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RESUMO

Introducio: A alta ingestao cronica de frutose mimetiza os estagios iniciais da sindrome
metabolica (SM), levando a alteragdes cardiometabdlicas progressivas. Uma vez que o
sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) estd relacionado as doengas
cardiovasculares em geral, levantamos a hipotese de que o tratamento com enalapril e

espironolactona atenuaria as alteragdes vasculares e metabolicas da sobrecarga de frutose.

Metodologia: Ratos Wistar com seis semanas de idade foram designados para receber
agua potavel (controles: CON) ou solu¢do de frutose a 10% (FRU) por 6 semanas.
Durante as ultimas trés semanas, uma amostra de ratos FRU recebeu enalapril (F-ENA)
ou espironolactona (F-ESP). A pressdo arterial sistdlica (PAS) foi avaliada por
pletismografia da cauda. A glicemia de jejum, a tolerdncia a insulina e glicose foram
medidas no final do acompanhamento por glicosimetro a base de tiras. A reatividade do
leito vascular mesentérico foi avaliada em um sistema de perfusdo. A andlise de Western

Blot foi realizada para iNOS, TNF-a, COX-2, SOD-1, SOD-2 e Catalase.

Resultados: A frutose aumentou a gordura visceral sem afetar o ganho de peso corporal,
enquanto apenas o enalapril evitou o acimulo excessivo de gordura e também diminuiu
0 peso corporal. A pressao arterial permaneceu inalterada em todos os grupos durante as
seis semanas. O grupo FRU apresentou aumento da glicemia de jejum, que foi atenuado
apenas pela espironolactona. A frutose também reduziu tanto a tolerancia a glicose quanto
a sensibilidade a insulina, que foi revertida pelo enalapril, enquanto a espironolactona
apenas preveniu as alteragdes na tolerancia a glicose. Ratos FRU tiveram aumento da
vasoconstri¢do induzida pela noradrenalina, que foi totalmente prevenida pelo enalapril,
mas ndo pela espironolactona. As diferencgas entre os grupos foram mantidas apds a
inibi¢ao da 6xido nitrico sintase e desapareceram ap0s a inibigado da cicloxigenase (COX).

As defesas antioxidantes foram afetadas pela frutose, mas pouco pelos tratamentos.

Conclusdes: As alteragdes metabolicas por sobrecarga de frutose foram acompanhadas
de aumento da vasoconstri¢ao relacionada aos prostandides constritores. Essas alteracoes

foram fortemente relacionadas a angiotensina-II, mas pouco aos mineralocorticéides.

Palavras-chave: Frutose, Sindrome Metabolica, Funcdo Vascular, Enalapril,

Espironolactona, Sistema Renina Angiotensina Aldosterona



ABSTRACT

Introduction: Chronic high fructose intake mimics the early stages of metabolic
syndrome (MS), leading to progressive cardiometabolic changes. Since the renin-
angiotensin-aldosterone system (RAAS) is implicated in cardiovascular diseases in
general, we hypothesized that treatment with enalapril and spironolactone would blunt
the vascular and metabolic alterations of fructose overload.

Methodology: Six-week-old male Wistar rats were assigned to receive drinking water
(controls: CON) or 10% fructose solution (FRU) for 6 weeks. During the last three weeks,
a sample of FRU rats received enalapril (F-ENA) or spironolactone (F-ESP). Systolic
blood pressure was evaluated by tail plethysmography. Fasting glucose, insulin and
glucose tolerance were measured at the end of the follow-up by strip-based glucometer.
Mesenteric vascular bed reactivity was evaluated in a perfusion system. Western Blot
analysis were performed for TNF-a, COX-2, SOD-1, SOD-2 and Catalase.

Results: Fructose increased visceral fat without affecting body weight gain, while only
enalapril prevented excessive fat accumulation and also decreased body weight. Blood
pressure remained unchanged in all groups during the six weeks. FRU group had
increased blood fasting glucose, which was mitigated only by spironolactone. Fructose
also reduced in both glucose tolerance and insulin sensitivity, which was reverted by
enalapril, while spironolactone only prevented glucose tolerance changes. FRU rats had
increased vasoconstriction elicited by norepinephrine, which was fully prevented by
enalapril, but not by spironolactone. Differences among the groups were maintained after
nitric oxide synthase inhibition and disappeared after COX inhibition. Antioxidant
defenses were affected by fructose but poorly by the treatments.

Conclusions: The metabolic changes by fructose overload were accompanied by
increased vasoconstriction related to constrictor prostanoids. These changes were

strongly related to angiotensin-II but poorly to mineralocorticoids.

Keywords: Fructose, Metabolic syndrome, Vascular function, Enalapril, Spironolactone,

Renin-angiotensin-aldosterone system.
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INTRODUCAO

Os habitos alimentares exercem forte influéncia no metabolismo corporal e os padroes
alimentares variam muito dentro e entre as populacdes (Popkin & Gordon-Larsen, 2004;
Cespedes & Hu, 2015). O aumento do consumo de agucar ¢ considerado, cada vez mais,
como um contribuinte para as epidemias mundiais de obesidade, diabetes, hipertensao e
seus riscos cardiometabdlicos associados. Importante destacar, que tais doencas também
podem ser prevenidas ou controladas, ainda que parcialmente, pela pratica de héabitos

alimentares saudaveis (WHO, 2014; Cespedes & Hu, 2015).

