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RESUMO
As doencas metabdlicas cronicas sdo um resultado comum do estilo de vida ocidental
moderno, como mostrado pela atual prevaléncia de obesidade, resisténcia a insulina e
sindrome metabdlica (SM), que se correlaciona com o aumento do consumo de frutose e
pode levar a doencas cardiovasculares. Hipotetizamos que a ingestdo cronica de
elevadas concentracbes de frutose mimetiza o0s estagios iniciais da doenca
cardiometabdlica como a SM, levando a alteragdes vasculares iniciais. Métodos: Ratos
wistar foram separados em dois grupos: (FRU) frutose 10% em &gua de beber por 6
semanas e (CON) controle sem frutose. A pressdo arterial foi avaliada por
pletismografia de cauda. Realizou-se avaliacdo da glicemia de jejum e teste de
tolerancia a glicose e a insulina utilizando um glicosimetro. A reatividade dos leitos
vasculares mesentéricos foi testada em um sistema de perfusdo. Realizou-se a analise da
expressdao de INOS, eNOS, Nox2 e COX-2 por Western Blot. A coloragdo com
dihidroetideo (DHE) foi utilizada para a deteccdo vascular de anion superéxido (O;). A
microscopia eletronica de varredura forneceu a observacdo ultraestrutural dos vasos.
Resultados: A presséo arterial ndo foi alterada. FRU mostrou aumento da deposicéo de
gordura visceral e peso do figado, bem como aumento da glicose de jejum e tolerancia
prejudicada a insulina e a glicose. A frutose aumentou a vasoconstri¢do induzida por
noradrenalina (NOR), que foi abolida tanto pela indometacina como pela remocao do
endotélio. O relaxamento induzido por acetilcolina (ACh) foi preservado, e o L-NAME
promoveu reducdo significativa da resposta no grupo FRU. O relaxamento induzido por
nitroprussiato de sodio (NPS) ndo foi alterado. No grupo FRU a expressdo protéica de
INOS foi maior e ndo houve alteracdes de eNOS, Nox2 e COX-2. DHE ndo mostrou
diferengas. As imagens de microscopia eletronica de varredura mostraram uma ligeira
desordem na superficie da camada endotelial que sdo sugestivas de desarranjo da
camada intima com mudanca da forma e disposicdo das células endoteliais.
Conclus6es: A ingestdo elevada de frutose leva a um distdrbio metabdlico e promove
aumento da vasoconstricdo induzida pela NOR por meio da via das prostaglandinas
endoteliais, bem como aumento do relaxamento mediado pelo NO associado ao

aumento da iNOS.

Palavras-chave: Frutose, Doenca cardiometabdlica, Sindrome metabdlica, Disfuncao

vascular, Disfuncéo endotelial, Prostanoides, Mesentério



ABSTRACT

Chronic metabolic diseases are a common outcome of modern western lifestyle, as
shown by the current prevalence of as obesity, insulin resistance and metabolic
syndrome (MS), which correlates with increased fructose consumption and can leads to
cardiovascular diseases. We hypothesize that high intake of chronic fructose mimics
the early stages of cardiometabolic disease like to the MS, leading to initial vascular
alterations. Methods: Wistar rats was separated in tow groups: (FRU) fructose 10% in
drink water for 6 weeks and (CON) without fructose. Blood pressure was evaluated by
tail plethysmography. Fasting glucose, insulin and glucose tolerance test was made
using a strip-based glucometer. Mesenteric vascular beds reactivity was tested in a

perfused system. Western blot analysis of INOS, eNOS, Nox2 and COX-2 was

performed. DHE stain was used to vascular O, detection. Scanning electron microscopy
provided ultrastructural vessel observation. Results: Blood pressure was no altered.
FRU shown increased visceral fat deposition and liver weight as well as increased
fasting glucose and impaired insulin and glucose tolerance. Fructose increased NE-
induced vasoconstriction which was abolished by both indomethacin and endothelium
removal. ACh-induced relaxation was preserved, and L-NAME promoted a significant
reduction in response in the FRU group. The SNP-induced relaxation was not altered.
Protein expression of iNOS was increased, however, there was no changes in the eNOS,
Nox2 and COX-2. DHE shown no differences. Additionally, the scanning electron
microscopy images showed a slight disarray in the endothelium layer surface that are
suggestive of derangement of the intima layer with a change in the shape and
arrangement of the endothelial cells. Conclusions: High fructose intake for 6 weeks
leads to metabolic disturbance and promotes increased NOR-induced vasoconstriction
through endothelial prostaglandins pathway as well as increased the NO-mediated
relaxation associated with iNOS increase.

Keywords: Fructose, Cardiometabolic disease, Metabolic syndrome, Vascular

dysfunction, endothelial dysfunction, Prostanoids, Mesentery.
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1 INTRODUCAO

As doencas metabolicas cronicas sdao um resultado comum do estilo de vida ocidental
moderno, como observado pela atual prevaléncia de distirbios metabdlicos como a
obesidade, resisténcia a insulina (R1) e doencas complexas como a sindrome metabdlica

(SM), que pode levar a doencas cardiovasculares (DCV) (Egger & Dixon, 2014).

A sindrome metabdlica (SM) é uma doenca caracterizada pela coocorréncia de
multiplos fatores de risco cardiometabdlico. Apesar de existirem critérios divergentes
para a identificacdo da SM, os mais amplamente aceitos referem-se a existéncia de
obesidade, resisténcia a insulina / hiperglicemia, dislipidemia e hipertensdo (Huang,
2009; MacLeod & McNeill, 2014). O quadro 1 resume quatro das definicbes de SM
mais comumente utilizadas segundo a National Centers for Environmental Prediction
(NCEP), Organizacdo Mundial da Saide (OMS), European Group for the Study of
Insulin Resistance (EGIR) e International Diabetes Federation (IDF). A alta prevaléncia
da SM tem implicacBes importantes para a satde publica, pois contribui com 0 aumento
dos riscos de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2), doencas coronarianas
e 0 consequente aumento da mortalidade atribuida a estas doencas (Cheng et al., 2014).
Por essa razdo, a SM tornou-se um tema de intensa investigacdo e debate no ambiente
cientifico (Johnson et al., 2009; Stanhope & Havel, 2009; White, 2009). Nesse sentido,
0 aumento da prevaléncia de fatores de risco para a SM tem sido correlacionado com o
aumento do consumo de frutose (Bray et al., 2004; Havel, 2005; White, 2009), que sera
destacado nesse estudo, uma vez que foi objeto de nossa investigacao.

Nas Ultimas décadas, houve um aumento importante e progressivo no uso de frutose em
bebidas agucaradas e alimentos processados (Bray et al., 2004; Marriott et al. 2009;
Walker et al., 2014). O xarope de milho rico em frutose (HFCS - do inglés High-
fructose corn syrup) é o adocante calérico mais comum usado pela inddstria de bebidas
(Bray, 2008) e tem contribuido significativamente para o aumento do consumo de
frutose. A frutose é um aclcar metabolizado no figado, levando ao aumento da
lipogénese hepatica e ao desenvolvimento de dislipidemia e RI (Bray, 2007; Stanhope,
2016). O consumo humano de bebidas adocadas com agucar tem sido associado ao
ganho de peso e ao risco de sobrepeso e obesidade, bem como ao desenvolvimento de
SM e diabetes melittus tipo (DM2) (Malik et al., 2013).


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjX85euhczSAhWCGZAKHTk-D2sQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncep.noaa.gov%2F&usg=AFQjCNEDqGCbtztoM7oJ92217DcF8bz9pw
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjX85euhczSAhWCGZAKHTk-D2sQFggcMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncep.noaa.gov%2F&usg=AFQjCNEDqGCbtztoM7oJ92217DcF8bz9pw
http://www.idf.org/
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NCEP: ATP Il
(actualizacao 2005) OMS (1998) EGIR (1999) IDF {2005)
Requisitos ) Obesidade central
bq tori Nenhum IR* Hiperinsulinemia™ (PC)*: 294cm (M),
obrigatarios >80cm (F)
: Hiperinsulinemia, Obesidade central
Critério Qualgquer 3 d.OS S IR ou DM2, mais 2 dos mais 2 dos 4 mais 2 dos 4 critérios
critérios abaixo 5 critérios .
critérios abaixo abaixo
Razao cintura/anca:
Obesidade PC: =102 cm (M), >0,90 cm (M), =0,85 PC: 284 cm (M), Requisito
(visceral/central) >88 cm (F) cm (F); ou IMC > 30 =80 cm (F) obrigatorio
Kgim?
Hierglicemia Glicose em jejum 2 IR & requisito IR & requisito Glicose em jejum 2
perg 100® mg/dl ou TF obrigatoério obrigatério 100 mg/dl
. TAG 2150 mg/dl ou )
L . TAG 2150 mg/dl ou . TAG 2177 mg/dl TAG 2150 mg/dl ou
Dislipidemia HDL: <35 mg/dl (M), .
TF <39 mg/dl (F) ou HDOL <39 mg/dl TF
E}'f;t'g'gem'a HDL: <40 mg/dl (M), X X HDL: <40 mg/dl (M),
<50 mg/dl (F); ou TF <50 mg/d! (F); ou TF
separado)
> 130 mmHg sistolica . > 130 mmHg sistolica
Hipertensao ou > 85 mmHg 2140/90 mmHg 2140.*90TrFmHg ou ou > B5 mmHg
diastélica ou TF diastdlica ou TF
Outros critérios X Microalbumintria® X X

Quadro 1. Defini¢des de Sindrome Metabdlica. Adaptado de Huang et al, (2009).
*Pode ser evidenciada pelo aumento de glicose em jejum, pela intolerancia a glicose ou pelo préprio diagnéstico de DM2.
£ Valor de insulina em jejum superior ao percentil 75 entre individuos nao diabéticos.

¥ PC - Perimetro da Cintura. Critérios especificos para cada populacdo; os valores representados dizem respeito a populagéo
Europeia

6 O valor original era 110; em 2003 a American Diabetes Association mudou o critério de hiperglicemia para 100.
Y Excregdo urinaria de albumina > 20pg/min ou razdo albumina/creatina > 30 mg/g.

