagdo ao grupo C;° p<0,05 em relagdo ao grupo CF; ¢ p<0,05 em relagdo ao grupo D.

Na analise dos parametros de estresse oxidativo do tecido cardiaco, foi possivel
observar alteracdes entre os grupos, como apresentado na Tabela 14. Apesar de ndo ter
sido observado diferencas na lipoperoxidacdo (TBARS), as carbonilas, um marcador de
dano oxidativo a proteinas, foi maior no grupo DF em comparacao ao grupo C, sugerindo
aumento de estresse oxidativo proteico pela associacdo entre diabetes e consumo de

frutose (Figura 24).
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Figura 24. Oxidacdo de proteinas — Carbonilas no ventriculo esquerdo dos grupos: controle (C, n=10),
controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo. Dados
representam médias + DPM. 2 p<0,05 vs. C.

Os niveis de peroxido de hidrogénio também apresentaram elevacéo significativa
no grupo DF em comparagdo aos grupos D e CF. A atividade da NADPH oxidase,
associada a producdo de anion superéxido, estava aumentada no grupo DF em relagdo aos
demais grupos avaliados (C, CF e D). Esses achados sugerem aumento de espécies
reativas de oxigénio (EROs) quando ambas as condi¢cdes metabolicas (DM e frutose)

estavam presentes (Tabela 14 e Figura 25).
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Figura 25. Concentracdo de perdxido de Hidrogénio e da atividade da NADPH dos grupos: controle (C,
n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo.
Dados representam médias + DPM. 2 p<0,05 vs. C, ® p<0,05 vs. CF e ¢ p<0,05 vs. D.
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Com relacdo aos antioxidantes, a atividade da catalase (CAT), enzima
antioxidante que catalisa a degradacéo do perdxido de hidrogénio, apresentou-se reduzida
no grupo CF em comparacéo ao grupo C, denotando prejuizo na capacidade antioxidante
frente a sobrecarga de frutose (Tabela 14 e Figura 26).
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Figura 26. Atividade da enzima antioxidante Catalase no ventriculo esquerdo dos grupos: controle (C,
n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final do protocolo.
Dados representam médias £ DPM. 2 p<0,05 vs. C.

O grupo CF apresentou reducdo da atividade da SOD em relacdo aos grupos C e
D. O grupo DF apresentou reducdo da SOD em relagédo a todos os demais grupos
avaliados (C, CF e D) o que reforca a hip6tese de prejuizo na defesa antioxidante

enddgena associada a presenca de diabetes e consumo de frutose (Tabela 14 e Figura
27).
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Figura 27. Atividade da enzima antioxidante Superdxido Dismutase no ventriculo esquerdo dos animais
dos grupos: controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF,
n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. 2 p<0,05 vs. C, ® p<0,05 vs. CF e ¢ p<0,05

vs. D.

A FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), que é representativa da
capacidade antioxidante ndo enzimatica, foi menor nos grupos CF, D e DF em
comparagdo ao grupo C. Sendo o grupo DF o que apresentou a maior reducéo (DF vs. C
e CF), demonstrando um maior comprometimento da capacidade antioxidante total ndo

enzimatica em animais diabéticos que consumiram frutose (Tabela 14, Figura 28).
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Figura 28. Capacidade antioxidante da enzima FRAP no ventriculo esquerdo dos animais dos grupos:
controle (C, n=10), controle frutose (CF, n=10), diabético (D, n=10), diabético frutose (DF, n=10) ao final
do protocolo. Dados representam médias + DPM. @ p<0,05 vs. C, P p<0,05 vs. CF.
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5.2 Efeitos da Piridostigmina no DM

5.2.1 Avaliagdes Metabolicas

5.2.1.1 Peso corporal

A Tabela 15 apresenta os dados de peso corporal dos animais nos momentos
inicial e final do protocolo. No inicio do estudo, os pesos corporais foram semelhantes
entre os grupos. Ao final do protocolo foi possivel observar o aumento do peso corporal
entre todos 0s grupos: no entanto, os grupos DF e DFP exibiram reducdo de peso em
comparacédo ao grupo CF (Figura 29).

Tabela 15 — Peso corporal dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose +
piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina

(DFP, n=10) no inicio e no final do protocolo.

Peso () Inicial Final
CF 2425+95 456,9 + 40,6
CFP 234,1+ 19,4 402,0 + 38,2
DF 242,8+115 330,2 +57,8%
DFP 231,7+22,0 335,3+ 43,73%

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-
hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagdo ao grupo CF no mesmo momento; ® p<0,05 em relagéo ao grupo CFP no

mesmo momento.
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Figura 29. Peso corporal dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP,
n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigina (DFP, n=10). Dados representam
médias + DPM. 2 p<0,05 vs. CF, ® p<0,05 vs. CFP, no inicio e final do protocolo.

5.2.1.2 Indice de massa corpédrea (Indice de Lee)

Notou-se uma reducdo do indice de massa corpdrea no grupo DF em relacdo ao
grupo CFP (Tabela 16 e Figura 30).

Tabela 16 — indice de Lee dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose +
piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina
(DFP, n=10).

CF CFP DF DFP

Lee 0,296 + 0,001 0,302 + 0,01 0,282 £ 0,01° 0,289+ 0,01

Dados representam média = DPM e as andlises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey. ° p<0,05 em relagio ao grupo CFP.
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Figura 30. indice de Lee dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP,
n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10). Dados representam
médias + DPM. ® p<0,05 vs. CFP.

5.2.1.3 Glicemia e Triglicerideos

No inicio do protocolo, ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis
glicémicos entre os grupos. Ao final do estudo, os grupos diabéticos (DF e DFP)
apresentaram elevacdo significativa da glicemia, tanto em relacdo aos seus respectivos
valores basais quanto aos grupos controle (CF e CFP), conforme demonstrado nas
Tabelas 17 e 18 (Figuras 31 e 32).

Tabela 17 — Glicemia dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina
(CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10) no

inicio e final do protocolo.

Inicial Final
CF 115,7+9,3 102,8 + 13,7
Glicemia CFP 108,0 + 21,8 108,5 + 10,3
(mg/dL) DF 112,9+ 7,9 508,8 + 41,4%

DFP 122,8 £9,3 4476 + 78,4%
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Dados representam média = DPM e as andlises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagio ao grupo CF no mesmo momento; ® p<0,05 em relagéo ao grupo CFP no
mesmo momento.
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Figura 31. Glicemia dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP,

n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10). Dados representam
médias + DPM. 2 p<0,05 vs. CF e ® p<0,05 vs. CFP.

Tabela 18 — Triglicerideos sanguineos dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose

+ piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina
(DFP, n=10) no final do protocolo.

Inicial Final
CF 92,5+ 14,38 151,4 + 28,6
Triglicerideos CFP 108,0 + 21,8 175,4+ 54,7
(mg/dL) DF 115,8 +19,5 209,8 + 23,9
DFP 109,2 + 16,1 191,0 + 35,4

Dados representam média = DPM e as andlises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-
hoc Tukey. @ p<0,05 em rela¢do ao grupo CF no mesmo momento.
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Figura 32. Triglicerideos Sanguineos dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose +

piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10).
Dados representam médias £ DPM. @ p<0,05 vs. CF no mesmo momento.

5.2.1.4 Teste de tolerancia a insulina (ITT)

Os resultados do teste de toleréncia a insulina (ITT) estdo apresentados na tabela
19.

Tabela 19 — Constante de decaimento da glicose (KITT) nos animais dos grupos: controle frutose
(CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10),
diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10), no final do protocolo.

CF CFP DF DFP

KITT

. 3,03+ 0,57 2,71+ 0,46 1,82 +£0,41% 2,25+ 0,742
(%/min)

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagdo ao grupo CF; ® p<0,05 em relagdo ao grupo CFP.
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O grupo DF apresentou reducdo do KITT (constante de decaimento da glicose)
em relacdo aos grupos CF e CFP. Os animais do grupo DFP apresentaram uma melhora
parcial da resisténcia a insulina no KITT quando comparados ao grupo CF, porém sem

alcancar os mesmos niveis (Figura 33).
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Figura 33. Constante de decaimento da glicose (KITT) no teste de tolerancia a insulina (ITT) dos grupos:
controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10),
diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10). Dados representam médias = DPM. ? p<0,05 vs. CF e °

p<0,05 vs. CFP.

6.2.2 Avaliagdes Ecocardiograficas
6.2.2.1 Morfometria cardiaca

Em relagdo aos parametros morfométricos nota-se a reducdo da massa do VE no
grupo DFP em relacéo ao grupo CF e a reducdo da espessura diastélica da parede posterior

do VE no grupo DF em relacdo ao grupo CFP (Tabela 20, Figuras 34 e 35).
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Tabela 20 — Pardmetros morfométricos do ventriculo esquerdo dos grupos: controle frutose (CF,

n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10), diabético

frutose + piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. VE = Ventriculo Esquerdo.

AvaliacOes
L CF CFP DF DFP

Ecocardiogréficas
Massa VE (mg) 894+124 767489 7504126 681+1422
Diametro diastoélico (mm) 8,51 + 0,60 8,12 + 0,96 8,09 +0,42 7,92 +0,76
Diametro sistélico (mm) 5,67 £0,59 5,33+ 0,80 5,33+ 0,57 5,29+0,74
Espessura da parede anterior

. 1,41+0,18 1,39+0,10 1,33+0,20 1,32+0,18
— diastole (mm)
Espessura da parede

1,41 +0,15 1,44 +0,24 1,22 +0,12° 1,27 £0,13

posterior— diastole (mm)

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagdo ao grupo C e;® p<0,05 em relagéo ao grupo CF.
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Figura 34. Massa do ventriculo esquerdo dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose +

piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10)

ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. 2 p<0,05 vs. CF.
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Figura 35. Espessura da parede posterior em diastole do ventriculo esquerdo dos grupos: controle frutose
(CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose

+ piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. ° p<0,05 vs. CFP.

5.2.2.2 Funcdo cardiaca

Em relacdo a funcdo sistdlica ndo se observou diferenca entre os grupos analisados
(Tabela 21).

Tabela 21— Fungdo sistolica do ventriculo esquerdo dos grupos: controle frutose (CF, n=10),
controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose +

piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo.

Avaliacoes

. CF CFP DF DFP
Ecocardiogréficas
Fracéo de Ejecéo (%) 59,67 + 6,3 61,33+7,2 59,54+93  5959+85

Fracdo de Encurtamento
(%)

33,30+ 4,6 34,46 +£54 3329+64 3320+6,4

Onda S’ 44,73 +45 46,78 £5,3 4463+48  4332+6,0

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey.
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E possivel notar presenca de disfuncéo diastélica nos grupos DF e DFP, devido a
um decréscimo na relacdo E’/A’ associada a um aumento do TRIV, quando comparado
ao grupo CF. Nota-se ainda reducdo da relacdo E/TRIV nos grupos DF e DFP quando
comparados aos grupos CF e CFP (Tabela 22 e Figuras 36).