Como resultado de suas propriedades metabdlicas tinicas, o componente frutose do agucar
pode ser particularmente prejudicial. Dietas ricas em frutose podem produzir rapidamente
as principais caracteristicas da sindrome metabdlica (SM). Nas ultimas décadas, os
habitos alimentares mudaram em todo o mundo, e o consumo de frutose, principalmente
em bebidas agucaradas (SSBs - do inglés Sugar-Sweetened Beverages), aumentou
significativamente. As doencas metabolicas cronicas se tornaram em resultado comum
do estilo de vida ocidental moderno, marcado pela prevaléncia de disturbios metabolicos
como a obesidade, resisténcia a insulina (RI) e doencas complexas como a SM, que pode

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

O consumo elevado de frutose tem sido associado a comprometimento metabodlico e
desenvolvimento de SM (Bray et al., 2004; Havel et al., 2005; White et al., 2009; Kuzma
et al., 2016). De fato, tem havido um aumento progressivo no uso de frutose em bebidas
acucaradas e alimentos processados (Bray et al., 2004; Marriott el al., 2009; Walker et
al., 2014; Kuzma et al., 2016). O uso de frutose em alimentos processados vem
aumentando ao longo do tempo, especialmente em bebidas agucaradas, sendo o xarope
de milho rico em frutose (HFCS - do inglés High Fructose Corn Syrup) o adogante
calorico mais comum usado pela industria de bebidas (Bray, 2008) e tem contribuido

significativamente para o aumento do consumo de frutose.

As SSBs sdao uma importante fonte de adicdo de agucar em dietas em todo o mundo e
incluem refrigerantes, bebidas com sabor de frutas e bebidas esportivas. Em média, os
SSBs contribuem com aproximadamente 7% de calorias didrias (Kit et al., 2013) e quase
50% de agucares adicionados na dieta (ODPHP, 2015). Embora as tendéncias no consumo

de SSB tenham diminuido nos ultimos anos, quase 66% dos jovens dos EUA ainda
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consomem pelo menos um SSB por dia (Rosinger et al., 2017). Outros grandes
contribuintes para a ingestdo de agucar adicionado incluem doces e sobremesas,
contribuindo com aproximadamente 4% a 9% da ingestao de energia em fun¢ao da idade

(ODPHP, 2015; Vos et al., 2016).

As doengas ndo transmissiveis, que podem envolver a ma alimentagdo e o sedentarismo
como as causas mais comuns, estao entre as principais causa de morte em todo o mundo
(WHO, 2014). Dentro deste contexto a Organizacao Mundial da Saude (OMS) recomenda
a reducdo de acucares adicionados ou livres, principalmente em SSBs, como uma das
estratégias na prevengao e tratamento de varias doengas. A recomendacdo ¢ consumir
acucares livres no maximo 10% da ingestao total de energia (WHO, 2015). Entretanto,
de acordo com a OMS, o consumo de acgucares livres (por exemplo, frutose) varia
especialmente com a idade e o pais. Na Europa o consumo varia de 7% a 25% da ingestao
total de energia em diferentes paises (WHO, 2015) enquanto outros continentes como
América do Sul e Oceania (Tappy & Le, 2010) apresentam maior consumo. No Brasil, o
consumo de SSBs aumentou aproximadamente 400% de 1974 a 2003 (Levy-Costa et al.,
2005). Em 2009, o consumo de SSBs por adultos brasileiros foi de aproximadamente 100

ml/dia (IBGE, 2011).

O maior consumo de SSBs estd consistentemente associado a indices de maior risco
cardiometabolico. A carga de acucar contida em bebidas adogadas pode induzir o rapido
aumento de agucar no sangue, resisténcia a insulina e levar a mudancas no perfil lipidico
e pressao arterial. Por sua vez, hiperglicemia, resisténcia a insulina, aumento de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e triglicerideos podem desencadear respostas
inflamatorias e a producdo de radicais livres que afetam as funcdes vasculares (Malik, et
al., 2013). O consumo humano de bebidas adogadas 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 2 (DM2) (Malik et al., 2013).

A SM ¢ uma doenca caracterizada pela ocorréncia de maultiplos fatores de risco
cardiometabolico, incluindo achados clinicos e bioquimicos como a obesidade visceral,
intolerancia a glicose/resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensdo, que juntos
aumentam o risco de desenvolvimento de DCV e DM2 (Wajchenberg et al., 1994; Ford
et al.,, 2002; Eckel et al., 2005; Huang, 2009). Além dessas doencas, o aumento da

reatividade vascular a noradrenalina (Baron et al.,1994) e resisténcia a insulina associada
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com o aumento da atividade simpatica (Thorp & Schlaich, 2015) também estao

associados a SM.

A SM tornou-se um tema de importante investigacdo e estudo no ambito cientifico
(Johnson et al., 2009; Stanhope & Havel, 2009; White, 2009), uma vez que, a doenga e
suas complicagdes tem grande relevancia para a saude publica, pois contribui com o
aumento dos riscos de desenvolvimento DM2, doengas coronarianas € o consequente

aumento da mortalidade atibuida a estas doengas (Cheng et al., 2014).

Modelos experimentais que utilizam dieta rica em frutose sdo amplamente empregados
para mimetizar as desordens metabolicas causadas pela ado¢do de maus habitos
alimentares observadas em humanos. Em geral sdo utilizadas para desencadear o
aparecimento de sinais caracteristicos da SM, permitindo assim, avaliar os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da mesma (Havel, 2005; Tran et al., 2009; Kennedy et
al., 2010; Hernandez-Salinas et al., 2015; Sil et al., 2015). A ingestdo cronica de frutose
pode também desencadear aumento no tecido adiposo visceral, considerado uma

caracteristica marcante da SM (Bursac et al., 2014).

Estudos utilizando animais experimentais mostraram que o consumo cronico de frutose
induz distarbios metabdlicos que mimetizam muitos fatores da SM humana, incluindo
hipertensao, trigliceridemia e hiperinsulinemia (Hwang et al., 1987; Nagai et al.2002). O
papel da alta ingestdo de frutose no desenvolvimento de condi¢des que mimetizam a SM
em humanos tem sido demonstrado em diversos estudos (Qin et al., 2004; Giani et al.,

2009; Li et al., 2012; Maithilikarpagaselvi et al., 2015).