TF - Tratamento farmacol6gico. M — Sexo masculino; F — Sexo feminino.

Da mesma forma que os dados epidemiologicos sobre 0 impacto da ingestdo de frutose
elevada na saude humana, os modelos animais de sobrecarga crbnica de frutose
mostraram desenvolvimento de resisténcia a insulina, obesidade, pressdo arterial
elevada, sindrome metabdlica e DM2, dependente da dose e do tempo (Abdulla et al.,
2011; Lirio et al., 2016). Evidenciando que o elevado consumo de frutose est4 associado
com o desenvolvimento da SM (Tappy & Le, 2010; Tran et al., 2009; Tran et al., 2014).
A ampla gama de tempo e a dose utilizada nestes estudos levam a achados distintos

observados nos relatos cientificos, evidenciando as etapas progressivas do
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desenvolvimento do estado dismetabdlico e da doenca cardiometabdlica (Lehnen et al.,

2013), com alteracdes cardiovasculares que podem levar a hipertensao.

Em relagdo a acdo da frutose e a funcdo dos vasos, varios estudos relataram disfuncéo
vascular induzida por este aclcar. Mahmoud et al. (2012) e El-Bassossy et al. (2014)
mostraram que o tratamento cronico leva ao aumento da vasoconstricdo induzida pela
fenilefrina, bem como prejuizos no relaxamento induzido pela acetilcolina (ACh) em
anéis de aorta. Kho et al. (2014) em anéis de artérias carétidas e Shaligram et al. (2015)
em artérias mesentéricas também mostraram respostas vasculares reduzidas a ACh. Por
outro lado, Almenara et al. (2015) demonstraram disfuncdo vascular em anéis adrticos
de ratos com incubacdo aguda com frutose, bem como sobre a ativacdo de NADPH
oxidase (NOX), a maior fonte vascular de espécies reativas de oxigénio (EROs) como
anion superoxido (O2) que pode prejudicar a funcdo vascular . Da mesma forma,
Mahmoud et al. (2014) encontraram aumento da vasoconstricio, mas nao no
relaxamento, pela incubacdo de frutose em anéis adrticos. Além disso, alteracGes
estruturais vasculares também foram relatadas na espessura da camada média e
deposicdo de coldgeno na matriz extracelular de aorta de ratos (El-Bassossy et al.,
2014).

Diferente da sobrecarga cronica de frutose em longo prazo Navarro-Cid et al. (1995)
ndo encontraram qualquer alteracdo na funcdo vascular mesentérica de ratos apos 4
semanas de tratamento. No entanto, é incerto 0 momento exato do inicio das alteracdes
vasculares (Madero et al., 2011). Tornando-se de suma importancia, verificar nesse
modelo de sobrecarga cronica de frutose quando ocorre a disfuncdo vascular, em
especial em vasos de resisténcia, que é um passo inicial do desenvolvimento da
hipertensdo induzida pela frutose. Neste sentido, o leito vascular mesentérico (LVM)
tem uma contribui¢do importante para a resisténcia vascular periférica (Yousif, 2008).
Assim, o estudo de reatividade do LVM fornece informacGes valiosas sobre o controle

vascular da pressao sanguinea.

Apesar de muitos efeitos negativos relacionados ao alto consumo de frutose,
demonstrados em modelos humanos e animais, 0S mecanismos iniciais pelos quais
ocorrem as alteragOes cardiovasculares ainda ndo foram bem compreendidos, em

especial no LVM. Dessa forma, hipotetizamos que a sobrecarga cronica de frutose, por
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um curto prazo, mimetiza os estagios iniciais de SM levando a alteracdes vasculares

iniciais.

1.1 ENDOTELIO VASCULAR E DISFUNCAO ENDOTELIAL

A participacdo do endotelio na dilatagdo vascular foi demonstrada a partir de
experimentos utilizando a acetilcolina (ACh) na década de 80 (Furchgot & Zawadski,
1980). Antes disso, o endotélio vascular era considerado apenas uma barreira passiva
sem funcdes fisioldgicas vasculares especificas. A partir dai foram realizados muitos
estudos nessa area e atualmente sdo descritas diversas funcdes para o endotélio, dentre
elas destacam-se: a regulagédo da dilatacdo e da contracdo vascular seja em resposta a
alteracbes do fluxo sanguineo ou a agentes vasoativos, a manutencdo da estrutura da
parede vascular, o controle do trafego de pequenas e grandes moléculas, a contribuicao
na formacdo do codgulo e a promoc¢do do crescimento de novos vasos sanguineos
(Carvalho et al., 2001; Félétou & Vanhoutte, 2006; Félétou & Vanhoutte, 2009,
Vanhoutte et al., 2017).

As células endoteliais vasculares participam na homeostase do sistema cardiovascular
controlando a camada muscular subjacente por liberacdo de fatores vasodilatadores e
vasoconstrictores. Dentre as substancias vasoconstrictoras e agregadoras plaquetarias
derivadas do endotélio podemos destacar as endotelinas, o0s endoperdéxidos
(prostaglandina H;, e tromboxano A, . TXA;), leucotrienos, angiotensina Il (Angll) e
espécies reativas de oxigénio (EROs) e entre as principais substancias vasodilatadoras e
antiplaquetarias estdo o 6xido nitrico (NO) produzido pela enzima éxido nitrico sintase
(NOS), fator hiperpolarizante dependente do endotélio (EDHF) produzidos por
diferentes fontes, prostaciclina (PGl,) produzida pela enzima ciclooxigenase (COX),
outras prostaglandinas e bradicinina. Esses fatores vao atuar regulando o ténus vascular
basal e a resposta vasomotora a diferentes estimulos. (Furchgott & Vanhoutte, 1989; De
Oliveira et I., 1998; Vasconcelos et al., 2007; Vanhoutte et al., 2017).

Conforme mostrado na figura 1 o endotélio integro (condigdes normais) é essencial para
manutenc¢do do ténus vascular, da estrutura dos vasos, do fluxo sanguineo, da perfusdo

tissular e protecdo contra espasmo, trombose e aterogénese e atua por meio do equilibrio



25

entre forgas vasoconstrictoras e vasodilatadoras. Condi¢Ges que promovem 0 aumento
do estresse oxidativo, hiperlipidemia, diabetes, hipertensdo e inflamagdo levam a
disfungéo endotelial (Melo et al., 2004; VVanhoutte et al., 2017).

O termo disfuncdo endotelial refere-se a um desequilibrio na producéo endotelial de
mediadores que regulam o ténus vascular, agregacdo plaquetaria, coagulacdo e
fibrindlise, sendo o tbnus vascular o aspecto mais estudado. A disfuncdo endotelial
também é frequentemente referida como a condi¢do onde ha piora no relaxamento
dependente do endotélio por sintese e/ou a bioatividade reduzida dos vasodilatadores,
favorecendo o aumento de vasoconstrictores derivados do endotélio, processo que pode
favorecer ao aumento das DCV (Melo et al.,, 2004; Félétou & Vanhoutte, 2006;
Félétou & Vanhoutte, 2009; Vanhoutte et al., 2017). No entanto, a produgdo de outras
substancias vasoativas derivadas do endotélio, como a PGl,, EDHF, endotelina 1 (ET-
1), Ang I, TXA,, também podem estar alteradas nestas condi¢cbes (Mombouli &
Vanhoute, 1999).

A. Normal B. Disfuncdo Endotelial
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Figura 1: Fisiopatologia da disfuncdo endotelial. (A) Em condi¢Bes normais e (B) Em disfungéo
endotelial. Fonte: Adaptado de Melo et. al (2004).

Vaérias condicOes, tais como a dislipidemia, hipertensdo arterial, diabetes mellitus,
estresse oxidativo, infarto agudo do miocardio, deficiéncia de estrogénio na fase pos-
menopausa, envelhecimento estdo associados com disfuncdo endotelial. (Melo et al.,
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2004, Caliman et al., 2013; Oliveira et al., 2014; Vanhoutte et al., 2017). As DCV mais
comuns sdo acompanhadas por disfungédo endotelial e devido o seu papel predominante
na patogénese das DCV, o endotélio vascular € um alvo de estudos atraente.

Na literatura existem varios relatos associando a sobrecarga de frutose e a disfuncdo
vascular. Estudos demonstram que o tratamento crénico com frutose leva ao aumento da
vasoconstricdo induzida pela fenilefrina, bem como a prejuizos no relaxamento
induzido pela ACh em vasos de condutancia (Mahmoud et al., 2012; El-Bassossy et
al.,2014; Shaligram et al., 2015). Entretanto sdo necessarios mais estudos para melhor
esclarecer os mecanismos envolvidos nessas alteracdes, bem como melhor compreender
as acOes da frutose sobre a reatividade dos vasos de resisténcia, como nos vasos

mesentéricos.

1.2 FRUTOSE

1.2.1 Caracteristicas Gerais e Fontes Alimentares

A frutose é um importante carboidrato, foi isolada pela primeira vez em 1847 a partir da
cana-de-acucar (Wang & Van, 1981). Seu nome é originario da palavra latina fructus, ja
que as frutas sdo uma importante fonte de frutose. A frutose € um acucar simples
(monossacarideo) que apresenta a formula quimica (CsH1206) igualmente a da glicose,
diferindo dela apenas pela presenca de um grupo ceténico na posicdo 2 da sua cadeia
carbonada em comparacdo a um grupo aldeido na posi¢cdo 1 da cadeia carbonada da
glicose. E composta por seis 4&tomos de carbono unidos em ligagdes covalentes simples,
apresentando grupamentos hidroxila, formados por hidrogénio e oxigénio e um
grupamento carbonila, formado por ligacdo dupla entre o carbono e o oxigénio. A
frutose, contendo o grupamento carbonila no final da cadeia, quando hidrolisada,
fornece a cetona, e é denominada cetohexose enquanto que a glicose, por sua vez,
quando hidrolisada, d& origem ao aldeido, sendo chamada de aldohexose. Em equilibrio,
a frutose pode ser encontrada (70%) na forma frutopiranose e (30%) na forma de

frutofuranose (Figura 2).
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Figura 2: Formas isoméricas da frutose. Fonte: Pontis & Fischer (1963).