Tabela 22 — Funcéo diastolica do ventriculo esquerdo dos grupos: controle frutose (CF, n=10),
controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose +

piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo.

Avaliacoes

L CF CFP DF DFP
Ecocardiogréficas
Relacéo E/A 1,61+ 0,39 1,54 +0,21 1,53+0,34 1,67 £0,37
Relacao E’/A° 0,94 £ 0,36 0,72 £0,25 0,67 +0,162 0,68 £ 0,122
TRIV (ms) 16,26 £ 2,59 16,62 +2,20 23,02 +£3,50% 24,38 + 3,94
E/TRIV 7,14 £1,50 7,22 1,37 4,06 + 0,68% 3,48 £ 0,74%

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagdo ao grupo CF e ° p<0,05 em relagdo ao grupo CFP.

E'A TRIV
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Figura 36. Funcdo diastélica do ventriculo esquerdo dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle
frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina
(DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. @ p<0,05 vs. CF e ® p<0,05 vs. CFP.
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5.2.3 Pressao Arterial e Frequéncia cardiaca

Os dados obtidos durante o Registro da Pressdo Arterial direta e frequéncia

cardiaca estdo mostrados na Tabela 23.

Tabela 23 — Pressdo Arterial Sist6lica (PAS), Pressdo Arterial Diastélica (PAD), Pressdo Arterial Média
(PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC) dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose +
piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP,

n=10) ao final do protocolo.

CF CFP DF DFP
PAS (mmHg) 136,5+9,2 138,7+9,7 111,3 + 5,4 116,1 + 8,4%
PAD (mmHg)  9439+54 96,70 + 9,33 82,08 + 5,62 81,86 + 5,12
PAM (mmHg)  112,9+6,9 1151+ 9,8 96,09 + 5,5% 97,98 + 6,42
PP (mmHg) 42,06 + 4,6 42,04+ 4,0 29,27 + 3,3% 34,21 + 5,4%°
FC (bpm) 34314274  346,1+269 265,34+ 30,42 275,1+ 13,22

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-
hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagéo ao grupo C; ® p<0,05 em relacdo ao grupo CF; ¢ p<0,05 em relagéo ao grupo
D.

E possivel observar que a PAS, PAD, PP e a PAM estavam reduzida nos grupos
diabéticos (DF e DFP) quando se compara com o grupo CF e CFP. Contudo, o uso de
piridostigmina no grupo DFP foi capaz de atenuar a reducdo da PP em relacdo ao grupo
DF (Figura 37).

Também, a FC apresentou-se diminuida nos grupos diabéticos (DF e DFP) em

relagdo aos grupos controle (CF e CFP) (Figura 38).
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Figura 37. Pressdo arterial sistélica (PAS), Pressdo arterial diastolica (PAD) e pressdo arterial média
(PAM) dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético
fructose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados
representam médias = DPM. 2 p<0,05 vs. CF e ? p<0,05 vs. CFP.
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Figura 38. Pressao de pulso (PP) e Frequéncia cardiaca (FC) dos grupos: controle fructose (CF, n=10),
controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose +
piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. 2 p<0,05 vs. CF, ®
p<0,05 vs. CFP e ¢ p<0,05 vs. DF.
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5.2.4 Sensibilidade barorreflexa
Os dados de sensibilidade dos barorreceptores estdo descritos na Tabela 24.
Tabela 24 — Sensibilidade dos Pressorreceptores dos grupos: controle frutose (CF, n=10),

controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose +

piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo.

CF CFP DF DFP
Resposta
Bradicardica  -0,87 + 0,09 -1,08 + 0,072 -0,65 + 0,12% -0,74 +0,09%
(bpm/mmHg)
Resposta
Taquicardica 2,16 +£0,14 3,17 £ 0,222 2,39 +0,69° 3,14 £ 0,35%
(bpm/mmHg)

Dados representam média + DPM e as analises foram realizadas por ANOVA de uma via seguido de post-

hoc Tukey. 2 p<0,05 em relagdo ao grupo C e ® p<0,05 em relagéo ao grupo CF.

O grupo CFP demostrou um aumento na resposta bradicardica induzida por
aumento da PA quando comparado ao grupo CF, no entanto, os grupos diabéticos (DF e
DFP) apresentaram reducao da bradicardica em rela¢do aos grupos CF e CFP. Na resposta
taquicardica da sensibilidade barorreflexa, induzida por queda da PA, observou-se
aumento nos grupos tratados com piridostigmina (CFP e DFP) em relacdo aos grupos CF

e DF (Figura 39).
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Figura 39. Sensibilidade Barorreflexa dos grupos: dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle
frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina
(DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. 2 p<0,05 vs. CF, ® p<0,05 vs. CFP
e ¢ p<0,05 vs. DF
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5.2.5 Andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

Podemos notar que o grupo CFP apresentou aumento do DP IP em relacdo aos
grupos CF e DF. Na Var IP o grupo CFP e DFP apresentaram aumento significativo
quando comparado aos grupos CF e DFP, respectivamente, e o grupo DF teve diminuigéo
do pardmetro comparado ao grupo CFP. No grupo CFP, observamos aumento dos
parametros LF IP em relacdo aos demais grupos avaliados. O HF IP do grupo CFP
também foi aumentado em relacdo ao grupo CF. O LF (nu) foi diminuido e o HF (un)
aumentado do grupo DF em relacdo aos grupos CFP e DFP. O balanco simpato vagal
(LF/HF) mostrou-se diminuido no grupo DF quando comparado aos grupos CFP e DFP
(Tabela 25 e Figuras 40, 41 e 42).

Tabela 25 — indices de variabilidade da frequéncia cardiaca dos animais dos grupos: controle
frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10),
diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10).

CF CFP DF DFP
DP IP (ms) 5,66 £2,17 7,90 +1,96° 5,20 £ 1,47° 7,05+1,66
Var IP (ms?) 45,94 + 19,53 108,69 * 39,56% 40,34 £20,89° 75,96 + 19,67°
RMSSD (ms) 5,66 £1,97 7,48 +1,86 6,63 +1,67 6,14 £ 0,90
LF IP (ms?) 3,56 +£2,94 7,82 +4,70° 3,60+1,70° 3,30 £1,81°
HF IP (ms?) 7,63+4,04 16,85 + 9,69° 10,01 +4,21 10,36 * 3,27
LF (nu) 26,56 + 10,75 33,89+11,01 15,22 + 5,80° 27,29 + 8,60°
HF (nu) 73,44 + 10,75 66,11+ 11,01 84,78 + 5,80° 72,71 + 8,60°
LF/HF 0,43 +£0,26 0,60 £0,17 0,19 +£0,08° 0,43 +0,10°
oV (%) 23,77+ 12,96 28,23 £ 9,17 18,40 + 8,62 21,29 +6,38
1V (%) 39,88 + 3,94 40,44 + 3,57 38,66 = 7,08 38,87 + 3,62
2V (%) 31,51+9,69 27,41 +5,10 39,03 + 12,20° 35,92 +5,18

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de variabilidade da Frequéncia
Cardiaca. DP IP (ms): Desvio Padrdo do Intervalo de pulso; Var IP (ms?): Variancia do Intervalo de Pulso;
RMSSD (ms): Raiz quadrada da média da soma dos quadrados das diferengas dos intervalos de pulso
consecutivos; LF IP: Modulagdo de baixa frequéncia absoluto (ms?)ve normalizado (un); HF IP: Modulacéo
de alta frequéncia absoluto (ms?) e normalizado (un); Power total: poténcia total do sinal; LF/HF IP:
Balango simpato-vagal; 0V (%): zero variacdo; 1V (%): uma variacao; 2V: duas variagdes. ? p<0,05 vs. CF,
b p<0,05 vs. CFP e ¢ p<0,05 vs. DF
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Figura 40. LF IP: Modulacéo de baixa frequéncia normalizado (un); HF IP: Modulacéo de alta frequéncia
normalizado (un) dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle fructose + piridotigmina (CFP, n=10),
diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados
representam médias = DPM.  p<0,05 vs. CFP e ¢ p<0,05 vs. DF.
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Figura 41. Desvio Padrdo do Intervalo de pulso (DP IP), Variancia do Intervalo de Pulso (ms?) (Var IP),
Modulacédo de baixa frequéncia absoluto (ms?) (LF IP) e Modulagdo de alta frequéncia absoluto (ms?) (HF
IP) dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle fructose + piridotigmina (CFP, n=10), diabético
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frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados
representam médias = DPM. 2 p<0,05 vs. CF, ® p<0,05 vs. CFP.
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Figura 42. Balanco simpato-vagal (LF/HF IP), duas variagdes (2V) dos grupos: controle frutose (CF,
n=10), controle frutose + piridotigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose +
piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. ® p<0,05 vs. CFP e
¢ p<0,05 vs. DF.

5.2.6 Analise da variabilidade da pressao arterial sistdlica

Observamos importante reducdo da Var PAS nos grupos diabéticos (DF e DFP)
em relacdo aos grupos controles (CF e CFP). Ainda, pode-se notar elevacdo componente
simpatico da modulacdo da PAS no grupo CFP em relacdo ao grupo CF e reducdo nos

grupos DF e DFP em relagdo ao grupo CFP (Tabela 26 e Figura 43).

Tabela 26 — indices de variabilidade da pressio arterial sistolica dos animais dos grupos: controle
frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF, n=10),
diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10).

CF CFP DF DFP

DP PAS (mmHg) 3,89+ 1,53 4,70 £ 1,49 268+0,77°  2,48+0,50%®
Var PAS (mmHg?) 27,29+16,21  30,03+1462  498+147® 639+ 2,68%
LF PAS (mmHg?) 5,93 + 1,09 10,29+7,080  0,97+0,60% 1,53 +0,74°

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de variabilidade da Pressdo
arterial sistolica. DP PAS (mmHg): Desvio Padrdo da pressao arterial sistélica; Var PAS (mmHg?):
Variancia da presséo arterial sistdlica; LF PAS: Modulagéo de baixa frequéncia da pressdo arterial sistolica
(mmHg?); 2 p<0,05 vs. CF e ® p<0,05 vs CFP.
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Figura 43. DP PAS (mmHg): Desvio Padrao da presséo arterial sistélica; Var PAS (mmHg?2): Variancia da

pressdo arterial sistélica; LF PAS: Modulacéo de baixa frequéncia da pressdo arterial sistélica (mmHg?),

dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose

(DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam

médias + DPM. 2 p<0,05 vs. CF e ® p<0,05 vs CFP.



5.2.7 Quantificacao do colageno em tecido cardiaco

72

A érea total do VE apresentou-se reduzida no grupo DF em comparagdo ao grupo

CF. Além disso, observou-se um aumento expressivo na porcentagem total de colageno

no VE do grupo DF em comparacdo aos demais grupos avaliados (CF, CFP e DFP)

conforme demonstrado na Tabela 27 e nas Figuras 44 e 45. Ndo houve alteracdes

significativas no VD para os parametros avaliados.