1.1 FRUTOSE

1.1.1 Caracteristicas Gerais e Aspectos Bioquimicos do Metabolismo da Frutose

A frutose tem seu nome originario da palavra latina fructus, sendo as frutas uma
importante fonte de frutose. Foi isolada pela primeira vez em 1847 a partir da cana-de-
acucar (Wang & Van, 1981). A frutose ¢ um actcar simples, do grupo das hexoses,

apresenta a formula quimica (C¢Hi120¢) igualmente a da glicose, diferindo apenas pela
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posicao do grupo carbonila, que na frutose encontra-se no carbono 2 fazendo com que ela
pertenca ao grupo das cetoses, enquanto na glicose encontra-se no cabono 1 fazendo com
que ela pertenca ao grupo das aldoses (L& & Tappy, 2006). Embora a frutose e a glicose
sejam ambos monossacarideos com formulas muito semelhantes, suas vias de
metabolismo sdo divergentes tanto nos enterocitos quanto nos hepatécitos (Ferraris et al.,

2018; Hannou et al., 2018; Mortera et al., 2019; Hoffman et al., 2019).

As alteracoes promovidas pela frutose estdo diretamente relacionadas ao seu
metabolismo. Devido as caracteristicas peculiares do seu metabolismo, a frutose pode
induzir cada um dos fendmenos associados a SM como obesidade visceral, resisténcia a
insulina, dislipidemia e hipertensdo arterial. A maior parte do metabolismo da frutose
ocorre no figado (50-75%), sendo a parte restante metabolizada principalmente pelos rins
e adipdcitos (Froesch, 1972; Van, 1988). Apds ingerida a frutose ¢ absorvida no intestino
delgado via difusao facilitada, especialmente via transportador de glicose tipo 5 (GLUT-
5) e transportador de glicose tipo 2 (GLUT-2) (Thorens & Mueckler, 2010).

Contrariamente a glicose, o metabolismo da frutose ndo requer hidrélise de ATP, é
independente da absor¢do de so6dio € nao depende da estimulacdo pela insulina (Corpe et
al., 1999; Cortez-Pinto et al., 1999; Douard & Ferraris, 2008; Taapy & L¢, 2010). Apos
a absorcdo, a frutose ¢ difundida, por meio dos vasos sanguineos, da veia porta até o
figado sendo transportada pelo GLUT-2 (Mayes, 1993; Tappy & Lé, 2010). A absor¢ao
de frutose no figado e nos musculos ocorre via transportador GLUT-2 e ¢ independente
de insulina. A frutose estimula a produg¢do de glicogénio (Petersen et al., 2001) e contribui

para o aumento da produc¢do de triglicerideos e acetil-CoA (Feinman & Fine, 2013).

O primeiro passo no metabolismo da frutose € sua rdpida conversdo em frutose-1 fosfato
pela enzima frutoquinase (Hallfrisch, 1990; Johnson et al.,2013). A frutoquinase possui
duas isoformas: tipo A e tipo C. A frutoquinase C € expressa principalmente no figado e
¢ responsavel pela rapida depuragdo da frutose na circulagdo. A frutoquinase A ¢
distribuida em compartimentos extra-hepaticos e tem menor afinidade pela frutose,
quando comparada a isoforma hepatica (Ishimoto et al., 2012). A frutose-1-fosfato ¢é
clivada em duas trioses, diidroxiacetona e gliceraldeido-fosfato via enzima aldolase B e
esses metabolitos sdo incorporados por diferentes vias que levam a sintese descontrolada

de triglicerideos, glicose ou glicogénio. (Feinman & Fine, 2013).
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As duas trioses poderdao seguir trés caminhos distintos, com finalidades diferentes:
participar da via glicolitica fornecendo piruvato e liberando energia; a diidroxicetona
fosfato pode ser reduzida para glicerol-3-fosfato, necessario para a sintese de
triacilglicerol (TAGQG), fosfolipidios e outros lipidios e, finalmente, a diidroxicetona
fosfato pode ser condensada pela aldolase até formar a frutose-1,6-bifosfato e, a partir
dessa, formar glicose ou glicogénio. Dessa forma, dard origem ao piruvato, lipidios e ao
glicogénio. Na Figura 1, estdo apresentadas as vias metabolicas da frutose e a inter-
relagdo com o metabolismo lipidico e glicidico. Como o metabolismo da frutose nao ¢
afetado pelo passo regulador da glicolise, fosforilagdes da frutose podem levar a deplegao
de ATP e ao aumento na sintese de TAG. (Hallfrisch, 1990; Mayes, 1993; Barreiros et
al., 2005).
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Figura 1: Vias metabolicas da frutose e a inter-relagdo com o metabolismo lipidico e glicidico. Fonte:

Além disso, a etapa inicial do metabolismo da frutose, sua fosforilagdo a frutose-1 fosfato,

ocorre com hidrélise do ATP, gerando AMP e acido trico (Kurtz et al., 1986). Niveis

excessivos de acido urico, por outro lado, promovem dano oxidativo, proliferacdo de

células musculares lisas e ativagdo da cascata inflamatoria. Por sua vez o aumento do

acido urico pode contribuir com varios aspectos da SM, incluindo hipertrigliceridemia,
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hiperglicemia, resisténcia a insulina, aterosclerose e hipertensao (Nakagawa et al., 2006;

Sanchez-Lozada et al., 2007; Zhang et al., 2017).

No entanto, 0os mecanismos envolvidos nos efeitos cardiovasculares de uma dieta rica em
frutose ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Neste estudo, nos investigamos o papel
do SRAA nas alteragdes cardimetabolicas promovidas pela frutose em nosso modelo

experimental, que mimetiza estagio iniciais da SM.

1.2 SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA (SRAA), SINDROME
METABOLICA E FRUTOSE

Nosso estudo anterior mostrou que seis semanas de alta ingestdo de frutose em ratos
Wistar leva a disturbios metabolicos e aumento da vasoconstri¢ao, que foi relacionada
aos prostanodides constritores endoteliais (Sousa et al., 2017). Dados recentes apontam
para uma hiperatividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) sob
sobrecarga de frutose (Kim et al., 2020), enquanto o SRAA ¢ conhecido por desencadear
a ativa¢do da COX-2 para a produgdo de prostanoides constritores (Quadri et al., 2016).
Nesse sentido, aqui, pretendemos explorar o papel do SRAA nas alteragdes vasculares e

metabdlicas que encontramos em nosso estudo anterior (Sousa et al., 2017).