A frutose é encontrada de forma natural em alguns alimentos como as frutas, 0 mel e
alguns vegetais (Barreiros et al., 2005), entretanto vem sendo tipicamente consumida
como sacarose (aclcar de mesa) ou como componente do xarope de milho rico em
frutose (HFCS - do inglés High-fructose corn syrup). A sacarose ¢ um dissacarideo
composto por uma molécula de glicose e outra de frutose ligadas entre si por uma
ligacdo al-2 glicosidica (Le & Tappy, 2006) ja o HFCS é um adogante nutritivo
produzido por meio da isomerizacdo de parte da glicose existente no xarope de milho
em frutose. O HFCS vem sendo amplamente utilizado pelas industrias em refrigerantes,
produtos de padaria/pastelaria, frutas enlatadas, doces, geléias, compotas e lacticinios
pela facilidade do manuseio deste adocante liquido e por seu baixo custo, o que
contribuiu significativamente para que seu uso aumentasse em comparagdo com o da

sacarose (Hanover et al, 1993)

Até os anos 60 a sacarose foi 0 adocgante quase exclusivo, a partir de entdo a industria
desenvolveu tecnologias que permitiram a extracdo do amido de milho e a sua
transformacdo em adogantes como o HFCS. A figura 3 mostra a evolu¢do do consumo
de sacarose e HFCS nos Estados Unidos da América (EUA), de acordo com o relatorio
do Departamento de Agricultura dos EUA (USDA) (Tappy & Le, 2010). A maioria da
frutose na dieta americana ndo provém da fruta fresca, mas sim do HFCS e da sacarose

que se encontra nos refrigerantes e doces (Bray et al., 2004).
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A Sucrose and HFCS consumption in the U.S.
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Figura 3: Evolucdo do consumo de xarope de milho rico em frutose (HFCS) e de sacarose nos Estados
Unidos entre 1970 e 2006. Durante este periodo, ndo s6 o consumo total de aglcar, mas também a
ingestdo total de calorias e a ingestdo total de gordura aumentaram significativamente. Fonte: Tappy &
Le, 2010, USDA (http://www.ers.usda.gov).

O consumo humano de frutose era entre 16 a 20 gramas/dia, em grande parte pelo
consumo de frutas frescas (Park & Yetley, 1993; Basciano et al., 2005), entretanto, nas
ultimas décadas a ingestdo de sacarose e frutose vem aumentando, acentuadamente, em
decorréncia do maior consumo de produtos industrializados pela populagéo (Bray et al.,
2004). Essa ocidentalizagdo da alimentacdo resultou em aumento significativo na
frutose adicionada a dieta que pode atingir 60 a 100 gramas/dia e até 150 gramas/dia, se
somada a frutose proveniente da sacarose (Park & Yetley, 1993; Basciano et al., 2005).
Embora a ingestdo de frutose nao esteja bem estabelecida no Brasil, foi realizada uma
estimativa baseada em dados estatisticos de consumo de produtos alimentares
fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), utilizando-se

como fonte as pesquisas sobre orgcamentos familiares. Dessa forma, foi estimado um


http://www.ers.usda.gov/
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consumo médio de aproximadamente 4 gramas/dia de frutose livre, originaria de frutas,
hortalicas e outros vegetais, entretanto a quantidade de frutose advinda da sacarose é de
aproximadamente 27,5 gramas/dia. Também analisando os dados da Pesquisa de
Orcamentos Familiares 2008-2009, é possivel destacar um aumento consideravel no
consumo de refrigerantes (400%), se comparado ao consumo na década de 70 (IBGE,
2010). Monteiro et al. (2000) mostraram que a dieta do brasileiro vem sendo modificada
com uma tendéncia de reducdo do consumo de alimentos naturais como frutas
leguminosas e hortalicas e aumento do consumo alimentos industrializados,
contribuindo assim com 0 aumento no consumo de acUcares simples e,
consequentemente, de frutose, principalmente proveniente da sacarose (Monteiro et al.,
2000).

Devido as caracteristicas peculiares do seu metabolismo, a frutose pode induzir cada um
dos fenbmenos associados a SM como obesidade visceral, resisténcia a insulina,

dislipidemia e hipertensdo arterial.

1.2.2 Metabolismo da Frutose

Para melhor compreender a relacdo da frutose e a inducdo das caracteristicas da SM é
importante conhecer a forma como ela é metabolizada. A maior parte do metabolismo
da frutose ocorre no figado (50-75%), sendo a parte restante metabolizada
principalmente pelos rins e adipdcitos (Van, 1986; Froesch, 1972). A frutose é
absorvida no intestino (jejuno) e transportada para o interior do enterécito por meio do
transportador especifico de frutose GLUTS5 (transportador de glicose 5). Contrariamente
a glicose, o metabolismo da frutose ndo requer hidrolise de ATP, é independente da
absorcdo de sodio e ndo depende da estimulacdo pela insulina (Corpe et al., 1999;
Cortez-Pinto et al., 1999; Douard & Ferraris, 2008; Tapy Lee, 2010) Apos a absorcao,
a frutose é difundida, por meio dos vasos sanguineos, da veia porta até o figado sendo
transportada pelo GLUT2 (Mayes, 1993; Tapy Lee, 2010).

No hepatdcito, a frutose é rapidamente fosforilada no carbono 1, pela enzima
frutoquinase, ou no carbono 6, pela hexoquinase. A hexoquinase tem maior afinidade

com a glicose, sendo entdo a maior parte da frutose fosforilada no carbono 1 (Hallfrisch,
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1990). A frutose-1 fosfato, a qual se acumula rapidamente no figado é quebrada em
duas trioses, diidroxiacetona e gliceraldeido-fosfato, em uma reacdo mediada pela
aldolase B. Essas duas trioses poderdo seguir trés caminhos distintos, com finalidades

diferentes:

1) Participar da via glicolitica fornecendo piruvato, que pode ser convertido para
acido lactico sob condicdes anaerdbicas ou entrar no ciclo do acido citrico como

acetil coenzima A sob condigdes aerdbicas liberando energia (Hallfrisch, 1990);

2) A diidroxicetonafosfato pode ser reduzida para glicerol-3-fosfato, necessario
para a sintese de triacilglicerol (TAG), fosfolipidio e outros lipidios (Hallfrisch,
1990);

3) A diidroxicetona fosfato pode ser condensada pela aldolase até formar a
frutose-1,6-bifosfato e formar glicose ou glicogénio. Dessa forma, dard origem

ao piruvato, lipidios e ao glicogénio (Hallfrisch, 1990).

Na figura 4, estdo apresentadas as vias metabolicas da frutose e da glicose e a inter-
relacdo com o metabolismo lipidico e glicidico. Como o metabolismo da frutose nao é
afetado pelo passo regulador da glicélise, fosforilacbes da frutose podem levar a

deplecdo de ATP e ao aumento na sintese de TAG.
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Figura 4: Metabolismo hepético da frutose. Fonte: Adaptado de Rutledge et al, 2007 e Tappy & Le,
2010.

1.2.3 Frutose na Disfuncédo Endotelial e Hipertensao

A disfuncdo endotelial pode ocorrer quando as respostas normais do endotélio sdo
afetadas, por exemplo, pela hiperglicemia, resisténcia a insulina, estresse oxidativo,
produtos finais de glicosilacdo avancada, acidos graxos livres (AGL), citocinas
inflamatdrias ou adipocinas. A biodisponibilidade de NO reduzida nos vasos sanguineos
€ uma caracteristica comum da disfuncdo endotelial e pode resultar de uma producéo

reduzida de NO e/ou por aumento da sua inativacdo por EROs. Além disso, a
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diminuicdo da fosforilacdo da eNOS parece ser um ponto comum para as diversas

causas de disfuncédo endotelial (Melo et al., 2004; Vanhoultte et al., 2017).

Em ratos, a frutose também pode induzir aumento do acido drico o que pode contribuir
com varios aspectos da SM, incluindo hipertrigliceridemia, hiperglicemia e hipertenséo
(Nakagawa et al., 2006; Sanchez-Lozada et al., 2007). Um dos mecanismos propostos é
que a inducdo de resisténcia a insulina por ingestdo excessiva de frutose ocorre por meio
da inibicdo da eNOS pelo &cido drico diminuindo assim os niveis plasmaticos de NO
(Miller & Adeli, 2008). Em situagdes normais a insulina aumenta a biodisponibilidade
endotelial de NO, promovendo a dilatagdo dos vasos sanguineos e permitindo assim que
a glicose chegue ao musculo com facilidade. Assim, quando ha diminuicdo de NO, a
captacdo de glicose diminui e mais insulina € segregada para compensar, ocorrendo
hiperinsulinemia e RI (Heinig & Johnson, 2006; Nakagawa et al., 2005). O &cido Urico
também pode induzir RI por seus efeitos diretos no adipdcito como aumento do estresse
oxidativo, resposta pro-inflamatoria e a diminuicdo de adiponectina (Johnson et al.,
2009). Portanto, disfuncdo endotelial induzida por acido drico com diminuicdo da
producdo de NO pode participar no desenvolvimento da RI em ratos alimentados com
frutose, e a diminuicdo das concentraces de acido urico melhora funcdo do endotélio
(Butler et al., 2000; Doehner et al., 2002; Farquharson et al., 2002). Assim, tanto a
frutose como o acido Urico tem importante participacdo no desenvolvimento do fenétipo
de SM.