Tabela 27 — Avaliacao histolégica dos ventriculos esquerdo e direito dos animais dos grupos:

controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF,

n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10).

CF CFP DF DFP

Area total do

49,40 + 5,80 47,03 + 4,99 43,12 + 4,682 45,63 + 3,02
VE (mm?)
% colageno VE 0,0124 + 0,006 0,0139 + 0,008 0,0207 £ 0,003 0,0138 + 0,007
% colageno

0,62 £ 0,04 0,66 + 0,042 0,94 + 0,01 0,64 + 0,06°
VE/mm?
Area total VD 11,28 + 3,84 11,16 +£ 3,16 8,69 + 2,67 10,07 + 3,86
% colageno VD 0,0205 + 0,009 0,0228 £ 0,014 0,033 £ 0,004 0,0231 +£0,013

Tabela representativa das médias + desvio padrdo do coldgeno no musculo cardiaco. # p<0,05 vs. CF.
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Figura 44. Colageno total do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos: controle frutose (CF, n=10),

controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose +

piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. 2 p<0,05 vs. C e ®

p<0,05 vs. CFP e ¢ p<0,05 vs. DF
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Figura 45. Figura representativa dos cortes histolégicos na linha A e das areas totais de tecido ventricular
esquerdo (azul) e colageno (amarelo) na linha B, respectivamente dos grupos: controle frutose (CF -1 e
5), controle frutose + piridostigmina (CFP — 2 e 6), diabético frutose (DP — 3 e 7), diabético frutose +

piridostigmina (DFP 4 e 8) ao final do protocolo.

6.2.8 Estresse oxidativo

Na tabela 28 estdo apresentadas as medidas de estresse oxidativo dos grupos CF,

CFP, DF e DFP.
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Tabela 28 —Parametros de estresse oxidativo do ventriculo esquerdo dos animais dos grupos:

controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10); diabético frutose (DF,

n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10).

CF CFP DF DFP
Carbonilas

3,06 0,75 2,84 +£1,07 3,66 = 0,59 2,10 £0,27%¢
(nmol/mg proteina)
TBARS

1,71+ 0,58 1,13+£0,21 2,37+ 1,07 1,29 +0,20°
(umol/mg proteina)
Perdxido Hidrogénio

2,39+0,44 2,29 £ 0,46 3,36 £ 0,62% 2,86 £ 0,69
(UM H202)
NADPH oxidase

0,143+ 0,02 0,136 £0,01 0,215 + 0,082 0,133 + 0,02°
(nmol/min/mg proteina)
CAT

0,44 £ 0,09 0,62 £ 0,092 0,65+ 0,102 0,72 £ 0,082
(nmol/mg proteina)
SOD

6,71 + 0,90 6,07 £ 0,61 4,75 + 1,002° 6,69 + 0,70°
(USOD/mg proteina)
FRAP

0,059+ 0,024 0,074 £ 0,014 0,044 + 0,015 0,042 + 0,025

(MM Fe(ii))

Tabela representativa das médias + desvio padrdo da média dos parametros de estresse oxidativo; ? p<0,05
vs CF, ® p<0,05 vs CFP, ¢ p<0,05 vs. DF.

Com relacéo ao dano oxidativo, a oxidacao de proteinas avaliada pela técnica de

carbonilas, foi maior nos grupos CF e DF em comparacdo ao grupo DFP. A

lipoperoxidacdo, avaliada por TBARS, foi mais elevada no grupo DF em relacdo ao grupo

DFP (Figura 46).
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Figura 46. Oxidacdo de proteinas — Carbonilas no ventriculo esquerdo dos grupos: controle frutose (CF,

n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose +

piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias £ DPM. 2 p<0,05 vs. C e ©
p<0,05 vs. DF.

Os niveis de perdxido de hidrogénio, um pré-oxidante, estavam elevados no grupo
DF em comparacdo ao grupo CF e CFP, o que ndo foi observado no grupo DFP. A
atividade da NADPH oxidase, uma enzima associada a producdo de anion superoxido,

foi maior no grupo DF em comparacédo aos demais grupos (Figura 47 e 48).
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Figura 47. Atividade da NADPH dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina
(CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10) ao final do
protocolo. Dados representam médias + DPM. 2 p<0,05 vs. CF, ® p<0,05 vs. CFP e ¢ p<0,05 vs. DF.
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Figura 48. TBARS dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10),

diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados
representam médias + DPM. © p<0,05 vs. DF.

Em relacdo aos antioxidantes, a atividade da CAT foi maior no grupo DF em
relacdo ao grupo CF. Houve aumento nos grupos tratados com piridostigmina em relacao

ao grupo CF, indicando um efeito positivo do tratamento na detoxificacéo do perdxido de
hidrogénio (Figura 49 e 50).
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Figura 49. Concentracdo de peroxido de Hidrogénio dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle
frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina

(DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. @ p<0,05 vs. C, ® p<0,05 vs. CF.
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Figura 50. Atividade da enzima antioxidante Catalase no ventriculo esquerdo dos grupos: controle frutose
(CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose (DF, n=10), diabético frutose

+ piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam médias + DPM. @ p<0,05 vs. C.

A atividade da SOD apresentou-se reduzida no grupo DF em comparacdo aos
demais grupos. No grupo DFP a administragdo de piridostigmina restabeleceu a SOD,
sugerindo recuperacdo da atividade antioxidante por meio da modulagdo colinérgica
(Figura 51).
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Figura 51. Expresséo da enzima antioxidante superdxido dismutase no ventriculo esquerdo dos animais
dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose
(DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam
médias + DPM. # p<0,05 vs. C, ® p<0,05 vs. CF e ¢ p<0,05 vs. D.
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A FRAP, representativa da capacidade antioxidante ndo enzimaética, apresentou-

se reduzida nos grupos DF e DFP, porém sem diferencas estatisticas (Figura 52).
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Figura 52. Atividade da enzima antioxidante Superdxido Dismutase no ventriculo esquerdo dos animais
dos grupos: controle frutose (CF, n=10), controle frutose + piridostigmina (CFP, n=10), diabético frutose
(DF, n=10), diabético frutose + piridostigmina (DFP, n=10) ao final do protocolo. Dados representam
médias + DPM.
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6.2.9 Estudo de correlacao

O estudo de correlagdes (Tabela 29) entre as varidveis envolvendo os grupos DF
e DFP (n=6-10 animais por grupo) demonstrou que:
-a Var IP apresentou correlagfes negativas com o dano a proteina (carbonilas) no tecido
cardiaco (r=-0,71; p=0,0148) e com a deposi¢do de coldgeno do VE (% colageno
VE/mm?) (r=-0,68; p=0,0145);
-a oxidacdo de proteinas foi positivamente correlacionada a concentracao de peroxido de
hidrogénio (r=0,64; p=0,0259) e com a lipoperoxidacéo (r=0,71; p=0,0069) no coracao;
-a oxidacdao de proteinas apresentou correlagdes positivas com a deposicdo de colageno
(% colageno VE/mm?) (r=0,59; p=0,0429) e com a massa do VE (r=0,60, p=0,0252);
-a deposicdo de colageno (% colageno VE/mm?) foi positivamente correlacionada com a
massa do VE (r=0,58, p=0,0075).

Tabela 29 — Correlagdes de Person envolvendo animais dos grupos diabético frutose (DF) e

diabético frutose + piridostigmina (DFP).

Carbonilas

(nmol/mg proteina)

Var IP (ms?) r=-0,71; p=0,0148*
Perdxido de Hidrogénio (UM H203) r=0,64; p=0,0259*
TBARS (umol/mg proteina) r=0,71; p=0,0069*
% colageno VE/mm? r=0,59; p=0,0429*
Massa Ventriculo Esquerdo (VE) (mg) r=0,60, p=0,0252*
% colageno VE/mm?
Var IP (ms?) r=-0,68; p=0,0145*
Carbonilas (hmol/mg proteina) r=0,59; p=0,0429*
Massa VE (mg) r=0,58, p=0,0075*

Dados foram analisados usando correlagcdo de Person para Variancia do intervalo de pulso, TBARS:

substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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7 Discussao

Ao longo dos anos, o grupo de pesquisa responsavel por este trabalho, tem se
dedicado ao estudo das alteragdes cardiovasculares associadas ao diabetes experimental,
com énfase na andlise temporal dessas modificacbes. O modelo experimental mais
frequentemente utilizado por nds e outros pesquisadores € o induzido pela administragéo
de estreptozotocina (STZ). Além disto, nas Ultimas 2 décadas temos estudo o modelo de
disfuncédo cardiometabdlica associado a sobrecarga de frutose, em funcdo do elevado
consumo desse agucar em alimentos industrializados. Considerando a importancia atual
da evolucdo progressiva dos casos de diabetes tipo 2, a busca por um modelo de DM2
ndo genetico que pudesse atender melhor ao carater translacional da pesquisa neste
modelo de doenca metabdlica passou a ser um dos objetivos do grupo. Nesta tese
buscamos estabelecer um modelo de diabetes tipo 2 pela associacdo de estreptozotocina
e consumo de frutose em ratos. O modelo de diabetes tipo 2 de associacdo da frutose com
a STZ apresentou-se de forma mais insidiosa e cronica quando comparado ao modelo da
STZ endovenosa, que resultou em uma instalacdo rapida da doenca. Nossos dados
demonstram que o modelo de associacao de frutose com baixas doses de STZ parece estar
mais préximo da situacdo observada em pacientes com diabetes tipo 2, onde a disfuncéo
autondmica cardiovascular esta presente. Vale destacar que o desbalanco autondémico
parece ser 0 mecanismo chave para o entendimento dos processos metabolicos e
cardiovasculares associados com as doencas cardiometabolicas (Angelis et al., 2012;
Bernardes et al., 2018; Satapathy et al., 2011). Neste sentido, propusemos estimular a via
anti-inflamatoria colinérgica com o uso da PIR neste modelo de DM2 e testar a hipotese
que este tratamento seria capaz de atenuar os efeitos cardiometabolicos, autondémicos e

de estresse oxidativo nesta condicao.
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7.1 Capitulo 1

A estreptozotocina (STZ) destr6i seletivamente as células [ das ilhotas
pancreaticas, induzindo um quadro clinico semelhante ao diabetes mellitus em seres
humanos. Essa condicdo caracteriza-se por hiperglicemia, hipoinsulinemia, glicosuria,
poliuria, polidipsia e perda de peso corporal (Maeda et al., 1995; Tomlinson KC et al.,
1981). Entretanto, os animais submetidos a inducéo diabética com STZ sobrevivem sem
a necessidade de administracdo exodgena de insulina. Por esse motivo, este modelo tem
sido amplamente utilizado para o estudo do diabetes tipo 1 e tipo 2 em roedores conforme
discutido no artigo de Samuel RO que aborda a comparacao entre diferentes protocolos
de inducéo de diabetes com STZ em roedores (Samuel et al., 2014).