Evidéncias sugerem um papel importante do SRAA nos mecanismos patogénicos
envolvidos no modelo de SM induzido por frutose (Miatello et al., 2004) e que o SRAA
vascular parece mediar a disfungdo vascular e o estresse oxidativo vascular em ratos
submetidos a dieta rica em frutose (Nyby et al., 2007). A dieta com frutose aumentou a
expressao da enzima conversora de angiotensina (ECA) e do receptor de angiotensina |
(AT-1) e diminuiu a expressdo da enzima conversora de angiotensina Il e do receptor de
angiotensina II (AT-2) no coragdo de ratas ovariectomizadas. Por outro lado, a reposi¢do
de estradiol parece reverter os efeitos da dieta com frutose no SRAA (Miatello et
al.,2004). Bundalo e colaboradores (2016) mostrou que a dieta rica em frutose induziu
mudangas especificas de género na expressao de proteinas do SRAA no coragdo e aorta

de ratos machos.

O enalapril, um anti-hipertensivo, inibidor da enzima conversora de angiotensina (IECA)

vem sendo relacionado em estudos clinicos e experimentais a melhora de fatores de risco
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associados a SM como hiperglicemia, dislipidemia e ganho de peso (Al-thanoon &
Mahmood, 2012, Arivazhahan et al., 2017). Al-thanoon & Mahmood (2012) apds um
estudo realizado com cento e vinte e seis pacientes hipertensos recém-diagnosticados com
outros marcadores de SM mostraram que tanto a losartana quanto o enalapril produziram
redugdo significativa dos marcadores da SM sugerindo que podem ser considerados
medicamentos eficazes para o tratamento da hipertensdo em pacientes com SM. Além de
sua de sua utilidade anti-hipertensiva, o enalapril pode ser considerado como componente
de esquemas terap€uticos para combater o ganho de peso, hiperglicemia e dislipidemia
observados na SM (Arivazhahan et al., 2017). Além disso, o tratamento com enalapril
foi eficaz na proteg@o contra a resisténcia a insulina e a doenca hepatica gordurosa nao
alcodlica, aumentando a agdo da insulina hepatica, a leptina e a gliconeogénese, ¢
reduzindo a via lipogénica e o acimulo de lipidios no figado de camundongos (Frantz et

al., 2014).

Estudos mostram que os IECA melhoram a resisténcia a insulina induzida pela alta
ingestdo de frutose em ratos e que este efeito ¢ dose-dependente (Erlich et al., 1995).
Enalapril e candesartana atenuaram a hipertensao induzida por dieta rica em frutose,
albumindria, hiperfiltracdo glomerular e dano renal em modelo de ratos sensiveis ao sal
(Xu et al., 2021). O tratamento com enalapril melhora os componentes da SM e tem
efeitos diretos na reducdo dos niveis séricos de grelina independentes da SM (Aygen et
al., 2015). Além disso, a disfuncao endotelial € o aumento do estresse oxidativo em aortas
de ratas ovariectomizadas foram inibidos ou revertidos pela inibi¢do cronica do sistema
renina angiotensina com enalapril ou valsartana (Yung et al., 2011). Dessa forma,
acreditamos que o enalapril tem potencial para promover efeitos benéficos nas alteracdes

metabolicas e vasculares em nosso modelo experimental.

Além disso, evidéncias apoiam um papel crucial da aldosterona na patogénese e
progressao da sindrome cardiometabdlica. Conforme descrito por Sowers e colaboradores
(2009) niveis plasmaticos elevados de aldosterona contribuem diretamente para a
resisténcia a insulina, disfuncdo endotelial, hiperfiltracio glomerular e excesso de
vazamento glomerular e tubular de albumina; processos que levam ao remodelamento
cardiovascular e renal. Niveis plasmaticos aumentados de aldosterona estdo associados a
resisténcia a insulina independente de outros componentes da sindrome metabolica

(Bochud et al., 2006; Giacchetti et al., 2007). Em pacientes com hiperaldosteronismo

primario, a ressec¢ao de tumores produtores de aldosterona e o tratamento farmacologico
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diminuem os niveis de insulina e glicose no sangue, o que indica uma melhora na

sensibilidade a insulina (Catena et al., 2006; Giacchetti et al., 2007).

Adicionalmente, estudos tem mostrado que a aldosterona, por si s6 promove inflamagao
e a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nos vasos (Rajagopalan et al., 2002;
Leopold et al., 2007), no rim (Miyata et al., 2005; Fujisawa et al., 2004) e no coragdo
(Sun et al., 2002), independente dos efeitos da angiotensina II. Além disso estudos
clinicos mostraram que niveis elevados de aldosterona no plasma podem facilitar o
desenvolvimento de resisténcia a insulina, aumentando o estresse oxidativo e mudando a
sinalizacdo da insulina, com consequente diminui¢do do transporte de glicose (Bender et
al., 2013). Em condicdes clinicas caracterizadas por aumento obesidade, a ativacio de
receptor de mineralocorticoide (MR) por glicocorticdides, além da aldosterona,
potencializa ainda mais a inflamacao, estresse oxidativo, fibrose e resisténcia a insulina
(Nagase et al., 2006; Fallo et al., 2006). Por sua vez, o bloqueio do receptor de (MR)
demonstrou reverter os aumentos relacionados a obesidade nas adipocinas pro-
inflamatorias TNF-alfa, MCP-1 e IL-6 e melhorar a expressao de adiponectina. (Campion

et al., 1998; Guo et al., 2008).

O papel da aldosterona despertou interesse no contexto da SM a partir de estudos
relacionando o bloqueio da aldosterona sendo benéfico na redugao da pressao arterial de
pacientes com SM (Suzuki et al., 2013). No entanto, o impacto da inibi¢ao do receptor de
mineralocorticoide no metabolismo lipidico e de glicose, que estao prejudicados na SM,

¢ em grande parte desconhecido, alguns estudos relatam esse papel.