Além disso, 0 aumento da adiposidade visceral, que também é observado em dietas com
alta ingestdo de frutose, pode causar disfuncdo endotelial por meio dos efeitos da
resistina, IL-6 € TNF-a na diminui¢do da fosforilagdo da eNOS. Por sua vez 0 TNF-a
pode aumentar a producdo do anion superdxido (O2") que pode reagir com o NO para
formar peroxinitrito (ONOQO"), diminuindo assim a sua disponibilidade de NO nos vasos
sanguineos. Por outro lado, a adiponectina, que estimula a fosforilagdo da eNOS, esta
diminuida na SM. A frutose também pode elevar os niveis de AGL, que por sua vez
contribuem para a disfungdo endotelial por meio da diminuicdo da sinalizacdo da via
PI3K-Akt e aumento da producdo de EROs e ET-1 (Huang, 2009).

Semelhantemente a resisténcia a insulina e a hiperlipidemia, muitos estudos mostram
que uma dieta rica em frutose pode induzir hipertensdo. Ha diversos estudos

relacionando em ratos o0 consumo excessivo de frutose e a hipertensdo (Hwang et al
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1987; Vasdev et al., 2002; 2007; Kim et al., 2010). Entretanto, ha também outros relatos
onde ndo foram observados aumento de presséo arterial nesse modelo (Bezerra et al.,
2001; D’Angelo et al., 2005). Esse conflito vem sendo atribuido a componentes da
dieta (Santuré et al., 2002; Nishimoto et al., 2002; Shapiro et al., 2008), diferentes
linhagens e idade dos animais (Kotchen et al., 1997) , diferentes técnicas usadas para
medir a presséo arterial (Brands et al., 1994; D’ Angelo et al., 2005) bem como o tempo

de exposicao a frutose.

Apesar das incertezas quanto aos mecanismos pelo qual o consumo de frutose pode
produzir elevacdo da pressao arterial foram propostas por Abdulla et al. (2011) diversas
possibilidades (Figura 5), incluindo atenuacdo do baroreflexo e aumento da atividade do
sistema nervoso simpético (DeAngelis, 2012), elevacdo de catecolaminas circulantes
(Tran et al., 2009), elevacédo da atividade do sistema renina-angiotensina (Kobayashi et
al., 1993), reabsorcdo de sédio aumentada (Baum, 1987), producdo aumentada de acido
urico (Nakagawa et al., 2006) e disfuncdo endotelial (Takagawa et al., 2002). Ha
evidéncia de que hiperinsulinemia, isoladamente, pode causar hipertensdo, uma vez que
administracdo de insulina pode elevar pressdo sanguinea de ratos (Brands et al., 1991;
1992).
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I~ Disfuncdo endotelial

Figura 5: Mecanismo proposto da relacdo entre o consumo excessivo de frutose, disfuncéo endotelial e

hipertensdo. Sistema Nervoso Simpatico (SNS); Sistema Renina Angiotensina (SRA). Fonte: adaptado de
Abdulla et al.(2011).

Estudos mostram que a carga de aclUcar contida em bebidas adocadas pode levar a
hiperglicemia, resisténcia a insulina, mudancas no perfil lipidico e aumento de presséo
arterial que por sua vez podem desencadear respostas inflamatorias e a produgdo de
radicais livres que afetam as funcdes vasculares (Malik, et al., 2013). No entanto, 0s
mecanismos envolvidos nos efeitos cardiovasculares de uma dieta rica em frutose ainda
ndo foram totalmente esclarecidos (Bouchard-Thomassim et al., 2011). Assim, 0
presente estudo tem como objetivo investigar potenciais vias e mediadores da relagdo

entre o consumo excessivo de frutose e as alteracGes vasculares.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da alta ingestdo de frutose por seis semanas sobre os parametros

funcionais e estruturais dos vasos mesentéricos de ratos normotensos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da alta ingestéo de frutose em ratos em relacao:

- A parametros ponderais, glicemia de jejum, teste de tolerancia a glicose e insulina;

- A resposta vascular de contracdo a noradrenalina (NOR) e de relaxamento a
acetilcolina (ACh) e ao nitroprussiato de sodio (NPS) no leito vascular mesentérico;

- A participagdo da via do 6xido nitrico, dos prostanoides derivados da ciclooxigenase e
do endotélio nas respostas a NOR e ACh;

- A producdo de anions superoxido em artérias mesentéricas;

- A expressao de proteinas: eNOS, iINOS, Nox-2 e COX-2.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus albinus), com 6 semanas de idade e
peso corporal variando entre 160-180 gramas. Esses animais foram fornecidos pelo
Biotério de Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo. Os experimentos foram aprovados pelo CEUA 045/2014 e conduzidos
de acordo com e o "Guia para o cuidado e uso de animais de laboratério - 2011". Os
animais foram mantidos em ambiente com iluminacg&o artificial (ciclo claro-escuro de
12h) e temperatura de 25 °C de acordo com o recomendado para biotérios de pesquisa.
As gaiolas permitiram o livre acesso dos animais a ingestdo de agua e racdo (racdo

Probiotério, Moinho Primor, S.A).

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram separados aleatoriamente em 2 grupos experimentais:

1) CON: grupo controle, mantidos com agua potavel por seis semanas.

2) FRU: grupo frutose, mantidos por seis semanas com frutose 10% em agua

potavel.

3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram realizados seguindo-se o cronograma abaixo (figura 6):
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Figura 6: Organograma do Protocolo Experimental. PAS: pressdo arterial sistolica; TTG: teste

de toleréncia a glicose; TTI: Teste de tolerancia insulina.

3.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS BIOLOGICOS

3.4.1 Evolucéo ponderal e coleta de amostras

Os animais foram pesados no inicio do protocolo experimental e separados
aleatoriamente entre os grupos CON e FRU. Ao final de cada semana do protocolo
experimental, o peso corporal dos animais foi verificado obtendo-se os valores de pesos

de ambos 0s grupos ao longo das seis semanas do protocolo.

Ao final do estudo os animais foram anestesiados com associagdo ketamina/xilazina
(100 / 10 mg.kg™, i.p.) e figado, rins, gordura epidimimal, gordura retroperitoneal,
gordura mesentérica, musculo gastrocnémio e ventriculos foram isolados, lavados com
solucdo fisiologica e pesados utilizando uma balanga analitica de precisdo. A tibia

tambem foi isolada, limpa e medida seu comprimento.

A massa dos orgdos foi estimada dividindo o peso do 6rgdo (g) pelo comprimento da
tibia (cm). Para obtengédo do peso da gordura visceral, foi realizado o somatério do peso

das gorduras epididimal, retropetironeal e mesentérica.


http://mg.kg/
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3.4.2 Glicemia em Jejum, Teste de Tolerancia a Insulina e Glicose

Para todos os testes, foram colhidas amostras de sangue da cauda e a glicemia medida
pelo glicosimetro a base de tira (Accu-Chek Active, Roche, Alemanha). A glicemia de
jejum foi avaliada na linha de base e ap0s trés e seis semanas de tratamento. Os animais
foram submetidos ao jejum por um periodo de aproximadamente 12-14 horas antes da
realizacdo do teste.

Para realizacdo do teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (TTI) foi administrada
insulina (1 Ul / kg, ip) apo6s 6 h de jejum, e as amostras de sangue foram recolhidas
sequencialmente a intervalos de 0, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos. O teste de tolerancia a
glicose intraperitoneal (TTG) foi realizado ap6s jejum de 12h. Injetou-se glicose (2 g /
kg, ip) e foi realizada a afericdo da glicemia basal e nos tempos 5, 10, 20, 30, 60, 90 e

120 minutos ap6s a administracao de glicose

3.4.3 Medidas de Pressdo Arterial Sistolica (PAS)

A pressdo arterial sistolica (PAS) foi avaliada na linha de base e apos trés e seis

semanas do tratamento com frutose.

As medidas foram obtidas, nos animais acordados, por meio de método indireto ndo
invasivo, pletismografia de cauda. Em um pletismografo, os animais foram
acondicionados em uma camara aquecida (38-39 °C), com um cuff de pulso pneumatico
acoplados na regido proximal da cauda. Um esfingmomandmetro foi insuflado e
desinsuflado automaticamente e o valor da pressao arterial sistélica (PAS) foi obtido por
meio dos sinais do transdutor acoplado a um computador. Todos os animais foram
adaptados ao procedimento antes da obtengdo de registros. Foram realizadas trés
medidas testes e ap0Os verificar se todas as condi¢Oes estavam adequadas (posicao,
adaptacdo e relaxamento do rato; temperatura e posicdo do cuff) foram feitas trés

medidas para o calculo da média aritmética da PAS de cada animal.
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3.5 PREPARACAO DE LEITOS VASCULARES MESENTERICOS

O leito vascular mesentérico (LVM) foi isolado segundo descri¢do de McGregor (1965).
Ap0bs a anestesia com associagdo ketamina/xilazina (100/10 mg.kg™, i.p.), foi realizada
laparotomia para permitir acessar a artéria mesentérica superior. Posteriormente a
artéria mesentérica superior foi isolada (figura 7) e cateterizada com uma canula de
polietileno (PE50) em sua porcdo mais distal, e a porcao-proximal foi armazenada para
outras analises. Imediatamente, por meio de uma bomba peristaltica (Ismatec AS
Laboratorium Stechnik, Switzerland), o leito foi perfundido num sistema ex vivo com
fluxo de 4 mL.min™ em soluc#o fisiolégica de Krebs-Henseleit modificada, gaseificada
por borbulhamento com carbogénio ( 95% O,, 5% CO,) para manter o pH=7,4 e
mantida a 37°C. A solucdo fisioldgica tinha a seguinte composicdo (mM): NaCl 130,
KCI 4,7, MgS0,4.H,0 1,17, CaCl,,2H20 1,6, KH,PO,4 1,18, NaHCO; 14,9 e glicose
11,1 mM. Ent&o o leito como um todo foi cuidadosamente removido, liberado em sua

borda dos intestinos, e colocado num banho de érgéo isolado.