O consumo de frutose tem sido amplamente utilizado nas ultimas 2 décadas em
funcdo da frutose. Estudos clinicos revelaram que seu excesso favorece o ganho de peso
e de gordura visceral, a dislipidemia, 0 aumento da presséo arterial, a intolerancia a
glicose e a resisténcia a insulina. Estas evidéncias sugerem a frutose como sendo
determinante para o desenvolvimento da SM e um fato de risco importante para o
desenvolvimento de obesidade, diabetes do tipo 2 e DCVs (Coronati et al., 2022;
DiNicolantonio et al., 2018; Taskinen et al., 2017).

Os resultados obtidos sobre o peso corporal revelaram diferencas entre 0os grupos
controle e diabéticos ao longo do protocolo experimental. No inicio do estudo, todos os
animais apresentavam pesos corporais semelhantes. No entanto, ao final do estudo
observou-se 0 aumento do peso corporal nos grupos controle e controle frutose (C e CF),
0 que era esperado para as condicOes de alimentagéo e ingesta de frutose nestes grupos.

O consumo de frutose no grupo CF ndo promoveu ganho de peso adicional
significativo, quando comparado ao grupo C, sugerindo que, a frutose nao foi capaz de
promover 0 ganho de peso acentuado nos animais normoglicémicos. Esse achado
corrobora com alguns estudos prévios que mostram que o impacto da frutose sobre o
ganho de peso pode depender da dose, duracdo do consumo e da presenca de distdrbios
metabolicos prévios (Nascimento et al., 2008; Tunc-Ata et al., 2021).

Nos animais diabéticos (D e DF), foi possivel observar que no inicio do protocolo
0 peso corporal era semelhante entre todos 0s grupos, mas que apos a inducéo do diabetes
0s animais tiveram peso menor quando comparados aos controles com e sem frutos no
tempo final. A reducdo no ganho de peso é compativel com os efeitos catabolicos da

resisténcia a insulina ou da sua deficiéncia, comuns em modelos de DM experimental
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induzidos por STZ. A administracdo de STZ em ratos induz um quadro de DM,
caracterizado por hiperglicemia, polidria, polidipsia e perda de peso, mesmo com
aumento da ingestdo alimentar. A hiperglicemia persistente, resultante da destruigcéo
parcial das células B pancreaticas, leva a um estado de insulinopenia, comprometendo o
metabolismo anabolico e promovendo a degradacdo de proteinas e lipideos para suprir as
necessidades energéticas do organismo. A perda de peso observada pode estar associada
a maior degradacdo proteica e lipidica, além da hiperglicemia, fatores estes que
comprometem o anabolismo corporal (Dupas et al., 2017).

Como esperado o grupo DF, apresentou um valor final de peso corporal superior
ao grupo D, embora inferior aos grupos controles. Esse valor maior de peso
provavelmente se associa ao modelo de diabetes utilizado, com uma dose menor de
estreptozotocina e mais as semanas de tratamento com frutose.

Os dados indicam que o DM foi o principal fator para a perda de peso corporal, e
que o consumo de frutose embora ndo tenha sido capaz de interferir significativamente
no ganho de peso nos animais dos grupos controles, foi capaz de garantir ganho de peso
no grupo tratado com estreptozotocina e frutose.

Quando observado os valores referentes ao indice de Massa Corporal (IMC),
representado pelo indice de Lee, pode-se ver uma reducgdo deste indice no grupo D em
comparacdo aos demais grupos, indicando a perda de massa corporal no grupo D.
Entretanto, o grupo DF ndo apresentou uma queda tdo acentuada, sugerindo que o
consumo continuo de frutose associado ao uso da STZ, ndo permitiu a perda acentuada
da massa corporal observada no grupo D. O indice de Lee é uma medida antropométrica
utilizada em estudo com roedores, especialmente em ratos, para estimar a adiposidade
corporal e avaliar a obesidade de forma ndo invasiva. O indice foi desenvolvido como
uma alternativa ao IMC humano, adaptado para as caracteristicas morfologicas dos
roedores (Nascimento et al., 2008; Tunc-Ata et al., 2021).

A anélise dos dados sobre a glicemia e os triglicerideos revela que ambos
apresentam impactos distintos da inducdo do DM somente por STZ ou associado ao
consumo continuo de frutose nos parametros metabélicos dos grupos estudados.

Inicialmente, os niveis glicémicos eram semelhantes entre os grupos, contudo, ao
final do protocolo experimental, foi possivel observar o aumento significativo dos niveis
glicémicos dos grupos D e DF, confirmando o sucesso da indu¢édo do DM por STZ. Vérios

estudos demonstram que a administracdo de STZ em ratos resulta em hiperglicemia
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devido a destrui¢ao das células 3 pancreaticas e consequentemente deficiéncia de insulina
(Tappy; L&, 2010).

O grupo DF apresentou niveis glicémicos numericamente maiores que o grupo D,
até mesmo pela diferenca da glicemia observada no periodo inicial e final do protocolo,
sugerindo que o consumo de frutose pode exacerbar a hiperglicemia nestes animais, pois
a frutose é metabolizada principalmente no figado, onde pode ser convertida em glicose
e contribuir para o aumento da glicemia plasmatica, principalmente em condigdes de
resisténcia a insulina (Tappy; L&, 2010).

O mesmo comportamento observado nos niveis glicémicos foi observado para os
triglicerideos. No inicio do protocolo, todos os grupos apresentaram valores semelhantes
e ao final do protocolo, houve o aumento significativo nos grupos que receberam frutose
(CF e DF), e no grupo D. Este comportamento dos triglicerideos pode ser atribuido ao
metabolismo hepatico da frutose, que favorece a lipogénese e a sintese de triglicerideos
(Tappy; L&, 2010). No grupo D, a elevacdo dos triglicerideos, provavelmente, esta
relacionada a deficiéncia da insulina, comprometendo a atividade da lipoproteina lipase
e na reducdo da depuracdo de lipoproteinas ricas em triglicerideos, como os quilomicrons
e as VLDL (Crescenzo et al., 2014; Dall’Ago et al., 2002; Mock et al., 2017).

Os dados do presente estudo indicam que a inducdo do DM por STZ, em
associacao ao consumo de frutose afetam significativamente os niveis glicémicos e de
triglicerideos em ratos. A frutose, embora ndo tenha promovido ganho de peso adicional
em animais ndo diabéticos, promoveu a hiperglicemia e o0 aumentos dos triglicerideos nos
animais diabéticos.

A KITT é um parametro derivado do ITT utilizado para avaliar a sensibilidade a
insulina em modelos experimentais, como ratos. Durante o ITT, uma dose de insulina é
administrada, e a glicemia € monitorada ao longo do tempo. O KITT representa a taxa de
diminuicdo da glicose plasmatica, expressa como uma porcentagem por minuto (%/min),
calculada através da curva glicémica em funcdo do tempo. Valores elevados de KITT
indicam maior sensibilidade a insulina, enquanto valores reduzidos sugerem resisténcia a
insulina (BONORA et al., 1989).

Atraves da constante de decaimento da glicose (KITT), observou-se diferencas
entre os grupos estudados. A reducdo do KITT no grupo CF indica que o consumo
continuo de frutose foi capaz de causar resisténcia a insulina mesmo em animais néo
diabéticos. Esse achado é consistente com estudos anteriores que demonstram que dietas

ricas em frutose podem levar a resisténcia a insulina, mesmo na auséncia de
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hiperglicemia. Nos grupos D e DF, a diminuicdo do KITT confirma a resisténcia a
insulina decorrente da destruicdo das células  pancreaticas induzidas pela STZ. Os
grupos D e DF apresentaram valores semelhantes de KITT, sugerindo que o consumo de
frutose ndo apresentou efeito adicional sobre a resisténcia a insulina nestes animais
(Ayala et al., 2006; Lee et al., 2008).

De modo geral, os animais tratados com STZ apresentam reducdo ou manutencao
dos niveis de pressédo arterial e frequéncia cardiaca (FC) em comparagdo aos animais
controle, com tais alteragcdes sendo detectadas a partir de cinco dias apds a administracdo
da droga (Maeda et al., 1995), o que tem sido atribuido a modificacdes na atividade do
nodo sinusal (Dall’Ago et al., 2007; Senges, 1980). Nosso grupo também associou 0
consumo crénico de frutose, em ratos Wistar machos e fémeas, ao aparecimento de
resisténcia a insulina, elevacdo de triglicérides, intolerancia a glicose e disfuncao
cardiovascular e autonémica e inflamacéo (Bernardes et al., 2018; Brito et al., 2008; Farah
et al., 2006).

Sobre os dados hemodinamicos foi possivel observar que os grupos diabéticos (D
e DF) apresentaram reducdes significativas na PAS, PAD, PAM e na FC em comparacgéo
ao grupo C. Tais alteracdes sugerem a presenca de hipotensdo e bradicardia associada a
inducdo do DM por STZ. A bradicardia observada, pode estar relacionada a diminuigdo
do tbnus simpatico e parassimpatico cardiaco, conforme evidenciado por respostas
cronotrdpicas atenuadas a bloqueadores autonémicos em modelo experimental de DM
(Schaan et al., 2004). No entanto, existe a possibilidade de uma acédo direta da STZ sobre
0 marcapasso cardiaco provocando disfuncdo do n6 sinusal (Kondo et al., 2019).

A diminuigédo da complacéncia arterial pode ocorrer devido a reducdo da PP em
ratos diabéticos, como observado nos resultados, possivelmente decorrente de alteracfes
estruturais na parede vascular induzidas pela hiperglicemia cronica, que pode levar ao
acumulo de produtos finais de glicacdo avancada (AGES) e aumento do estresse
oxidativo, comprometendo a elasticidade arterial (Anand Swarup et al., 2010).

O consumo continuo de frutose pode levar a alteragdes hemodinamicas. Nesse
trabalho, no entanto, ndo se observaram mudangas hemodinamicas nos animais somente
tratados com frutose (CF) quando comparados ao grupo controle intacto (C). Ja a
comparacdo entre os grupos diabéticos tratados ou ndo com frutose ndo mostrou
alteracdes significativas, embora os grupos diabeticos sejam significativamente diferentes

dos grupos C e CF.
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Vale lembrar que muitos estudos tém estabelecido a disautonomia autonémica
cardiovascular como um preditor preciso de morbidade e mortalidade em humanos e
roedores. Neste contexto, 0 método de variabilidade da frequéncia cardiaca, € uma
ferramenta importante para avaliar o desbalanco autonémico, nas alteracbes metabdlicas
que favorecem as DCVs. Neste sentido, as evidéncias clinicas e experimentais tém
mostrando que o consumo de frutose é um importante fator para 0 aumento da pressdo
arterial seguido do desenvolvimento da hipertensdo (Goldberger et al., 2019; Puente-
Ruiz; Jais, 2022). Entre os mecanismos envolvidos a disfuncdao autonémica parece ter um
papel significativo sobre o sistema cardiovascular, em consequéncia do consumo de
frutose (Bernardes et al., 2018).