Neste contexto, existem evidéncias de que a espironolactona, um antagonista do receptor
de mineralocorticdide, melhora a glicemia, o metabolismo lipidico, esteatose hepatica,
inflamagdo, além de suprimir a gliconeogénese induzida por dieta com alto teor de
gordura e dieta rica em frutose (Wada et. al., 2010). A espironolactona também foi capaz
de melhorar a resisténcia a insulina e reverter parcialmente a intolerancia a glicose
diminuida na doenca renal cronica em pacientes e ratos (Hosoya et al., 2015). Outros
achados evidenciam que o tratamento com espironolactona melhorou significativamente
a resisténcia a insulina em ratos tratados com aldosterona + frutose (Sherajee et. al.,
2013). Além disso, Neves et. al (2003) mostraram que a espironolactona pode diminuir
os niveis da pressdo arterial, corrigir parcialmente anormalidades estruturais vasculares e

reduzir a disfungdo endotelial (Neves et al., 2003). Esses resultados indicam que a
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inibicado do MR pode ser uma abordagem terapéutica benéfica para fenétipos de sindrome

metabodlica e figado gorduroso induzidos por dieta.

A espironolactona inicialmente foi amplamente utilizada como diurético poupador de
potéassio em estados de sobrecarga de volume, como insuficiéncia cardiaca congestiva,
cirrose ¢ hiperaldosteronismo primario (Gasparo et al., 1987; Williams, 2003).
Posteriormente, estudos como o RALES (Randomized Aldactone Evaluation Study)
mostrou que os antagonistas dos receptores mineralocorticdides reduziram os eventos
cardiovasculares. Este estudo demonstrou que uma dose baixa de espironolactona
melhorou a morbidade e mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca grave (Pit
et al., 1995). Outros estudos também relataram que uma dose baixa de espironolactona
tem efeitos benéficos no desenvolvimento de disturbios cardiometabdlicos durante o
excesso de androgeno gestacional e ratas ovariectomizadas (Olatunji et al. 2017; Olatunji

et; 2019).

Medicamentos atuais usados para tratar comorbidades associadas a resisténcia a insulina
(como hipertensdo) podem afetar a sensibilidade a insulina em alguns individuos (Ofili et
al., 2011; Campbell & Blumenthal, 2012). Assim, compreender os mecanismos
especificos que contribuem para o desenvolvimento da resisténcia a insulina em um nivel
individual ¢é essencial para projetar uma preven¢do mais eficaz e personalizada e
estratégias de tratamento. Alguns estudos mostram que o bloqueio do SRAA previne a
resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (Abuissa et al., 2005; NAVIGATOR Study Group,
2010; van der Zil et al.,, 2011), sugerindo que diferencas interindividuais podem
contribuir para os efeitos do SRAA no desenvolvimento da resisténcia a insulina. Estudos
in vitro e in vivo destacam a natureza complexa e os multiplos mecanismos pelos quais o
SRAA influencia a resisténcia a insulina, proporcionando assim caminhos para futuras

investigagoes em humanos.

Dessa forma, no presente estudo, nos investigamos o papel do SRAA nas alteragdes
cardimetabolicas promovidas pela frutose em nosso modelo experimental, que mimetiza
estagio iniciais da SM, esperancosamente, ao melhorar nossa compreensdao dos
mecanismos pelos quais a frutose pode causar doengas, seremos capazes de trazer
abordagens mais assertivas e abrangentes para lidar melhor com nossas atuais epidemias

metabolicas.



29

1.3 HIPOTESE

Dessa forma, levantamos a hipotese de que o tratamento farmacoldgico com enalapril ou
espironolactona podem oferecer beneficios terapéuticos significativos para melhora de
parametros metabdlicos e cardiovasculares, em especial sobre a reatividade vascular do
leito mesentérico, de ratos normotensos submetidos a dieta rica em frutose e possam atuar
como alternativas importantes a serem consideradas para auxilio no controle de
parametros que caracterizam a SM e suas complicacdes vasculares relacionadas a

disfuncao endotelial.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o papel do sistema renina-angiotensina-aldosterona nas alteracdes vasculares e

metabolicas induzidas pela alta ingestao de frutose em ratos normotensos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar os efeitos do tratamento com enalapril e espironolactona em ratos com dieta

rica em frutose, em relagao:

- A parametros ponderais, deposi¢do de gordura visceral, pressdo arterial sistolica,

glicemia de jejum, teste de tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina;

- A resposta vascular de contracdo a noradrenalina (NOR) e a resposta vascular de

relaxamento a acetilcolina (ACh);

- A participacdo da via do 6xido nitrico e dos prostanodides derivados da ciclooxigenase
nas respostas a8 NOR e a ACh;
- A expressao de proteinas: iNOS, COX-2, TNF- a, SOD-1, SOD-2 e Catalase.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus), 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 animais foram mantidos em ambiente com iluminagao artificial (ciclo claro-escuro de
12h), temperatura de 20-25 °C e as gaiolas permitiram o livre acesso dos animais a
ingestdo de agua e racdo (ragdo padrdo para biotérios, Purina Labina, SP — Brasil). Os
protocolos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFES
(CEUA- UFES) - n° 21/2018 - e conduzidos de acordo com as diretrizes de pesquisa
biomédica para cuidado e uso de animais de laboratério, como recomendado pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal CONCEA (CONCEA-MCT,
2016).

3.1.1 Declaracio de Reutiliza¢do de Dados

Este estudo seguiu um desenho otimizado para reduzir o uso de animais, com alguma
reutilizacdo de dados apds rigorosa verificagdo estatistica. Como ja haviamos estudado
diferencas entre ratos controle e alimentados com frutose, no presente estudo reutilizamos
parte dos dados relacionados a reatividade vascular. Aqui, apresentamos uma continuagao

desta pesquisa, explorando o SRAA pela inclusdo de dois novos grupos.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram aleatoriamente separados em quatro grupos experimentais:
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1) CON: grupo controle, mantidos com agua potavel por seis semanas. A partir da
terceira semana foram tratados com o veiculo (carboximetilcelulose - 0,5%) via

orogastrica por 21 dias.