Figura 7: Fotografia da artéria mesentérica superior e do leito mesentérico. (A) artéria mesentérica
superior. (B) leito mesentérico, apds canteterizacdo da artéria mesentérica, sendo perfundido pela solugédo
nutridora. Fonte: acervo do laboratdrio.
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3.5.1 Reatividade vascular no LVM

Para a avaliacdo da relatividade vascular a pressdo de perfusdo (PP) dos LVMs foi
medida por meio de um transdutor (TSD104A - Biopac® Systems, inc.) ligado a um
sistema de aquisicdo de dados (MP100 - Biopac® Systems, inc.) e utilizando o software
AcgKnowledge 3.9.1 (Biopac Software de Aquisicdo e Analise de Dados). Apds 30
minutos de estabilizacdo, foram obtidas curvas dose-resposta por injecdes in bolus (0,1
ml, 10-10> 10-2 M) de noradrenalina (NOR - Hipolabor, Belo Horizonte, MG),
acetilcolina (ACh - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e nitroprussiato de sodio
(NPS - Hipolabor, Belo Horizonte, MG) diretamente na corrente de perfuséo. Para ACh
e NPS, o PP basal foi previamente elevado por vasoconstricdo provocada com NOR (6-
30 uM) adicionado na solugéo fisiologica. As respostas a NOR e ACh foram estudadas
antes e apds inibidores farmacoldgicos: N*-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME: 100
uM - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), um inibidor da NOS; Indometacina (INDO:
10 uM- Farmécia Alquimia, Vitoria, ES, Brasil), um inibidor de COX; E ap06s remocéo
do endotélio por perfusdo com 3-[(3-colamidopropil)-dimetil-amo6nio]-1-propano-
sulfonato (CHAPS - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 0,3%.

3.5.2 Andlise dos resultados de reatividade vascular

Para a andlise de respostas de vasoconstricdo induzida por farmaco, cada dose de
farmaco administrada sob perfusdo de pressdo basal (P1) conduz a uma elevacdo na
perfusdo de pressdo (P2). A resposta de vasoconstricdo foi calculada como o APP
evocado, como se segue: APP = P2-P1. Para a analise de respostas de relaxamento
induzida por farmaco, a perfuséo de pressao basal (P1) foi elevada (P2) constantemente
pela adicdo de NOR na SF. Em cada dose de farmaco administrada, a pressdo elevada
anterior foi reduzida (P3). O relaxamento (%) foi calculado como queda percentual no
PP pela administracdo do farmaco em relagdo a pré-contracdo prévia de NOR, como se
segue: relaxamento (%) = 100 * (P2-P3) / (P2-P1). Para cada curva dose-resposta foi
calculada a sensibilidade (pD2), area abaixo da curva (AUC) e diferenca entre as AUCs

(dAUC) em relagdo AUC da curva controle.
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3.6 ESTUDO DA GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO EM
ARTERIAS MESENTERICAS — DIHIDROETIDEO (DHE)

A geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi determinada utilizando-se um
método que envolve o dihidroetideo (DHE), um precursor ndo fluorescente do
brometo de etideo, e que permite analisar a producao “in situ” de radicais livres. Na
presenca de EROs o hidretideo é oxidado dentro da célula, produzindo os compostos
fluorescentes etideo (E) e 2-hidroxi etideo (EHO) que tem afinidade pelo DNA nuclear.
A formacdo do etideo se deve principalmente a oxidacdo da DHE pelo anion
superoxido, enquanto o EHO é formado pela oxidacdo da DHE por outras EROs como
o0 peroxido de hidrogénio. Os ratos foram anestesiados, a artéria mesentérica superior foi
rapidamente dissecada e imersa em solucdo de Krebs (8 mM HEPES, 2mM
CaCl,.2H,0, 130mM NaCl, 5mM KCI, 2,45mM MgCl,.6H,0, 11,1mM glicose, pH
7,4) por um periodo de 2:00 hs. Apds, estas foram congeladas em meio de inclusdo para
congelamento (Tissue-Tek OCT Compound, Sakura) e mantidas a -80°C até o momento
da andlise. Utilizando-se um criostato (CM 1850, Leica Microsystems, Alemanha),
cortes transversais das artérias (8 um) foram obtidos e colocados em laminas
gelatinizadas e secos em estufa a 37°C por 20 minutos. Apdés, as ldminas contendo 0s
cortes foram lavadas e incubadas com Krebs por 30 minutos a 37°C. Decorrido o
tempo, as laminas tiveram o excesso de liquido removido e, em seguida, foi realizada a
incubagdo DHE 2 pM (30 minutos, 37°C) em cdmara Umida e protegidos da luz
(Camporez et al., 2011). A fluorescéncia emitida foi visualizada em microscopio de
fluorescéncia invertido (DM 2500, Leica Microsystems, Alemanha) equipado com
camera fotogréfica, utilizando uma objetiva de fluorescéncia com aumento de 100X e
400X. As imagens foram quantificadas pelo programa Image Pro Plus, sendo o
resultado expresso como intensidade de fluorescéncia, normalizado pela intensidade do
background e posteriormente convertido e apresentado como percentual do valor
controle. Essas analises foram realizadas no Laboratério de Histologia Molecular e
Imunohistoquimica - LHMI da UFES.
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3.7 DETERMINACAO DOS NIVEIS PROTEICOS POR WESTERN BLOT

Para analise da expressdo de eNOs, iINOS, COX2 e Nox2 a técnica utilizada foi a de a

de western blot, sendo utilizado o sistema descrito por Laemmli (1970).

3.7.1 Extragdo das proteinas

Os LVMs de ratos anestesiados foram isolados e a arvore mesentérica foi dissecada e
separada de seus tecidos conectivos, de forma que as os ramos de primeira, segunda,
terceira e quarta ordem fossem representativos entre as amostras. Posteriormente as
amostras foram armazenadas no freezer -80 ° C e mantidas até o momento da
homogeneizacdo, que foi em 150 pL tampdo de extracdo [Tris-HCL pH 7,4 (10 mM),
PMSF (1 mM), NaVO; (1 mM), SDS (1%), DTT (0,5 mM), EDTA (5 mM) e coquetel
de inibidor de protease Dilui¢do 1: 100)]. A homogeneizagéo foi realizada utilizando-se
um banho ultra-sénico, sendo seguida de centrifugacdo a 6000 rpm, 4°C por 10
minutos. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados em aliquotas a -80 °C. Este

extrato total foi utilizado para realizacdo da expressdo de eNOS, iNOS, COX-2 Nox-2.

3.7.2 Dosagem das proteinas

A determinacdo do contetdo de proteina total nos ramos mesentéricos foi realizada por
meio do método descrito por Bradford (1976). O ensaio de Bradford foi realizado em
placa de ELISA, consistindo num volume final de 200 pL para cada poco da placa. A
solugéo padrédo foi obtida a partir de diluicbes de albumina do soro bovino (BSA) em
agua destilada com concentracdo estoque final de 1mg/mL. Essa solucdo foi diluida
para a obtencéo da curva padrdo com as seguintes concentracdes de BSA: 0,10 mg/mL;
0,25 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,75 mg/mL; 1,0 mg/mL; além do branco (somente agua
destilada). Aliquotas dos homogenatos dos ramos mesentéricos foram utilizadas como
amostras. Aplicou-se 5 pL das amostras de proteina em cada placa e adicionou-se 195
pL de reagente Bradford. Apds 5 minutos foi efetuada a leitura da absorbéncia no
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comprimento de onda de 595 nm em espectrofotdmetro. Todas as amostras foram feitas

em duplicata.

3.7.3 Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE)

Foram realizados testes preliminares de forma a alcancar e estabelecer as melhores
condicdes de separacdo, qualidade da banda e diluicdes do anticorpo e assim obter uma
melhor otimizagdo das condi¢Ges do western blot. Assim, foram utilizadas diferentes
quantidades de extratos proteicos dependendo da proteina. Foi feita a eletroforese em
gel (acrilamida/bisacrilamida 30%), com gel de separacéo a 10% nos extratos proteicos
(25 pg para eNOS e Nox-2; 50 pug iNOS e COX-2). O gel de separacao foi preparado
em tampdo contendo 1,5 M tris-HCI pH 8,6 e 0,1% de SDS e o gel de empacotamento a
4% em tampéo 0,5 M tris-HCI pH 6,8 e 0,1% de SDS. As amostras foram aplicadas nos
géis na presenca de tampdo de amostra (Tris-HCI, SDS, DTT e azul de bromofenol).
Antes da aplicacdo no gel as amostras foram aquecidas a 100 °C durante 5 min. A
eletroforese foi realizada utilizando-se o tampao de eletroforese (25 mM de tris-HCI pH
8,3, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS), sendo esta realizada inicialmente em 60 volts

por 30 minutos e posteriormente em 150 volts até a finalizagdo da separacao.

3.7.4 Transferéncia das proteinas

Apos a separagdo das proteinas por eletroforese, foi realizada a transferéncia das
proteinas eNOS, iINOS, Nox-2 e COX-2 para uma membrana de nitrocelulose em cuba
molhada (Biorad) na presenca do tampdo de transferéncia constituido por 25 mM de
tris-HCI pH 8,3, 192 mM de glicina e 20% (v/v) de metanol, overnight, 0,25 A a 4°C.

3.7.5 Incubacéo dos anticorpos
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Apds a transferéncia das bandas de proteinas, as membranas de nitrocelulose, foram
incubadas por 4 h em uma solugéo de leite livre de gorduras (5%) em tampédo TBS-
tween 0,1% (20 mM de tris-HCI pH 7,4 e 150 mM de NaCl), 4 °C sob agitacdo leve
para realizacdo do bloqueio de sitios inespecificos. Em seguida, foi realizada a
incubacdo com os seguintes anticorpos primarios: anti-eNOS, anti-iINOS (1: 2000, 1:
2000, 1: 500, BD Transduction Laboratories); Anti-gp91phox (Nox2), anti-COX-2 (1:
200, Cayman Chemical); e anti-GAPDH (1: 4000, Merck Millipore) overnight a 4 °C

sob agitacdo leve.