A disfuncdo autonémica cardiovascular é frequentemente associada ao DM e pode
ter sido a fonte causadora da hipotensdo nos animais dos grupos D e DF. Estudos
demonstram que a inducado do DM em ratos resulta em alteracdes no controle autonémico
da PA, com reducéo da variabilidade e comprometimento do reflexo barorreceptor. Neste
sentido, em um curto intervalo de tempo apés a indugdo do diabetes por STZ, os animais
ja apresentavam prejuizo no controle reflexo da pressdo arterial (PA), particularmente
evidenciado pela atenuacdo da resposta taquicardica frente a quedas da PA (Maeda et al.,
1995). Nos animais submetidos ao DM por STZ e/ou ao consumo cronico de frutose, foi
possivel observar o comprometimento da fungdo autonémica cardiovascular. Essas
alteracdes, foram evidenciadas por meio da avaliacdo da sensibilidade barorreflexa,
variabilidade de frequéncia cardiaca e pela variabilidade da pressao arterial. Conforme
observado nesta tese, os grupos D e CF tratamentos resultaram em uma reducdo da
resposta bradicardica, corroborando com achados prévios. Portanto, ndo apenas 0s
animais submetidos ao tratamento com STZ, mas também os submetidos ao consumo de
frutose apresentaram reducdo dessa resposta, incluindo o grupo que recebeu a associacao
de frutose e STZ (DF) (Bernardes et al., 2018). Dados da literatura corroboram com esses
resultados, demonstrando que o DM induzido por STZ leva a disfuncdo barorreflexa,
possivelmente devido a neuropatia autonémica diabética (Ai et al., 2010; Dall’Ago et al.,
2002), mas que essa disfuncéo barorreflexa pode ser diferente na medida de outros fatores
como gravidade e tempo de doenca. Esse achado parece também se aplicar a resposta
taquicardica, visto que 0s grupos submetidos a sobrecarga de frutose apresentaram
reducdo da resposta reflexa as quedas de presséo arterial (PA). De fato, como observado
por Gogan A et al., a disautonomia associada ao diabetes € amplamente conhecida, tanto

em modelos experimentais quanto na condicao clinica (Gogan et al., 2025).
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Conforme observado no presente estudo, alem da reducdo da sensibilidade do
baroreflexo, foi constatada uma reducdo da modulagdo simpatica e parassimpatica sobre
a frequéncia cardiaca (FC). Nossos resultados demonstram que tanto o consumo croénico
de frutose quanto a inducdo do DM por STZ, sdo capazes de promover alteracOes
autondmicas cardiovasculares, evidenciadas por reducdo da VFC e VPA. Tais alteracoes
podem contribuir para 0 aumento do risco de eventos cardiovasculares em individuos com
DM e/ou pelo consumo elevado de frutose. Tal reducdo foi evidenciada pela diminui¢ao
dos componentes LF e HF absolutos da variabilidade da FC, bem como pela reducgéo do
desvio padrdo da FC no grupo associacdo (DF). A modulacdo reduzida observada
provavelmente se associou a uma variabilidade da presséo arterial menor (DP PAS) nos
trés grupos submetidos ao tratamento, com uma reducdo significativa também nos grupos
diabéticos. O presente trabalho corrobora com dados publicados que mostram que 0 DM
reduz a VFC, refletindo disfungdo autonémica do musculo cardiaco (Dall’Ago et al.,
2002).

Além disto, de acordo com a anélise simbolica, a varidvel 0V indica baixa varia¢éo
e apresentou menor valor no grupo DF, o que esta de acordo com os resultados do balanco
simpato-vagal nesse grupo. Esse resultado pode indicar uma contribuicdo relativa menor
do componente simpatico, o que é caracteristico de disfun¢bes autonémicas mais graves.
De acordo com os resultados obtidos neste estudo, os pacientes diabéticos apresentaram,
de fato, reducdo da modulacdo autonémica total.

E importante destacar que o estresse oxidativo desempenha um papel crucial na
fisiopatologia das complicagBes cardiovasculares associadas ao DM e ao consumo
excessivo de frutose (Giacco; Brownlee, 2010). Neste sentido, aumento de dano
oxidativo, devido a presenca de EROs e da diminuicdo da defesa antioxidante foi
previamente observada em tecido cardiaco de modelos experimentais de sobrecarga de
frutose por periodos longos em fémeas ooforectomizadas e na prole de filhos de pais
submetidos ao consumo de frutose (Bernardes et al., 2018; Conti et al., 2014). No presente
trabalho, observou-se que a combinacdo dessas duas condi¢cbes metabdlicas
(STZ+frutose) aumentou o desequilibrio redox no tecido cardiaco, caracterizado por
aumento de pré-oxidantes, reducdo de antioxidantes e consequente aumento de dano

oxidativo no grupo associagédo (STZ+frutose).

Além disto, outra alteracdo observada associada a dieta rica em frutose tanto em

estudo clinicos como experimentais € 0 aumento de acido Urico, e este por sua vez, tém
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sido associado a lipogénese, resisténcia a insulina e mecanismos da SM, com consequente
promocao de inflamacéo e desbalanco no perfil de estresse oxidativo. O aumento de acido
urico extracelular pode ser considerado benéfico por possuir poder antioxidante, no
entanto, o excesso de acido drico intracelular pode levar a um perfil de estresse oxidativo
e disfuncéo celular (Johnson et al., 2013). Nesse sentido, a formacao de &cido Urico tem
sido relacionada a estimulacdo do sistema NADPH-oxidase (NOX), que por sua vez, é
um dos importantes sistemas geradores de EROs no sistema cardiovascular.

O consumo de frutose em animais adultos promove alterac6es entre as EROs, com
aumento do anion superdxido (O2") e do peroxido de hidrogénio (H20>) e a redugdo de
enzimas antioxidantes, favorecendo o desenvolvimento do estresse oxidativo (Conti et
al., 2014; Farah et al., 2006). Além disso, os fatores associados a qualidade de vida,
permitem que a EROs, contribua para o controle epigenético na expressdo dos genes,
resultando no desenvolvimento das disfungdes metabolicas e de DCVs, ao longo da vida
(Rodriguez-Rodriguez et al., 2018).

Neste caso, os metabolitos originados pelo metabolismo hepético da frutose, como
0 acido urico e o triacilglicerideos, desencadeia a formacéo nao s6 da inflamacgéo, como
também de EROs (Castro et al., 2015).

Apesar de ndo termos diferenca na lipoperoxidacdo entre os grupos estudados,
observou-se niveis elevados de carbonilas no grupo DF indicando um aumento do dano
oxidativo a proteinas, sugerindo que a associacdo entre DM e frutose intensifica a
oxidacdo proteica no miocardio. Esse achado esta alinhado com estudos que demonstram
a formacdo de produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) em condicdes
hiperglicémicas, os quais promovem disfuncdo cardiaca por meio de modificagdo de
proteinas estruturais e funcionais (Asmat; Abad; Ismail, 2016; Rolo; Palmeira, 2006).

Além disso, o0 aumento dos niveis de peroxido de hidrogénio no grupo DF sugere
um acumulo destas EROs no tecido cardiaco, corroborando a hip6tese de que a sobrecarga
de frutose em um individuo diabético potencializa o estresse oxidativo. Além disto, a
atividade da NADPH oxidase estava aumentada no grupo associa¢ao DF, sugerindo maior
producdo de &nion superoxido, um potente pro-oxidante. Essa condi¢do favorece o dano
oxidativo, contribuindo, ainda mais, para a disfuncéo (Giacco; Brownlee, 2010; Pethed;
Szeles; Geiszt, 2024).

De fato, associado ao aumento de pro-oxidantes, a SOD, responsavel por catalisar
a dismutacdo do anion superéxido em peroxido de hidrogénio, mostrou-se reduzida nos

grupos CF em relacdo ao grupo C. A atividade da SOD foi ainda mais reduzida no grupo
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DF. Além disto, na andlise da atividade das enzimas antioxidantes observou-se que a
CAT, responsavel pela decomposicéo do peroxido de hidrogénio, apresentou reducao no
grupo CF em comparacdo ao grupo C, indicando que a frutose isoladamente compromete
a capacidade antioxidante do tecido cardiaco (Asmat; Abad; Ismail, 2016; Johnson et al.,
2013). Vale destacar que a atividade da CAT néo foi diferente entre os grupos CF e DF e
estava aproximadamente 30% reduzida em relagdo ao grupo C. Adicionalmente, a
capacidade antioxidante total ndo enzimética, avaliada pela FRAP, estava diminuida nos
grupos CF, D e DF em comparacéo ao grupo C, sendo a reducéo mais acentuada no grupo
DF. Esses resultados reforcam que a associagcdo do DM e frutose compromete
severamente o sistema de defesa antioxidante do miocardio (Asmat; Abad; Ismail, 2016;
Matough et al., 2012), o que pode estar associado ao aumento de pré-oxidantes e do dano
oxidativo observado no grupo DF.

Associado a disfuncdo metabdlica, autonémica e ao desbalanco redox discutidos
anteriormente, a analise histol6gica dos ventriculos apresentou alteragdes na morfometria
e na deposi¢do de coladgeno associadas ao consumo de frutose e ao DM por STZ. Houve
aumento da area total do VE nos grupos CF e D em comparagdo ao grupo controle,
sugerindo remodelamento ventricular. Esse aumento pode estar relacionado a hipertrofia
cardiaca induzida por sobrecarga metabdlica e hemodindmica. Estudos demonstram que
dietas ricas em frutose promovem hipertrofia ventricular e disfuncéo contratil, associadas
a inflamacao e estresse oxidativo.

Além disto, de forma importante a deposicdo de coldgeno no VD e VE foi
significativamente maior nos grupos CF e DF em comparagdo ao grupo C, indicando
aumento da fibrose miocardica. A fibrose cardiaca compromete a elasticidade piorando a
funcdo contrétil e de relaxamento do miocardio, contribuindo para a disfun¢éo cardiaca.
A frutose pode induzir a formacao de fibrose por meio de vias inflamatérias e estresse
oxidativo, enquanto o DM promove fibrose através da ativacdo de fatores pro-fibréticos
como TGF-B1 (Flues et al., 2010).

A combinacédo de frutose e STZ no grupo DF resultou em maior deposigéo de
colageno no VE e VD do que a observada nos demais grupos, sugerindo um efeito
sinérgico na promocgdo da fibrose cardiaca. Esse efeito pode ser mediado pela
amplificagdo do estresse oxidativo e da inflamagdo, causando o aumento do
remodelamento cardiaco.