2) FRU: grupo frutose, mantidos por seis semanas com frutose 10% em agua
potavel. A partir da terceira semana foram tratados com o veiculo

(carboximetilcelulose - 0,5%) via orogastrica por 21 dias.

3) F-ENA: grupo frutose + enalapril, mantidos por seis semanas com frutose 10%
em agua potavel. A partir da terceira semana foram tratados com enalapril (20

mg/kg/dia) via orogéstrica por 21 dias.

4) F-ESP: grupo frutose + espironolactona, mantidos por seis semanas com frutose
10% em agua potavel. A partir da terceira semana foram tratados com

espironolactona (100 mg/kg/dia) via orogéstrica por 21 dias.

3.3 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Os experimentos foram realizados seguindo-se o cronograma abaixo (figura 2):

r - a a
Inicio do 32 62
Protocolo Semana Semana
T T |
i I !
v ¥ v
- Peso corporal - Peso corporal
- Peso corporal - Glicemia de jejum - Glicemia de jejum
- Glicemia de jejum _PAS -TTGeTTI
-PAS - Inicio do tratamento -PAS
- Inicio: frutose 10% (Enalapril e Espironolactona) - Reatividade Vascular

- Coleta de amostras

Figura 2: Organograma do Protocolo Experimental. PAS: pressdo arterial sistolica; TTG: teste de

toleréncia a glicose; TTI: Teste de tolerancia insulina.
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3.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS BIOLOGICOS

3.4.1 Evolugao ponderal e coleta de amostras

Os animais foram pesados no inicio do protocolo experimental e separados
aleatoriamente entre os grupos e foram pesados semanalmente durante o
acompanhamento. No fim desse periodo, os animais foram anestesiados com associagdo
de ketamina/xilazina (100/10 mg/kg, ip.) e a gordura visceral foi cuidadosamente
dissecada e coletada em seus trés componentes (gordura retroperitoneal, mesentérica e
epididimal) e pesadas separadamente utilizando uma balanga analitica de precisdo. Para
calculo da gordura visceral foi realizado uma somatéria do peso das gorduras epididimal,
retropetironeal e mesentérica de cada animal. Além disso, em parte dos animais os ramos
mesentéricos foram cuidadosamente dissecados sob condicOes ideais, removidos e

armazenados para realizagao de Western Blot.

3.4.2 Glicemia em Jejum, Teste de Tolerancia a Glicose e Insulina

A avaliag@o da glicemia de jejum e os testes de tolerancia a glicose e a insulina foram
realizados como descrito por Lirio (2016). A glicemia de jejum foi avaliada na linha de
base e apoOs trés e seis semanas de protocolo. Apos jejum de aproximadamente 12 horas,
amostras de sangue foram obtidas da veia da cauda e os niveis de glicemia de jejum foram

medidos por glicosimetro a base de tiras (Accu-Chek Active, Roche, Alemanha).

Ao final das seis semanas de acompanhamento o teste de tolerancia a glicose (TTG) foi
realizado apos um periodo de jejum de 12 horas e consiste na aferi¢do da glicemia basal,
antes da administragdo de glicose (2 mg/kg, ip) e nos tempos 5, 10, 20, 30, 60, 90 e 120

minutos apds a administragao.

Para determinar a tolerincia a insulina, insulina exdgena (1 Ul/kg, ip) foi administrada
apo6s jejum de 6 h, e amostras de sangue foram coletadas sequencialmente nos intervalos

de 0, 15, 30, 45, 60 € 120 minutos.

Para todos os testes as amostras de sangue foram obtidas da veia da cauda e os niveis de

glicemia foram medidos por um glicosimetro (Accu-Chek Active, Roche, Alemanha).
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3.4.3 Medidas de Pressao Arterial Sistélica (PAS)

A pressdo arterial sistolica (PAS) foi avaliada em trés momentos do estudo:
-Basal: no inicio do estudo

-Terceira semana do estudo: apos trés semanas de estudo (onde os grupos ja recebiam a
frutose na agua de beber, exceto o grupo controle) e antes de iniciar os tratamentos

farmacoldgicos com enalapril e espironolactona.
-Final: ap6s seis semanas de protocolo experimental.

As medidas foram obtidas, nos animais acordados, por meio de método indireto ndo
invasivo, pletismografia de cauda similar a outros estudos (Baldo et al.,2011; Lirio et al,
2016; Sousa et al, 2017). Conforme mostrado na figura 3, em um aparelho pletismografo
(Insight, Sdo Paulo, Brasil), os animais foram acondicionados em uma camara aquecida
(38-39 °C), com um cuff de pulso pneumatico acoplados na regido proximal da cauda.
Um esfingmomanometro foi insuflado e desinsuflado automaticamente e o valor da PAS
foi obtido através dos sinais do transdutor acoplado a um computador. Todos os animais
foram adaptados ao procedimento antes da obtengdo dos registros. Apos o periodo de
aclimatacdo, onde os animais por trés vezes, em dias diferentes, por dez minutos, foram
submetidos a mesma situacdo de medida da PAS e apoés verificar se todas as condigdes
estavam adequadas (posi¢ao, adaptacdo e relaxamento do rato; temperatura e posi¢ao do

cuff) foram feitas trés medidas para o calculo da média aritmética da PAS de cada animal.