ApoGs este periodo, as membranas foram lavadas em tampdo TBS-tween 0,1%, sob
agitacdo leve em temperatura ambiente e incubadas com o anticorpo secundario
conjugado com peroxidase (1: 5000, Abcam Inc) por 1 hora, a temperatura ambiente,
sob agitacdo suave, seguida de lavagem com tampao TBS-tween 0,1%, e posteriormente
com tampdo TBS. Para a deteccdo da ligacdo proteina-anticorpo foi realizada a
incubacdo das membranas com ECL para geracdo de sinal fluorescéncia enzimatica e
depois foram analisadas em ChemiDoc Imaging Systems (Bio-Rad Laboratories, Inc.).
Os sinais de imunoblot foram quantificados utilizando o software Bio-Rad Image Lab
5.2.1 e os niveis de expressdo das proteinas foram normalizados para GAPDH. Os

dados séo de dois experimentos independentes (GEis).

3.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Amostras tipicas de artéria mesenterica superior foram fixadas na solucdo de Karnovisk
(Glutaraldeido 2,5% + Parafolmaldeido 2% em Tampdo Cacodilato 0,1 M a pH 7,2) por
24 horas. Apos-fixacao foi realizada com ferrocianeto de potassio 1,25% e Tetroxido de
Osmio 1,0% (Tamp&do Caco 0,1 M; pH 7,2) por uma hora a temperatura ambiente.
Ap0s esta etapa, 0 material foi desidratado em gradiente crescente de etanol (30, 50, 70,
90, 100 %) e levadas para secagem em ponto critico (Autosandri-815, Tousimis).
A cobertura de ouro foi realizadaem metalizador (Desk V, Denton Vaccum)e
posteriormente as amostras foram levadas para observacdo em um microscopio

eletrénico de varredura (Jeol, JEM6610 LV) operado a 20 KV com filamento de
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tungsténio. Essas analises foram realizadas no Laboratorio de Ultraestrutura Celular
Carlos Alberto Redins - LUCCAR da UFES.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados sdo expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). Para andlise
das curvas dose-resposta foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias e
para as demais comparacOes foi utilizado o teste t, ambos seguidos pelo post hoc de
Bonferroni. As analises foram realizadas utilizando o GraphPad Prism (versdo 7.02,
EUA). P <0,05 foi considerado significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 PRESSAO ARTERIAL, PARAMETROS PONDERAIS E METABOLICOS

Os animais iniciaram o protocolo experimental com peso corporal semelhante e néo
houve diferencas entre os grupos ao longo das seis semanas de tratamento, contudo, a

frutose elevou a glicemia de jejum a partir da terceira semana (Figura 8 A).
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Figura 8: Pressdo arterial sistolica (PAS), parametros ponderais e metabdlicos ao longo de 6 semanas de
tratamento nos grupos (o) CON e (o) FRU. Os dados foram expressos como média + EPM, n= (10) por
grupo. *p<0,05 vs. CON.
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Por outro lado, em nosso estudo ndo houve alteracbes nos valores da pressdo arterial
(Figura 8A), peso do rim, peso do musculo gastrocnémio e peso dos ventriculos (Tabela
1). Além disso, a frutose induziu aumento da gordura visceral (Figura 8B) e do peso do
figado (Figura 8C; Tabela 1). Mostrando que apesar de ndo haver diferencas no peso
corporal dos animais, a frutose foi capaz de promover acimulo de gordura abdominal e

nédo houve alteragfes da massa magra.

Tabela 1: Peso de 6rgdos em gramas (g) e razdo destes com o comprimento da tibia em centimetros (cm)
nos grupos CON, FRU

Grupos (n=10)

CON FRU
Comprimento da tibia (cm) 4,24 + 0,05 4,17 + 0,06
Ventriculos (g) 0,86 + 0,05 0,90 + 0,05
Rim (g) 1,11 + 0,06 1,15+ 0,08
Figado (g) 10,95 + 0,60 15,69 + 0,95 *
Gastrocnémio (g) 1,99 + 0,09 2,01+ 0,08
Ventriculos / tibia (g/cm) 0,20 + 0,01 0,22 +0,01
Rim / tibia (g/cm) 0,26 + 0,01 0,28 + 0,02
Figado/ tibia (g/cm) 2,58 +0,12 3,75+0,19*
Gastrocnémio/ tibia (g/cm) 0,47 + 0,02 0,48+ 0,02

Dados expressos como média + EPM, n= (10) por grupo. * p<0,05 vs. CON.

4.2 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA E GLICOSE

Para avaliar a tolerancia a insulina foi realizado o monitoramento dos niveis de glicose
no sangue apos a injecdo de insulina exdgena (1U/kg, ip). A AUC esta aumentada no
grupo FRU mostrando uma menor capacidade deste grupo em reduzir a glicose no
sangue mesmo apos a ingestdo de insulina o que demonstra que a tolerancia a insulina

foi reduzida no grupo FRU (Figura 9).
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Figura 9: Teste de tolerancia a insulina nos grupos (©) CON e (e) FRU. Curva e AUC do teste. Dados
foram expressos como média = EPM, n= 10 por grupo. *p<0,05 vs. CON.

Além disso, injetou-se uma solu¢do com alta concentracdo de glicose (2g/kg, ip) e foi
realizada a aferi¢cdo da glicemia basal ao longo do tempo. A figura 10 mostra o decurso
no tempo da glicose no sangue depois da injecdo da solugdo. A AUC esta aumentada no
grupo FRU mostrando uma menor capacidade deste grupo em reduzir a glicose no
sangue no decorrer do tempo apos a ingestdo de glicose 0 que mostra que a tolerancia a

glicose foi reduzida no grupo FRU (Figura 10).

Tomados em conjunto estes dados mostraram que a frutose promoveu aumento na AUC
dos testes de tolerancia a insulina e glicose (Figura 9 e 10) indicando resisténcia a

insulina.
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Figura 10: Teste de tolerancia a glicose nos grupos (©) CON e (o) FRU. Curva e AUC do teste. Dados
foram expressos como média = EPM, n= 10 por grupo. *p<0,05 vs. CON.

4.3 REATIVIDADE VASCULAR DO LEITO MESENTERICO

4.3.1 Reatividade Vascular em resposta a NOR

A resposta mediada pela NOR (Figura 11) produziu contracdo no LVM dependente da
concentracdo da droga em todos os grupos estudados. O tratamento com frutose resultou
no aumento da resposta de vasoconstricdo induzida por NOR no LVM, conforme
observado (Figura 11A-B) pelo desvio da curva para esquerda e no maior valor da area
abaixo da curva (AUC), no entanto, ndo houve alteragdes na sensibilidade a droga (pD2
- CON 3,74 £ 0,09 vs. FRU: 3,97 £ 0,14).
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Figura 11: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de vasoconstri¢cdo induzida por
NOR no leito vascular mesentérico dos grupos (o) CON e (o) FRU na auséncia de inibidores. (A) Curva
controle de NOR. (B) Area abaixo da curva (AUC) da curva controle de NOR. Dados foram expressos

como média £ EPM, n= 15 por grupo, *p<0,05 vs. CON.

A incubagdo com o inibidor L-NAME conduz a maior resposta de NOR em ambos os
grupos quando comparados as curvas na auséncia do inibidor (Figura 12A-B). Além
disso, podemos observar que este aumento na contracdo evocado pelo bloqueio com L-
NAME apresenta uma magnitude semelhante nos grupos e as diferencas existentes entre
0S grupos na curva controle (na auséncia do inibidor) permanecem existindo apds 0 uso

do L-NAME (Figura 12A-B).
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Figura 12: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de vasoconstri¢cdo induzida por
NOR no leito vascular mesentérico dos grupos (o) CON ¢ (o) FRU na presenga de L-NAME. (A) Curva
de NOR na presenca de L-NAME. (B) Diferenca de area abaixo da curva (dAUC) antes e depois da
presenca de L-NAME e éarea abaixo da curva (AUC) dos grupos ap6s inibicdo com L-NAME. Dados

foram expressos como média = EPM, n=5 por grupo. *p<0,05 vs. CON.

Por outro lado, a inibicdo da COX por incuba¢do com INDO leva a reducdo das
respostas de vasoconstricdo, que foi maior no grupo FRU (Figura 13A-B). Além disso,
podemos observar que apds o bloqueio da COX as respostas entre 0s grupos se igualam
sugerindo que, a0 menos em parte, as diferencas antes observadas, podem estar

relacionadas a esta via especifica (Figura 13A-B).
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Figura 13: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de vasoconstrigdo induzida por
NOR no leito vascular mesentérico dos grupos (0) CON ¢ (e) FRU na presenca de indometacina (INDO).
(A) Curva de NOR na presenca de INDO. (B) Diferenca de &rea abaixo da curva (dJAUC) antes e depois
da presenca de INDO e &rea abaixo da curva (AUC) dos grupos apoés inibicdo INDO. Dados foram

expressos como média £ EPM, n=5 por grupo. *p<0,05 vs. CON.

Além dos bloqueios farmacologicos foi realizada a remoc¢do do endotélio por meio de
perfusdo do LVM com CHAPS para melhor investigar a participacdo do endotélio nas
repostas obtidas. A remocdo do endotélio aumentou a resposta @ NOR no grupo CON
enquanto reduziu no grupo FRU, extinguindo as diferencas entre os grupos (Figura
14A-B).
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Figura 14: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de vasoconstricdo induzida por
NOR no leito vascular mesentérico dos grupos (o) CON e (o) FRU apds remocdo do endotélio com
CHAPS. (A) Curva de NOR apds remogdo do endotélio. (B) Diferenga de area abaixo da curva (dAUC)
antes e apds remocao do endotélio e &rea abaixo da curva (AUC) dos grupos apés remoc¢édo do endotélio.
Dados foram expressos como média = EPM, n= 5 por grupo. *p<0,05 vs. CON.

4.3.2 Reatividade vascular em resposta a ACh

A resposta vascular de relaxamento induzida pela ACh produziu um relaxamento no
LVM dependente da concentragdo da droga em todos os grupos estudados e ndo foi
alterada pelo tratamento com frutose (Figura 15A-B) assim como a sensibilidade (pD2 -
CON 6,04 + 0,13 vs. FRU: 6,11 + 0,23).
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Figura 15: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de relaxamento induzido por ACh
no leito vascular mesentérico dos grupos (©) CON e (o) FRU na auséncia de inibidores. (A) Curva
controle de ACh. (B) Area abaixo da curva (AUC) da curva controle de ACh. Dados foram expressos

como média £ EPM, n= 10 por grupo.