Desta forma, é provavel que o maior desbalanco autonémico e redox, possam ter

contribuido para a deposicao de colageno no VE, com impacto na morfometria e fungéo
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cardiacas no grupo associacao (STZ+frutose). A analise dos dados ecocardiograficos
mostrou alteragdes tanto na morfometria quanto na funcdo cardiacas dos animais
estudados, destacando os efeitos do consumo de frutose associada ao STZ e naqueles
tratados apenas com no remodelamento e desempenho do VE. Neste sentido, estudos
anteriores de nosso grupo evidenciaram tanto o modelo de estreptozotocina como o
modelo de sobrecarga de frutose prejuizo na morformetria e funcéo cardiaca (Morvan et
al., 2013; Wichi et al., 2007).

Na morfometria cardiaca observou-se que os animais que consumiram frutose (CF
e DF) apresentaram aumento nos diametros diastdlico e sistolico do VE quando
comparado ao grupo C, sugerindo a presenca de remodelamento ventricular. Além disso,
observou-se maior espessura diastolica da parede anterior nesses grupos, sugerindo
hipertrofia ventricular. Estas alteragdes morfoldgicas podem ser atribuidas ao efeito da
frutose na sobrecarga volumétrica e na hipertrofia do miocardio.

Artigos publicados mostram que dietas ricas em frutose sdo capazes de provocar
alteracbes estruturais no musculo cardiaco (hipertrofia ventricular) levando ao
remodelamento, mesmo na auséncia de hipertensdo arterial. Tais alteracdes ocorrem
devido a ativacdo de vias metabdlicas que promovem o acumulo de lipideos e pelo
aumento do estresse oxidativo no tecido (Park et al., 2018; Zhang et al., 2016).

A avaliacdo da funcdo sistdlica representada pela fracdo de ejecdo e fracdo de
encurtamento apresentou-se reduzida em todos os grupos (CF, D e DF) em comparacgéo
ao grupo controle, indicando o comprometimento da funcdo contratil do VE em todos os
grupos tratados. No entanto, esta ainda se apresenta preservada, tendo em base artigos ja
publicados pelo nosso grupo. Isso indica que ndo apenas o consumo de frutose isolado,
mas também a associa¢do com STZ sdo responsaveis pelo prejuizo da func¢éo sistélica
nestes animais. A literatura confirma estes resultados, pois dados apresentados por varios
grupos mostram que a hiperglicemia crénica e a resisténcia a insulina podem levar a
disfungdo miocérdica por meio de mecanismos como acumulo de produtos finais de
glicacdo avancada, estresse oxidativo e alteragdes na sinalizacéo intracelular de calcio
(SALEMI et al., 2005).

Sobre a funcdo diastolica observa-se que os grupos diabéticos (D e DF), tiveram
uma reducdo da razdo E’/A’ quando comparados ao grupo CF, quando comparados ao
grupo C. Além disso, nos animais com diabetes e com associa¢do ao consumo de frutose
(DF) os valores do TRIV apresentaram-se aumentados, quando comparados aos grupos

controles (C e CF), sugerindo atraso no relaxamento ventricular. A relagéo E/TRIV, que



91

também esta associada a pressdo de enchimento ventricular esquerdo, apresentou-se
reduzida no grupo DF em relagdo aos demais. Acreditamos que esta reducdo deva estar
associada ao aumento do TRIV neste grupo, que por sua vez, deve estar relacionada a
reducdo da frequéncia cardiaca traduzindo-se no aumento de tempo de todas as fases do
ciclo cardiaco.

Os resultados ecocardiogréaficos do presente trabalho evidenciam que tanto o
consumo cronico de frutose, quanto o DM induzido por STZ causaram alteragdes na
morfometria e na funcdo cardiaca, incluindo: remodelamento ventricular, hipertrofia,
disfuncéo sistolica e diastdlica. Demonstrando a importancia de considerar os efeitos
metabdlicos da frutose e da hiperglicemia no desenvolvimento de cardiomiopatias,
reforcando a necessidade de estratégias preventivas e terapéuticas para minimizar 0s
impactos cardiovasculares associados as condi¢des descritas.

Em conjunto, os resultados das andlises do capitulo 1 indicam que a combinagéo
de DM e consumo excessivo de frutose estd associado a disfuncdo autonémica
cardiovascular e estresse oxidativo cardiaco, 0 que pode estar relacionado a maior
comprometimento da funcdo cardiaca, principalmente diastdlica. Neste sentido,
estratégias terapéuticas que visem reduzir a ingestdo de frutose e melhorar o controle
glicémico podem ser eficazes na mitigacdo do dano oxidativo, na fibrose cardiaca e
consequente melhora da sua funcdo e ainda na prevencdo de complicagédo

cardiovasculares em pacientes diabéticos (Giacco; Brownlee, 2010; Johnson et al., 2013).
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7.2 Capitulo 2

A piridostigmina é um inibidor reversivel da enzima acetilcolinesterase e
amplamente utilizada no tratamento de distarbios neuromusculares, como a miastenia
gravis. Sua principal acdo nas células musculares esqueléticas ocorre na jungédo
neuromuscular, onde impede a degradacdo da acetilcolina, aumentando a sua
disponibilidade e prolongando sua ag¢éo nos receptores nicotinicos pds-sinapticos. Esse
mecanismo resulta em uma melhora na transmissao neuromuscular e, consequentemente,
na forca muscular (Richtsfeld et al., 2013).

Vale lembrar que o desbalango autondmico ocasionado pelo consumo de frutose
parece estar associado a modulagdo da via RCAT, responsavel por regular a inflamacéo
e consequentemente estresse oxidativo (Bernardes et al., 2018; Pavlov; Tracey, 2005).
Além disto, ha indicios de que essa via pode colaborar para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e metabolicas. Nesse sentido, estudos clinicos e experimentais tém
relatado que o uso de farmacos que modulam a via RCAT, como a PIR ou a galantamina,
mostram efeitos positivos sobre as alteracfes metabdlicas e autonémicas cardiovasculares
(Consolim-Colombo et al., 2017)

Na avaliacdo do peso corporal ao longo do protocolo foi possivel observar que
todos 0s grupos iniciaram o protocolo com peso semelhante. Porém, ao final do protocolo,
observou-se 0 aumento de peso nos grupos CF e CFP, o que é esperado diante a ingesta
exclusiva de frutose, causando um acumulo energético, e a inatividade fisica, causando
uma reducdo do gasto caldrico. Por outro lado, os grupos diabéticos (DF e DFP)
apresentaram reducdo de peso quando comparado ao grupo CF. Esse achado é coerente
com a literatura que descreve a perda de peso como um dos sinais caracteristicos do DM
induzido por STZ, atribuido principalmente a deficiéncia de insulina, hiperglicemia ndo
compensada e aumento do catabolismo de proteinas e lipideos (Aragno et al., 2008; Taye;
Abouzied; Mohafez, 2013)

Estudos indicam que a piridostigmina n&o causa alteracGes significativas em
relacdo a perda de peso em humanos. No entanto, em modelos animais alimentados com
dieta rica em gordura, a piridostigmina foi capaz de reduzir o peso corporal. Esse efeito
foi atribuido ao nervo vago, por ser capaz de promover a termogénese do tecido adiposo,
aumentando o gasto energético. Embora estudos indiquem que a piridostigmina pode

melhorar parametros autonémicos e metabolicos, seus efeitos sobre a composigdo
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corporal ainda séo discutidos e dependem da condi¢do metabolica de base (Feriani et al.,
2018).

Os dados indicam que o consumo de frutose est4 associado ao ganho de peso em
animais normoglicémicos, enquanto o DM induzido por STZ leva a perda de peso
corporal, mesmo na presenca de frutose na dieta. A piridostigmina ndo foi capaz de
impedir o efeito catabdlico nos animais diabéticos, sugerindo que sua a¢do ndo reverta as
alteracGes metabdlicas induzidas pela deficiéncia de insulina (Feriani et al., 2018). No
presente estudo, no grupo DFP a piridostigmina nao foi suficiente para prevenir a perda
de peso associada ao DM e também observada no grupo DF.

O indice de Lee tem sido amplamente utilizado em estudos que investigam
alteragbes na composicdo corporal decorrente de intervengBes dietéticas ou
farmacoldgicas. Em modelos de DM por STZ, é comum observar uma reducdo no peso
corporal e na adiposidade devido a deficiéncia de insulina, que leva a um estado
catabdlico por degradacdo proteica e lipidica. A administracdo de frutose, por sua vez tem
sido associada ao aumento da adiposidade e resisténcia a insulina em roedores. A
administracdo da piridostigmina em animais normoglicémicos pode estar associada a um
discreto aumento de adiposidade, demonstrando que a modulagédo colinérgica exercida
por inibidores da acetilcolinesterase pode impactar na homeostase energética e no
armazenamento de gordura em animais saudaveis (Xia et al., 2017).

O indice de Lee apresentou-se diminuido somente no grupo DF, confirmando o
efeito do DM na reducdo do tecido adiposo mesmo na presenca de uma dieta rica em
frutose (Aragno et al., 2004; Malafaia et al., 2013).

Os niveis glicémicos de todos os grupos foram semelhantes no inicio do protocolo.
Contudo, ao final do estudo, os grupos diabéticos (DF e DFP) apresentaram niveis
elevados na glicemia em comparacao aos seus valores iniciais e aos grupos controles (CF
e CFP). Esses resultados confirmam a eficacia da indugdo do DM por STZ (Aragno et al.,
2004). A administragdo da piridostigmina no grupo DFP ndo atenuou a hiperglicemia
induzida pelo DM por STZ. Embora estudos anteriores tenham demonstrado que a
piridostigmina pode aumentar a resposta insulinica ao estimulo glicémico em individuos
obesos, esse efeito ndo foi observado em individuos normoglicémicos, sugerindo que sua
eficicia depende do estado metabdlico basal e a gravidade da
hiperglicemia/hipoinsulinemia (Tappy; L&, 2010).

A hiperglicemia cronica associada ao DM pode levar a alterages no metabolismo

lipidico, resultando em hipertrigliceridemia. Esse fendmeno € frequentemente atribuido a
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resisténcia a insulina e ao aumento da lipolise, que elevam a concentracdo de acidos
graxos livres no plasma sanguineo, promovendo a sintese hepatica de triglicerideos (Lu
etal., 2018).

A administracdo da piridostigmina resultou na atenuacédo da elevagédo dos niveis
de triglicerideos, no grupo DFP em comparacao ao grupo CF no mesmo momento (final).
Apenas o grupo DF foi diferente do grupo CF neste momento. Embora a piridostigmina
seja bem conhecida por sua func¢do na transmissdo neuromuscular, seus efeitos sobre o
metabolismo lipidico ndo sdo completamente compreendidos. Algumas evidéncias
sugerem que a modulacdo colinérgica pode influenciar no metabolismo energético e
lipidico, mas os mecanismos exatos permanecem pouco claros (Lu et al., 2018). Neste
trabalho, a piridostigmina ndo foi capaz de atenuar a hipertrigliceridemia associada ao
consumo de frutose ou a condicédo diabética.