Figura 3: Plestismografo de cauda utilizado para medidas de pressdo arterial sistolica (PAS).
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3.5 PREPARACAO DO LEITO VASCULAR MESENTERICO (LVM)

O leito vascular mesentérico (LVM) foi isolado segundo descricdo de McGregor (1965).
Apos a anestesia com associacao de 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 e cateterizada com uma canula de polietileno (PE50) em
sua porcdo mais distal, enquanto sua por¢do mais proximal serd coletada para outras
finalidades. Imediatamente, por meio de uma bomba peristaltica (Ismatec AS
Laboratorium Stechnik, Switzerland), o leito foi perfundido (4,0 mL/min) com solucao
nutridora Krebs-Henseleit modificada, gaseificada por borbulhamento com carbogénio
(95% O3, 5% CO7) e mantida a 37°C. Entao o leito como um todo foi cuidadosamente
removido, liberado em sua borda dos intestinos, e colocado num banho de 6rgio isolado.
A pressdo de perfusdo foi medida por meio de um transdutor de pressdo (TSD104A;
BIOPAC Inc., USA) conectado a um sistema de aquisi¢do de dados (MP100; BIOPAC
Inc., USA) e os dados foram registrados via software (Acgknowledge 3.9 for Windows;
Biopac Inc.).

Figura 4: Fotografia da artéria mesentérica superior e do leito mesentérico. (A) artéria mesentérica
superior. (B) leito mesentérico, apds cateterizagdo da artéria mesentérica, sendo perfundido pela solugdo

nutridora. Fonte: acervo do Laboratorio de Hipertensdo Experimental-UFES.
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3.5.1 Reatividade vascular no LVM

Para a avaliacdo da relatividade vascular a pressao de perfusao (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 Aquisicao e Analise de Dados). Apds 30
minutos de estabilizagdo, foram obtidas curvas concentracao-resposta por injecoes in
bolus (0,1 ml, ~ 101> 10 M) de noradrenalina (NOR - Hipolabor, Belo Horizonte, MG)
e (0.1 mL, 10711072 M) acetilcolina (ACh - Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
diretamente na corrente de perfusdo. Para ACh, o PP basal foi previamente elevado por
vasoconstricdo provocada com NOR (6-30 uM) adicionado na solugdo fisiologica. As
respostas 8 NOR e ACh foram estudadas em auséncia de inibidores farmacoldgicos (curva
controle) e posteriormente, ap6s 20 minutos de bloqueio, foram realizadas novamente em
presenga de inibidores. Foram utilizados os seguintes inibidores farmacologicos para o
bloqueio das vias:

- N®-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, 100uM - uM - Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) — Inibidor ndo seletivo da oxido nitrico sintase (NOS);

- Indometacina (INDO, 10uM- - Farmécia Alquimia, Vitoria, ES, Brasil) — Inibidor

nao seletivo da ciclooxigenase (COX).

3.5.2 Analise dos resultados de reatividade vascular

Para a analise de respostas de vasoconstri¢cao induzida por farmaco, cada dose de farmaco
administrada sob perfusdo de pressao basal (P1) conduz a uma elevacao na perfusdo de
pressdo (P2). A resposta de vasoconstri¢ao foi calculada como o APP evocado, como se
segue: APP = P2-P1. Para a analise de respostas de relaxamento induzida por farmaco, a
perfusdo de pressao basal (P1) foi elevada (P2) constantemente pela adigdo de NOR na
solucdo fisioldgica. Em cada dose de farmaco administrada, a pressao 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:
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relaxamento (%) = 100 * (P2-P3)/(P2-P1). Para cada curva dose-resposta foi calculada a
area abaixo da curva (AUC) e diferenca entre as AUCs (dAUC) em relagdo AUC da

curva controle.

3.6 DETERMINACAO DA EXPRESSAO PROTEICA POR WESTERN BLOT

Para analise da expressdo de iNOS, TNF-a, COX-2, SOD-1, SOD-2 e Catalase. A técnica
utilizada foi a de a de Western Blot sendo utilizado o sistema descrito por Laemmli

(1970).

3.6.1 Extracao 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 at¢ o momento da
homogeneizagdo, que foi em 150 pL tampado de extragdo [Tris-HCL pH 7,4 (10 mM),
PMSF (1 mM), NaVOs3 (1 mM), SDS (1%), DTT (0,5 mM), EDTA (5 mM) e coquetel de
inibidor de protease Diluigdo 1: 100)]. A homogeneizacao foi realizada utilizando-se um
banho ultra-sénico, sendo seguida de centrifugagdo 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 realizagdo da expressao das proteinas analisadas.

3.6.2 Dosagem das proteinas

A determinacdo do contetido 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 pogo da placa. A
solugdo padrao foi obtida a partir de diluicdes de albumina do soro bovino (BSA) em

agua destilada com concentragdo estoque final de 1mg/mL. Essa solucdo foi diluida para
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a obteng¢do da curva padrao com as seguintes concentragdoes 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 4gua destilada).
Aliquotas dos homogenatos dos ramos mesentéricos foram utilizadas como amostras.
Aplicou-se 5 uL das amostras de proteina em cada placa e adicionou-se 195 uL de
reagente Bradford. Apds 5 minutos foi efetuada a leitura da absorbancia no comprimento

de onda de 595 nm em espectrofotometro. Todas as amostras foram feitas em duplicata.

3.6.3 Eletroforese em gel desnaturante (SDS-PAGE)

Foram realizados testes preliminares de forma a alcancar e estabelecer as melhores
condigdes de separagdo, qualidade da banda e dilui¢cdes do anticorpo e assim obter uma
melhor otimizacdo das condi¢des do Western Blot. Foi feita a eletroforese em gel
(acrilamida/bisacrilamida 30%), com gel de separagdo a 10% nos extratos proteicos 25
ng . O gel de separagao foi preparado em tampao contendo 1,5 M tris-HCI pH 8,6 ¢ 0,1%
de SDS e o gel de empacotamento a 4% em tampao 0,5 M tris-HCI pH 6,8 e 0,1% de
SDS. As amostras foram aplicadas nos géis na presenga de tampao de amostra (Tris-HCI,
SDS, DTT e azul de bromofenol). Antes da aplicagdo 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 80 volts até a finalizagao

da separagao.