A incubacdo com L-NAME reduziu acentuadamente o relaxamento induzido por ACh
em ambos 0s grupos, mas com maior magnitude na FRU (Figura 16A-B) demonstrando

a participacédo da via do NO no relaxamento do LVM dos grupos estudados.
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Figura 16: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de relaxamento induzido por ACh
no leito vascular mesentérico dos grupos (0) CON e (®) FRU na presenca de L-NAME. (A) Curva de
ACh na presenca de L-NAME. (B) Diferenca de area abaixo da curva (dAUC) antes e depois da presenga
de L-NAME e é&rea abaixo da curva (AUC) dos grupos apés inibicdo com L-NAME. Dados foram

expressos como média £ EPM, n=5 por grupo. *p<0,05 vs. CON.

Apbs o bloqueio com INDO néo houve diferenca entre os grupos (Figura 17A-B) no

relaxamento induzido por ACh.
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Figura 17: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de relaxamento induzido por ACh
no leito vascular mesentérico dos grupos (o) CON ¢ (o) FRU na presenca de indometacina (INDO). (A)
Curva de ACh na presenca de INDO. (B) Diferenca de &rea abaixo da curva (dAUC) antes e depois da
presenca de INDO e &rea abaixo da curva (AUC) dos grupos ap6s inibicdo com INDO. Dados foram

expressos como média £ EPM, n=5 por grupo.

4.3.3 Reatividade vascular em resposta ao NPS

As respostas de relaxamento evocadas pelo NPS foram expressas como porcentagem de

relaxamento a pré-contracéo obtida por adicdo de noradrenalina na solucao fisiologica.

A resposta de relaxamento induzida por NPS ndo foi afetada pelo tratamento com
frutose (Figura 18 A-B) assim como a sensibilidade (pD2 - CON 4,33 = 0,21 vs FRU:

4,66 + 0,20).
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Figura 18: Efeitos do tratamento com frutose na curva dose-resposta de relaxamento induzido por NPS
no leito vascular mesentérico dos grupos (©) CON e (o) FRU na auséncia de inibidores. (A) Curva
controle de NPS. (B) Area abaixo da curva (AUC) da curva controle de NPS. Dados foram expressos

como média £ EPM, n= 10 por grupo.

4.4 ANALISE POR WESTERN BLOT DE eNOS, iNOS, COX-2 E Nox2

O tratamento com sobrecarga de frutose por seis semanas promoveu aumento da
expressao da isoforma da NOS induzida, iINOS , ao passo que a eNOS néo foi alterada,

(Figura 19 A-B).
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Figura 19: Anélise por Western blot em ramos vasculares mesentéricos nos grupos CON e FRU. Efeitos
do tratamento com frutose na expressdo das proteinas (A) eNOS, (B) iNOS. Os dados foram expressos
como média £ EPM, n= 8 por grupo. * p <0,05 vs. CON.

Na avaliacdo da expressdo proteica da Nox2 (gp9lphox), a frutose ndo promoveu
alteracOes, semelhantemente a expressédo de COX-2 (Figura 20 A-B)
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Figura 20: Anélise por Western blot em ramos vasculares mesentéricos nos grupos CON e FRU. Efeitos
do tratamento com frutose na expressao das proteinas (A) COX-2, (B) Nox2. Os dados foram expressos

como média £ EPM, n= 8 por grupo.
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4.5 ANALISE DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)
NA ARTERIA MESENTERICA SUPERIOR

O tratamento cronico com frutose ndo alterou a producdo de EROs na artéria
mesentérica superior, a coloragdo por DHE que evidencia a produgdo “in situ” de

anions superdxido mostrou valores semelhantes entre os grupos (Figura 21).
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Figura 21. Coloragdo com DHE para avaliacdo da producdo de EROs na artéria mesentérica superior.
Imagens representativas em amplificagdo de magnitude 10x e 40x. n = 5 por grupo. Os dados foram

expressos como média £ EPM.

4.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV) DA ARTERIA
MESENTERICA SUPERIOR

A anélise qualitativa por microscopia eletronica de varredura (MEV) da ultraestrutura
dos vasos ndo apresenta alteracfes importantes, no entanto, a observacdo de uma ligeira
desordem na superficie da camada do endotélio é sugestiva de algum desarranjo da

camada intima com mudanca da forma e disposicéo das células endoteliais (Figura 22)
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Figura 22: Microscopia eletronica de varredura da artéria mesentérica superior. Imagens da ultraestrutura
dos vasos em trés progressivos aumentos. 100x mostrou corte obliquo, 500x mostrou aproximagdo na
parede do vaso, 1000X mostrou aproximagdo na superficie da camada de endotélio. Imagens de quatro
experimentos independentes de quatro amostras por grupo.



61

5 DISCUSSAO

O presente estudo explorou os efeitos da alta ingestdo de frutose durante 6 semanas,
para mimetizar os estagios iniciais da sindrome metabdlica, sobre a reatividade vascular
de vasos mesentéricos.Os resultados evidenciam pela primeira vez no leito vascular
mesentérico a influéncia do tratamento crénico com frutose por 6 semanas sobre o
aumento da vasoconstricdo induzida por NOR, que foi abolida tanto pela inibicéo
farmacoldgica da COX por indometacina, bem como pela remocdo do endotélio. O
relaxamento induzido por ACh foi preservado, mas o bloqueio com L-NAME mostrou
que houve um aumento no relaxamento mediado por NO, o qual estava associado a
niveis aumentados de INOS. Além disso, observamos uma ligeira desordem na

superficie da camada do endotélio que é sugestiva de alguma perturbacéo subendotelial.

A ingestdo cronica de frutose é conhecida por promover distirbio cardiovascular e
metabolico progressivo, levando a resisténcia a insulina e MS (Abdulla et al., 2011). No
entanto, o curso do tempo preciso desses efeitos ainda ndo é totalmente esclarecido e
parece ser dependente do tempo e da quantidade de ingestdo de frutose. Em nosso
estudo, a ingestdo de frutose 10% na agua de beber ndo aumentou a presséo arterial apds
6 semanas de acompanhamento. Dados semelhantes foram relatados por alguns autores
(Bezerra et al., 2001, D'angelo et al., 2005, Lirio et al.; 2016;), enquanto outros
relataram um ligeiro aumento nos niveis de pressdo arterial (Guo eta al., 2012, Klein et
al., 2015). Esta divergéncia sobre a alta ingestdo de frutose e seus efeitos na presséo
arterial pode ser devido ao curto periodo de exposicdo a frutose. Na realidade, 6
semanas de alta ingestdo de frutose em ratos parece ser 0 ponto em que a pressdo

arterial comeca a aumentar.

Detectamos aumento da massa hepética e acimulo de gordura visceral nos animais
submetidos a dieta com alto teor de frutose, mesmo sem alteragbes na massa corporal
durante o periodo de acompanhamento. Estes efeitos foram recentemente relatados pelo
nosso grupo e também foi evidenciado aumento nos niveis de triglicerideos (Lirio et al.,
2016). Além disso, os parametros glicémicos também foram alterados, com aumento da
glicemia de jejum a partir da terceira semana de tratamento e o estabelecimento da
resisténcia a insulina que foi confirmado pelo teste de tolerdncia a glicose e

sensibilidade a insulina prejudicada. Estes efeitos metabolicos sdo amplamente relatados



62

em outros estudos (Rizkalla et al., 2010; Tappy e Le, 2010; Lirio et al., 2016) e séo
consistentes com o metabolismo hepético da frutose que pode aumentar a lipogénese
hepéatica e aumentar os niveis de triglicerideos, dislipidemia, resisténcia a insulina e
sindrome metabolica (Bray, 2007; Stanhope, 2016).

As alteracOes vasculares induzidas pela alta ingestdo de frutose tém sido exploradas em
diferentes vasos e tempos de exposicdo. Estudando anéis adrticos isolados de ratos apos
9 semanas de alta ingestdo de frutose, Oudot et al. (2009) observaram aumento resposta
vasoconstrictora a NOR que foi anulada pela inibi¢do de COX com indometacina. Além
disso, também em anéis de aorta, foi relatado que mesmo com um aumento significativo
na resposta vasoconstrictora em ratos apds 6 semanas de alta ingestdo de frutose, esse
efeito foi mais claro apds 12 semanas de ingestdo de frutose (EI-Bassossy et al., 2014).
Nossos resultados mostraram que 6 semanas de ingestdo de frutose aumentaram a
resposta do leito vascular mesentérico a NOR, o que foi anulado pela inibicdo
farmacoldgica da COX e remocéo do endotélio, sugerindo disfuncéo endotelial causada
pela desregulacdo da via prostanoides. Curiosamente, Almenara et al. (2015) também
encontram uma resposta vasoconstrictora aumentada por incubagdo aguda com frutose.
Por outro lado, Navarro-Cid et al. (1995) ndo detectaram alteracdes na funcéo vascular
mesentérica apos 4 semanas de alta ingestdo de frutose em ratos. Estas divergéncias
apontam para efeitos da frutose dependendo do tecido estudado e da duracdo do
tratamento. Tomados em conjunto, estes dados sugerem que os efeitos vasculares
observados apds 6 semanas de consumo elevado de frutose podem representar o ponto

de partida entre os efeitos agudos e o estabelecimento da doenca vascular crénica.