A constante de decaimento da glicose (KITT) é um parametro derivado do Teste
de Tolerancia a Insulina (ITT), utilizado para avaliar a sensibilidade a insulina em
modelos experimentais. Seu resultado mostra a taxa de decaimento da glicose plasmatica
em porcentagem por minuto (%/min) ap6s a administracdo de insulina, refletindo a
eficiéncia com que a insulina promove a captacdo da glicose pelos tecidos periféricos
(Lee et al., 2008).

Os dados do presente trabalho indicam a reducdo na sensibilidade a insulina nos
grupos diabéticos, evidenciada pelos baixos valores de KITT. Valores de KITT inferiores
a 25%/min sdo geralmente indicativos de resisténcia a insulina (Lee et al., 2008). Em
modelos animais, a piridostigmina demonstrou potencial para melhorar a sensibilidade a
insulina, possivelmente através da modulacdo da atividade vagal e reducdo do estresse
oxidativo (Brito et al., 2008), mas neste trabalho ndo se observou-se diferenca entre os
grupos diabéticos tratados ou ndo com piridostigmina.

Vale destacar que ainda com relac&o a resisténcia a insulina, o sistema autonémico
parece desempenhar um papel importante. Tanto o nervo vago, quanto o simpatico se
conectam com o pancreas, mas possuem fungdes antagdnicas com relagéo a atividade da
insulina. O parassimpatico é conhecido por secretar e sintetizar a insulina (Thorp;
Schlaich, 2015). Enquanto o simpatico atenua a secre¢do e a sintese da insulina. Ha
indicios que a resisténcia a insulina em pacientes com diabetes do tipo 2 e hipertensao,
estdo associados a maior atividade simpatica, seguido da reducédo na sintese e secrecédo de
insulina (Jia; Sowers, 2021). Cabe ainda reforcar, que a resisténcia a insulina favorece a

diminuicdo da sinalizagdo vagal, e esta situa¢do colabora para o desenvolvimento da DM
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2 e de DCVs (Espinoza; Fuenzalida; Leiva, 2021). Neste sentido, Santos e colaboradores
(2024), observaram na prole (51 dias de vida) de ratos que consumiram frutose uma
correlacdo entre o desbalango autondémico (predominio da atividade simpética e reducéo
do parassimpatico) e a resisténcia a insulina.

A analise dos dados da pressdo arterial e frequéncia cardiaca de repouso revelou
que os grupos diabéticos DF e DFP apresentaram reducdes na PAS, PAD, PAM e FC em
comparagao aos grupos controles (CF e CFP). Essas alteracBes sdo compativeis com
disfuncédo autonémica frequentemente observada em modelos de DM, mas também com
as alteracbes da frequéncia cardiaca provavelmente por lesdo a nivel do marca passo
cardiaco. Com a reducédo da FC, o débito cardiaco também reduz e a PA arterial gerada
pode ser menor (De Angelis et al., 1997). Em outras palavras, as alteracdes da PA e da
FC parecem associadas mais as caracteristicas do modelo de diabetes do que por efeito
da piridostigmina.

Vale citar trabalhos mais recentes como o estudo do efeito da nicotinamida na
atenuacdo das complicagdes do diabetes induzido por STZ em ratos, que mostra que a
nicotinamida reduziu a disfuncdo autonémica e aumentou a taxa de sobrevivéncia,
protegendo o sistema nervoso autdnomo durante a progressao do diabetes (Cruz et al.,
2021).

Adicionalmente, estudamos o efeito do resveratrol como agente antifibrético em tecidos
afetados pelo diabetes, no mesmo modelo (Strunz et al., 2025).

Nossos resultados demonstraram que a administracdo de piridostigmina no grupo
DFP atenuou a reducdo da PP observada no grupo DF. Embora existam evidéncias que
mostrem que a piridostigmina pode melhorar a variabilidade da frequéncia cardiaca e a
sensibilidade barorreflexa, contribuindo para uma melhor modulacdo autondmica
cardiovascular (Soares et al., 2004), isso ndo ficou claro ao analisarmos os valores de PA
e FC e apenas na PP se observou essa mudanca no presente estudo

A analise da sensibilidade barorreflexa mostrou que o grupo CFP apresentou um
aumento significativo na resposta bradicardica em comparacdo ao grupo CF, indicando
uma melhora na modulagdo autondmica nesses animais. De fato, a piridostigmina atua
aumentando a disponibilidade de acetilcolina nas sinapses colinérgicas, potencializando
sua atividade colinérgica e consequentemente, melhora a modulagdo autondmica
cardiovascular. Estudos anteriores mostraram que a administragdo de piridostigmina em
ratos normotensos aumentou a sensibilidade barorreflexa e a variabilidade da FC (Soares

et al., 2004). A resposta bradicardica nos grupos diabéticos (DF e DFP) entretanto, se
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manteve reduzida e a piridostigmina néo foi capaz de restaurar esse braco do arco reflexo.
Por outro lado, ao observarmos a resposta reflexa de taquicardia, foi possivel detectar que
0s grupos tratados com piridostigmina (CFP e DFP) mostraram um aumento dessa
resposta ao serem comparados com seus controles, indicando uma melhor adaptacéo a
quedas da PA, estimulo que desencadeia usualmente a resposta de taquicardia. No grupo
diabético tratado com piridostigmina € provavel que o aumento da resposta taquicardica
esteja associado com a bradicardia de repouso, pois sabe-se que a menor FC basal
aumenta o “range” de excursdo da FC para cima quando provocada por queda da PA. O
mesmo nao se observou no grupo sé DF, apesar da bradicardia de repouso ser semelhante.
Essa diferenca pode ser atribuida ao efeito da piridostigmina nessa variavel, nos animais
tratados.

De fato, a piridostigmina tem sido associada a melhora da funcédo autonémica em
modelos de insuficiéncia cardiaca, sugerindo seu potencial terapéutico em condigdes de
disfuncdo autondémica, reforcando a hipotese de que a piridostigmina pode desempenhar
um papel benéfico na modulacdo da funcdo cardiovascular em estados patologicos
caracterizados por desequilibrios autonémicos. Portanto, os dados sugerem que a
piridostigmina pode melhorar a sensibilidade barorreflexa, especialmente em condi¢bes
de comprometimento autonémico, como observado nos grupos diabéticos. No entanto sua
eficacia pode ser limitada em estagios avancgados de disfuncdo autondmica (Okamoto et
al., 2025).

A analise da variabilidade da pressdo arterial sistolica revelou alteracdes
significativas entre os grupos diabéticos (DF e DFP) em compara¢do aos grupos controles
(CF e CFP). Observou-se uma reducdo na variancia da PAS (Var PAS) e no componente
de baixa frequéncia (LF PAS) nos grupos diabéticos, indicando uma diminuicdo da
modulacdo simpatica da pressdo arterial.

Estudos mostram que a piridostigmina pode melhorar a modulagdo autondmica
cardiovascular, aumentando a variabilidade da frequéncia cardiaca e a sensibilidade
barorreflexa. No entanto, no presente estudo, a administracdo de piridostigmina no grupo
DFP né&o foi capaz de reverter completamente as alteragdes na variabilidade da PAS
observadas no grupo DF. Sugerindo que, em estagios mais avancados de disfungédo
autondmica associada ao DM, a eficacia da piridostigmina pode ser limitada (De La
Fuente et al., 2013; Soares et al., 2004).

A anélise dos parametros de estresse oxidativo no tecido cardiaco demonstrou que

a associagdo entre DM e consumo de frutose promoveu prejuizo adicional no balango
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redox cardiaco, refletido pelo aumento de pré oxidantes e pela reducdo de antioxidantes,
com consequente aumento de dano oxidativo, conforme discutido no capitulo anterior. A
administracdo de piridostigmina um inibidor da acetilcolinesterase, mostrou efeitos
benéficos sobre varios desses marcadores, sugerindo modulacdo favoravel do estresse
oxidativo via estimulo colinérgico (Tain; Chan; Hsu, 2016).

Vale lembrar que as EROs sdo moléculas chaves ligadas a funcéo e fisiopatologia
das doencas cardiovasculares. O desbalango oxidativo estd associado a quadros
inflamatdrios, apoptose, disfuncdo endotelial e ao remodelamento e hipertrofia cardiaca
(Agarwal et al., 2012; Bello-Klein et al., 2001). Ademais, o aumento da lipogénese
causado pelo consumo de frutose é relacionado ao desbalanco no perfil redox (Alzamendi
et al., 2010).

E importante destacar ainda que no desbalanco autonémico, o quadro de estresse
oxidativo colabora para a simpatoexcitacdo. Chao et al. (2020) demonstraram aumento
de EROs na regido do RVLM nos descendentes das genitoras submetidas ao consumo de
frutose, e atribuiram esta condigcdo ao aumento da atividade simpatica, nas observacdes
das analises autonémicas (Chao et al., 2020). Neste sentido, os efeitos da modulacao da
PIR sobre o balanco simpato-vagal cardiaco podem tem colaborado para melhora dos
parametros de estresse oxidativo.

Os niveis de carbonilas, indicador de oxidagdo de proteinas, que estavam
aumentados no grupo DF em relacdo ao grupo C (capitulo 1), reforcando o dano oxidativo
pela interacdo entre diabetes e frutose, foram atenuados pela administracdo de
piridostigmina (grupo DFP vs. grupo DF e CF). Vale destacar que apesar de ndo termos
observados aumentos de TBARS, que indicam peroxidagdo lipidica no grupo DF, houve
reducdo deste parametro no grupo DFP (vs. DF), o que sugere efeito protetor da
piridostigmina sobre a integridade das membranas celulares (Johnson et al., 2013). Estes
resultados, evidenciam reducdo do dano oxidativo cardiaco associado ao tratamento com
piridostigmina, evidenciando modulagdo no balanco redox (Asmat; Abad; Ismail, 2016;
Matough et al., 2012).

De forma semelhante, os niveis de peroxido de hidrogénio, uma importante ERO,
foram elevados no grupo DF em comparagéo aos grupos C e CF, mas tal aumento ndo foi
observado no grupo DFP. Somado a isto a atividade da NADPH oxidase no miocardio,
fonte importante de anion superoxido, foi expressivamente aumentada no grupo DF. A
NADPH esta entre as enzimas mais importantes na formacdo de EROs (O2 e H202) nas

células, durante a fagocitose, pelas células imunes, pela estimulagdo do acido drico e
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outros mecanismos, como 0 sistema renina angiotensina. Em conjunto, estes achados
relacionados a reducéo da concentracdo ou producdo de pré-oxidantes confirmam a agdo
da piridostigmina na atenuacdo da exacerbacdo das EROs, presentes no modelo de
associacdo de diabetes e sobrecarga de (Pethed; Szeles; Geiszt, 2024; Rolo; Palmeira,
2006).

Sobre a CAT, enzima responsavel pela decomposicéo do perdxido de hidrogénio,
observou-se aumento nos grupos tratados com piridostigmina (CFP e DFP) em relagéo
ao grupo CF. Esse efeito demonstra a capacidade da piridostigmina de restaurar a
atividade de defesa antioxidante enzimatica, possivelmente por meio do aumento da
sinalizacdo colinérgica e reducédo da inflamacdo (Cheng et al., 2022). A maior atividade
da CAT no grupo DF em relacdo ao CF talvez possa representar uma resposta
compensatdria na tentativa de detoxificar os elevados niveis de peréxido de hidrogénio
observados neste grupo. Todavia, estudos futuros terdo que confirmar esta hipotese. E
interessante observar que a atividade da SOD apresentou reducdo no grupo DF, o que
pode estar associado a tentativa de eliminar a anion superdxidos advindos, por exemplo,
da atividade aumentada da NADPH oxidase. No entanto, a atividade da SOD foi
restabelecida no grupo DFP, aproximando-se dos valores observados no grupo CF. Tais
achados indicam atenuagdo da disfuncdo desta enzima antioxidante induzida pela
piridostigmina (Matough et al., 2012; Tracey, 2007). Por fim, vale comentar que a FRAP
que estava expressivamente reduzida no grupo DF (capitulo 1), ndo apresentou melhora
associada ao tratamento com piridostigmina, sugerindo que embora este tratamento tenha
melhorado a atividade de enzimas antioxidantes especificas, o potencial antioxidante ndo
enziméatico total do tecido cardiaco permaneceu comprometido, 0 que sugere a
necessidade de intervencdes complementares para restaurar completamente o status redox
global (Asmat; Abad; Ismail, 2016).

Nossos resultados evidenciam que o uso da PIR mostrou ser importante na
modulacéo da resposta ao estresse oxidativo no miocardio. No grupo DFP observamos
reducdo da NADPH oxidase e da concentracdo de perdxido de hidrogénio associado a
aumento das atividades da CAT e da SOD no tecido cardiaco, com consequente reducéo
de danos oxidativo. Isto demonstra que a ativacdo vagal e da via RCAT pode ter
contribuido para a reducdo da inflamacdo e do estresse oxidativo. Estudos anteriores
mostraram efeitos semelhantes (reducédo do estresse oxidativo e melhora dos parametros

antioxidantes em figado e musculo esquelético) da galantamina, um inibidor da enzima
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acetilcolinesterase, em ratos expostos ao consumo de frutose (Ali et al., 2015). Em estudo
clinico com pacientes com SM tratados com galantamina, também houve aumento da
atividade da SOD e da CAT, seguido da reducdo do dano oxidativo (Sangaleti et al.,
2021).

A analise histopatoldgica do VE revelou que o grupo DF apresentou uma reducgéo
na area total do VE em comparacdo ao grupo controle, sugerindo remodelamento
ventricular com possivel perda de massa muscular e atrofia miocardica, caracteristicas da
cardiomiopatia diabética. No grupo DFP essa reducgdo foi menos acentuada, sugerindo
que a piridostigmina apresentou um efeito protetor parcial. Esses efeitos benéficos sobre
a morfologia e fibrose cardiaca podem ter ocorrido por meio do aumento da atividade
colinérgica, reduzindo a inflamacéo e o estresse oxidativo no pela modulagdo da matriz
extracelular, reduzindo a deposicdo de colageno e pela melhora da funcdo autondmica
cardiovascular, promovendo maior estabilidade hemodindmica (Bezerra et al., 2017;
Gardim et al., 2021; Lu et al., 2018).

Esses achados corroboram com estudos anteriores que demonstram que 0 DM tipo
2 esta associado ao acumulo de colageno no miocérdio, mesmo na fase pré-diabética,
sugerindo que alteracdes metabolicas iniciais podem desencadear remodelamento
cardiaco e que o ndo tratamento pode contribuir para rigidez ventricular e disfuncédo
diastdlica. Estudos mais recentes indicam que o DM induz remodelamento da matriz
extracelular cardiaca, caracterizado pelo aumento da quantidade de coladgeno (56%) no
VE dos diabéticos comparados aos controles(Mizushige et al., 2000).

No presente estudo, a administracdo de piridostigmina no grupo DFP nao foi
capaz de reverter completamente as alteracGes na area do VE e na deposicéo de colageno
observados no grupo DF o que pode indicar que, em estagios avancados de disfuncédo
autondmica associada ao DM, a eficécia da piridostigmina pode ser prejudicada.

A analise dos parametros morfométricos cardiacos revelou reducdo na espessura
da parede posterior em diéstole no grupo DF em comparacao aos grupos controles (CF e
CFP). Essa diminuicdo pode indicar um processo de remodelamento ventricular
associado ao DM, caracterizado por alteragcdes de morfologia e estrutura miocéardica que
comprometem a fungéo cardiaca (Bregagnollo et al., 2007).

Artigos demonstram que a piridostigmina pode exercer efeitos benéficos sobre a
morfologia cardiaca. Em modelos experimentais a administracdo cronica de

piridostigmina atenuou o espessamento da parede ventricular e reduziu o volume
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ventricular, sugerindo uma acao protetora contra hipertrofia cardiaca (Lu et al., 2014). A
piridostigmina também demonstrou modular positivamente a hipertrofia ventricular
esquerda em ratos hipertensos espontaneos, promovendo adaptagdes morfoldgicas
favoraveis no coracdo. Esses achados sugerem que a piridostigmina pode contribuir para
a preservacdo da estrutura miocardica, especialmente em condicGes de estresse
hemodindmico ou metabdlico (Gardim et al., 2021; Lu et al., 2014; Rodrigues et al.,
2024).

Portanto, enquanto a observacéo de reducdo na espessura da parede posterior do
VE no grupo DF pode refletir um processo de remodelamento cardiaco associado ao DM,
neste estudo a piridostigmina parece ter modificado esse parametro ainda que
discretamente.

A analise dos parametros ecocardiograficos da funcéo sistolica do VE revelou que
ndo houve diferencas significativas entre os grupos. Os valores de fracédo de ejecdo, fracao
de encurtamento e onda S’ permaneceram semelhantes entre os grupos, indicando a
preservacao da funcdo sistdlica do VE em todos os grupos, cabendo aqui a ressalva de
gue mesmo no grupo controle tratado com frutose, os parametros de funcao sistdlica, ja
se apresentam reduzidos em relagdo ao grupo controle sem frutose, conforme
demonstrado no capitulo anterior.

Esses achados sugerem que, apesar das alteracBes metabdlicas e estruturais
associadas ao DM e ao consumo de frutose, a funcdo sistélica do VE foi mantida reduzida.
Artigos mostram que, em estagios iniciais do DM tipo 2, a funcdo cardiaca pode ser
preservada, enquanto alteracdes mais sutis podem ser detectadas através de técnicas
ecocardiograficas mais avancadas como pelo strain cardiaco pela técnica de speckle-
tracking, que avalia a deformacédo miocardica de forma global. Em ratos com DM tipo 2,
a fracdo de ejecdo e a fracdo de encurtamento permaneceram inalteradas, enquanto
parametros de strain estavam reduzidos, indicando disfuncéo subclinica (Qi et al., 2023;
Silva et al., 2024).

A fim de avaliar a associacdo entre 0os mecanismos associados as disfuncgdes
observadas no modelo desenvolvido de DM tipo2, testamos a correlagdo entre variaveis
envolvendo os grupos DF e DFP. Neste contexto, evidenciamos que a Var IP apresentou
correlagdes negativas com o dano a proteina (carbonilas) no tecido cardiaco (r=-0,71) e
com a deposicdo de coladgeno do VE (r=-0,68), sugerindo que a melhora da disfungéo
autondmica induzida pela PIR estava associada a menor dano oxidativo e consequente

menor deposicdo de coldgeno. Reforcando esta hipdtese, a oxidacdo de proteinas
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apresentou correlacdes positivas com a deposicao de colageno (r=0,59) e com a massa do
VE (r=0,60), sugerindo que a reducdo do dano oxidativo induzido pela PIR impactou na
fibrose e no remodelamento do VE. Adicionalmente, mostrando a coeréncia entre as
avaliacOes de estresse oxidativo nestes grupos, a oxidagédo de proteinas foi positivamente
correlacionada a concentracdo de peroxido de hidrogénio (r=0,64) e com a
lipoperoxidacgéo (r=0,71) no coracéo, reforcando a hipdtese de melhora no balanco redox
induzido pelo tratamento com PIR nos animais diabéticos. Por fim, a deposicdo de
colageno foi positivamente correlacionada com a massa do VE (r=0,58), demonstrando
que os animais com menor fibrose, apresentavam menor massa do VE.

Em conjunto nossos achados sugerem que o tratamento com PIR ao modular a
disautonomia cardiaca no modelo de associacdo de STZ e consumo de frutose, possa
reduzir o estresse oxidativo cardiaco, impactando em reducdo de fibrose e remodelamento
ventricular. No entanto, estudos futuros poderiam avaliar os efeitos deste tratamento em

diferentes tempos e doses a fim estudar efeitos mais marcantes na funcéo cardiaca.
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8 Conclusdes

Neste trabalho, foi possivel estabelecer e caracterizar um modelo experimental de
DM2, induzido pelo consumo crdnico de frutose e administracdo de estreptozotocina, no
qual analisou-se o efeito da estimulacdo colinérgica, por meio do tratamento com
piridostigmina, sobre pardmetros cardiometabolicos e autondmicos. Os resultados
obtidos nos permitem dizer: em conjunto, os resultados das anélises do capitulo 1 indicam
que a combinacdo de estreptozotocina em dose de 40 mg/kg e consumo excessivo de
frutose estd associado a a alteracGes metabolicas (hiperglicemia,hipertrigliceridimia e
resisténcia a insulina) disfuncdo autondmica cardiovascular e estresse oxidativo cardiaco,
0 que pode estar relacionado a maior comprometimento da funcdo cardiaca,
principalmente diastolica, messe modelo de DM2. Neste sentido, estratégias terapéuticas
que visem reduzir a ingestdo de frutose e melhorar o controle glicémico podem ser
eficazes na mitigacdo do dano oxidativo, na fibrose cardiaca e consequente melhora da
sua funcdo e ainda na prevencdo de complicacdo cardiovasculares em pacientes
diabéticos.

Em relacdo ao tratamento com PI, em conjunto, nossos achados sugerem que ao
modular a disautonomia cardiaca no modelo de associagdo de STZ e consumo de frutose,
possa reduzir o estresse oxidativo cardiaco, impactando em reducdo de fibrose e
remodelamento ventricular. No entanto, estudos futuros poderiam avaliar os efeitos deste
tratamento em diferentes tempos e doses a fim estudar efeitos mais marcantes na funcédo

cardiaca.
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