A libertagdo de prostandides pela aorta e LVM apds ingestdo de frutose em ratos foi
estudada por Peredo et al. (2006) na incubacdo aguda de frutose e em diferentes
periodos de tratamento crénico. Os autores relataram alteracbes menores apds 4
semanas, mas maior desregulacdo dos prostandides ap6s 22 semanas de ingestdo de
frutose, incluindo aumento de prostaglandinas vasoconstrictoras como PGF2a e TXA2
(Peredo et al., 2006). Puyo et al. (2012) também mostram que 9 semanas de frutose
reduziram a razéo de liberacéo de prostaciclina / tromboxano. Nossos dados mostraram
gue o aumento da resposta vasoconstrictora a NOR no LVM ¢é parcialmente mediado
por prostandides derivados de COX mesmo na auséncia de alteracfes detectaveis na
proteina COX-2. Corroborando nossos dados, Vasudevan et al. (2010) também

observaram que os prostandides derivados de COX-2 podem mediar a vasoconstri¢do
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adrtica apos 9 semanas de alta ingestdo de frutose sem alteraces nos niveis de proteina
COX-2. No entanto, outros autores relataram aumento da expressdo da proteina (Jiang
et al., 2007) e gene (Song et al., 2004) em aorta e vasos mesentéricos apds 8 semanas de
dieta com alto teor de frutose. Embora nossos resultados ndo tenham mostrado uma
diferenca significativa na expressdo da proteina COX-2 apds 6 semanas, acreditamos
que seja necessario periodo de tratamento mais longo para mostrar aumento consistente.
Também acreditamos que a disfuncdo vascular induzida por prostandides

desequilibrados pode ocorrer independentemente de alteracdes na expressao de COX-2.

A ingestdo elevada de frutose tem sido relacionada com prejuizos na resposta de
relaxamento & ACh em anéis adrticos isolados. El-Bassossy et al. (2014) mostraram
resposta reduzida a ACh em anéis de aorta ap6s 6 semanas de ingestdo de frutose em
ratos. Além disso, este efeito foi exacerbado apos 12 semanas de ingestdo de frutose
(El-Bassossy et al., 2014). No LVM, contudo, ndo detectamos alteragdes no
relaxamento induzido por ACh apds 6 semanas de seguimento. Mahmoud et al. (2014)
também observaram que a incubacdo de anéis aorticos com frutose aguda nédo alterou
resposta ACh. Além disso, semelhante ao relatado em outros vasos (Mahmoud et al.,
2012 , Kho, et al., 2014) a resposta vascular ao NPS ndo foi alterada no LVM.
Almenara et al. (2015) também mostraram uma resposta prejudicada a ACh e nenhuma
diferenca significativa nas respostas ao NPS em anéis de aorta incubados agudamente
com frutose, no entanto, Shaligram et al. (2015) observaram respostas prejudicadas a
ACh, bradicinina e ao NPS ap6s 8 semanas de frutose 20%. Estudos em outros modelos
de resisténcia a insulina também encontraram alteraces semelhantes (Viswanad et al.,
2006). Conforme observado, a frutose parece ter efeitos diferentes dependendo do

tecido, da dose e do tempo de tratamento.

A resposta vascular a ACh foi reduzida em ambos os grupos apés a incubagdo com L-
NAME, mas com maior intensidade no grupo FRU. Estes dados apontam para uma
maior participacdo de NO na resposta induzida por ACh e consequentemente um maior
relaxamento mediado por NO. Embora ndo detectamos alteragdes na proteina eNOS,
esse efeito pode estar associado a expressdo aumentada de iNOS uma fonte de NO que é
induzida em condigdes inflamatorias. Similar aos nossos resultados, Takagawa et al.
(2001) encontraram uma maior contribuicdo de NO no relaxamento induzido por ACh
em ratos apds 40 semanas de alimentagdo com frutose. No entanto, Zemancikova at al.

(2014) encontraram um comprometimento da via NO pelo tratamento com frutose.
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Pektas et al. (2016) mostraram aumento de iNOS além de outras proteinas pro-
inflamatorias em tecido adiposo de ratos apds 24 semanas de frutose. Por outro lado,
outros estudos mostraram expressdo de eNOS vascular reduzida apos alta ingestdo de
em frutose (Kho et al., 2014; Stanisi¢ et al., 2016). Além disso, Babacanoglu et al.
(2013) ndo mostraram alteracdes na expressao do mMRNA e proteina da eNOS com uso
de HFCS 10% por 12 semanas, mas houve reducdo da eNOS com uso de HFCS 20%,
enquanto que a iINOS foi aumentada em ambas as concentracGes de xarope de milho

rico em frutose usadas no estudo (Babacanoglu et al., 2013).

Embora diversos autores tenham relatado aumento da producéo de anions superéxido,
bem como o aumento da expressdao de NOX em artérias de ratos apos alta ingestdo de
frutose (Al-Awwadi et al., 2005; Romanko et al., 2009; Akar et al., 2012), ndo
detectamos diferenca na producgdo de anion superdxido e nem na expressao de Nox2 no
LVM, o que nestas condi¢bes exclui uma reducdo da biodisponibilidade de NO mediada
pelas EROs e esta em consisténcia com as respostas observadas por meio do NPS.
Nossos dados corroboram um estudo de Lozano et al. que ndo relataram alteragfes
significativas na coloragdo por DHE de vasos mesentéricos ap6s 8 meses de alta

ingestdo de frutose (Lozano et al., 2016).

Alguns estudos mostraram aumento e/ou reducdo da producdo de prostaglandinas
vasodilatadoras pela frutose. Richey et al. (1997) testaram os efeitos da frutose aguda e
crénica no LVM e encontraram diminuicdo do relaxamento a ACh, que foi associado a
via prostandides usando o inibidor indometacina. Entretanto, nossos resultados ndo
indicaram diferencas entre os grupos no relaxamento a ACh apds o bloqueio
farmacoldgico da COX. Além disso, Peredo et al. (2006, 2013) avaliaram 0s
prostanoides na aorta e no LVM ap06s incubacédo de frutose e tratamento cronico de ratos
em diferentes tempos e encontraram resultados variaveis com pequenas alteraces apés
4 semanas de frutose e maior desregulacdo ap0s 22 semanas e na incubacdo aguda,
incluindo diminuicéo das prostaglandinas vasodilatadoras como PGl;, e PGE; sendo um
dos efeitos negativos da alta ingestdo de frutose que poderd contribuir para o

desenvolvimento da SM.

Além das alteragbes funcionais observadas no LVM, foi realizada uma andlise
qualitativa por microscopia eletrénica de varredura da ultraestrutura dos vasos, para

avaliar um possivel dano endotelial devido a alta ingestdo de frutose. As imagens
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mostram uma ligeira desordem na superficie da camada do endotélio que é sugestiva de
algum desarranjo da camada intima com mudanca da forma e disposicdo das células
endoteliais. As alteragdes dos componentes da matriz extracelular e a migracédo celular
levam a alteracOes estruturais na parede do vaso. El-Bassossy et al. (2014) mostraram
aumento do colageno na aorta de ratos apds 12 semanas de alta ingestdo de frutose.
Além disso, Cannizzo et al. (2012) ndo mostraram diferencas na camada média da aorta
e artérias mesentéricas de camundongos do tipo selvagem. Por outro lado, Puyé et al.
(2004) encontraram aumento na espessura e area da camada média sem alteracGes no
didametro do lumen. Assim, € possivel observar que alteracdes estruturais podem estar se

iniciando no periodo de tratamento do nosso estudo.

Sumariando nossos resultados, 6 semanas de alta ingestdo de frutose leva ao estado de
distarbio metabdlico associado a resisténcia a insulina e aumento de gordura visceral,
sem hipertensdo, semelhante aos estagios iniciais da SM. A frutose promoveu disfungéo
vascular leve no LVM com vasoconstricdo aumentada associada ao desequilibrio dos
prostanoides derivados do endotélio sem inducdo significativa de COX-2. O
relaxamento induzido por ACh foi preservado, entretanto foi observado um pequeno,
mas significativo aumento no relaxamento mediado por NO associado a sobrexpressao
de iNOS. Nao houve alteracBes detectaveis na expressao das proteinas eNOS, Nox2 e
COX-2, apesar da tendéncia de reducédo de eNOS e aumento de COX-2 no grupo FRU.
Também ndo foram mostradas alteracdes na producdo dos anions superdxido nos vasos
mesentéricos.

Além disso, imagens ultraestruturais mostram um desarranjo da camada intima com
mudanca da forma e disposicdo das células endoteliais mostrando que as alteracGes
estruturais podem estar se iniciando no periodo de tratamento do estudo. Parece haver
um discreto espessamento da camada media, que sera analisado em estudos futuros por
meio da medida da espessura das camadas para que seja confirmado este resultado.
Acreditamos que alteracfes mais consistentes possam ser observadas em periodos de
tratamento mais longo, o que pretendemos analisar em projetos futuros, assim como
outras analises estruturais referentes a medida da espessura das camadas vasculares e a

quantificacdo de coldgeno que irdo complementar nossos estudos.



66

6 CONCLUSOES

Nosso estudo fornece uma contribuicdo importante para melhor compreender 0s
disturbios metabolicos que ocorrem nos estagios iniciais da sindrome metabolica, uma
vez que, mesmo com periodo de tratamento relativamente curto, foi possivel observar
alteracdes compativeis com as fases iniciais da doenca. Nosso estudo mostrou efeitos
cardiovasculares prejudiciais iniciais apos alta ingestdo de frutose. Foi mostrado que a
alta ingestao de frutose promoveu disfuncdo vascular leve no leito vascular mesentérico
com vasoconstricdo aumentada associada ao desequilibrio na via dos prostanoides
endoteliais. Acreditamos que o0 aumento no relaxamento mediado por NO associado a
sobrexpressdo de INOS possa ser devido ao processo inflamatorio que pode estar
relacionado a formacdo de complexos glicados que induzem a disfuncdo endotelial.
Nossos estudos colaboraram para melhor esclarecer o tempo decorrido dos eventos
relacionados a doenca cardiometabdlica nas diferentes etapas do seu desenvolvimento.
No entanto, observamos que sdo necessarios mais estudos, utilizando uma metodologia
correspondente para evitar divergéncias de resultados, avaliando diferentes periodos de
tratamento, a fim de esclarecer completamente esta cascata de eventos. Finalmente,
nossos dados estendem perspectivas futuras para entender a progressao da doenca e 0s
mecanismos envolvidos e assim possibilitar o desenvolvimento de melhores abordagens

clinicas e novas propostas de tratamento nos estagios iniciais da doenca.
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