3.6.4 Transferéncia das proteinas

Apos a separagdo das proteinas por eletroforese, foi realizada a transferéncia das proteinas
para uma membrana de nitrocelulose em cuba molhada (Biorad) na presenca do tampao
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.
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3.6.5 Incubacio dos anticorpos

Apo6s a transferéncia das bandas de proteinas, as membranas de nitrocelulose, foram
incubadas por 4 h em uma solucdo de leite livre de gorduras (5%) em tampao TBS- tween
0,1% (20 mM de tris-HCI pH 7.4 e 150 mM de NaCl), 4 °C sob agitacdo leve para
realizagao do bloqueio de sitios inespecificos. Em seguida, foi realizada a incubagao com
os seguintes anticorpos primadrios: anti-iNOS (1:500, BD Transduction Laboratories);
anti-COX-2 (1: 200, Cayman Chemical); anti-TNF-a (1:200, Santa Cruz, Biotecnologia),
anti-SOD-1  (1:2000, Sigma Aldrich), anti-SOD-2 (1:1000, BD Transduction
Laboratories), anti-Catalase (1:20000, Sigma Aldrich) anti-p-actina (1: 1500, Santa Cruz

Biotecnologia) overnight a 4 °C sob agitacdo leve.

Apo6s este periodo, as membranas foram lavadas em tampao TBS-tween 0,1%, sob
agitacdo leve em temperatura ambiente (aproximadamente 20 a 24°C) e incubadas com o
anticorpo secundario conjugado com peroxidase (1: 5000, Abcam Inc) por 1 hora, a
temperatura ambiente (aproximadamente 20 a 24°C), sob agitacdo suave, seguida de
lavagem com tampao TBS-tween 0,1%, e posteriormente com tampao TBS. Para a
detec¢do da ligagdo proteina-anticorpo foi realizada a incubagdo 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 expressao das
proteinas foram normalizados para B-actina. Os dados sdo de quatro experimentos

independentes (Géis).

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram apresentados como média + erro padrao da média (EPM). As curvas
dose-resposta foram analisadas por andlise de variancia (ANOVA) de duas vias seguido
do teste de Bonferroni e para as demais comparagdes foi utilizado ANOVA de uma via
seguido do teste de Bonferroni ou Tukey, ambos analisados via software (Graphpad

Prism, versao 8.0, GraphPad, EUA). O nivel de significancia estabelecido foi p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 PARAMETROS PONDERAIS

Os animais iniciaram o protocolo experimental com peso corporal semelhante. Ao final
de 6 semanas, os grupos CON e FRU ndo tratados apresentaram peso corporal
semelhante, animais tratados com espironolactona seguiram o mesmo padrdo, enquanto
animais tratados com enalapril tiveram menor peso corporal final e tiveram menor ganho

de peso (figura SA-B).
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Figura 5: Parametros basicos. Valores de peso corporal em gramas (g) nos grupos (0) CON, (e) FRU, (o)
F-ENA (®) F-ESP, ao final de 6 semanas de seguimento. (A) Valores de peso corporal final. (B) Delta do
peso corporal (Ganho de peso). Dados foram expressos como média = EPM, n= (10) por grupo. *p<0,05

entre os grupos.
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Embora observada tendéncia em aumento na deposicao das gorduras analisadas de forma
isolada (Figura 6A-C), pela frutose as diferengas estatisticas foram evidenciadas apenas
na gordura visceral, onde os animais submetidos a dieta rica em frutose apresentaram
aumento da gordura visceral (Figura 6D), que foi fortemente neutralizado pelo enalapril,
mas nao pela espironolactona. Além disso, o enalapril teve menor acimulo da gordura

mesentérica quando comparado ao grupo FRU.
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Figura 6: Deposi¢do de gordura em gramas (g) nos grupos (o) CON, (e) FRU, (o) F-ENA (=) F-ESP, ao
final de 6 semanas de seguimento. (A) Valores de gordura Retroperitoneal. (B) Gordura Epididimal. (C)
Gordura mesentérica. (D) Gordura Visceral. Dados foram expressos como média = EPM, n= (10) por

grupo. *p<0,05 entre os grupos.
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4.2 PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA (PAS)

Em nosso estudo ndo houve alteragdes nos valores da pressao arterial sistolica. Nem a
sobrecarga de frutose nem os tratamentos farmacoldgicos promoveram alteracdes

pressoricas durante o protocolo experimental (figura 7A-B).
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Figura 7: Pressdo Arterial Sistolica nos grupos (©) CON, (e) FRU, (o) F-ENA e (®) F-ESP. Dados foram

expressos como média = EPM, n= (10) por grupo.

4.3 CARACTERISTICAS METABOLICAS

4.3.1 Glicemia de jejum

A glicemia de jejum foi analisada no inicio do estudo, e foi acompanhada durante o
protocolo, na terceira e sexta semana. Conforme apresentado na figura 8, todos os animais
partiram de valores iguais de glicemia. Apos trés semanas de sobrecarga de frutose,

observou-se aumento da glicemia de jejum que perdurou até o final do seguimento.

Embora os animais tenham sido mantidos por seis semanas com frutose 10% em agua
potavel, somente a partir da terceira semana foram iniciados os tratamentos

farmacoldgicos com enalapril ou com espironolactona, que durou 21 dias. Assim, as
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diferencas entre os grupos FRU, F-ENA e F-ESP foram evidenciadas somente a partir da
terceira semana de estudo. A espironolactona reduziu ligeiramente os valores de glicemia

de jejum ao final do protocolo, enquanto o enalapril ndo teve efeito (Figura 8).
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Figura 8: Glicemia ap6s 12h de jejum nos grupos (o) CON, (e) FRU, (o) F-ENA (*®) F-ESP. Dados foram

expressos como média = EPM, n= (10) por grupo. *p<0,05 vs. CON; $ p<0,05 FRU vs. F-ESP.

4.3.2 Teste de Tolerancia a Glicose

Para avaliar a sensibilidade a glicose foi realizado um teste de tolerancia a glicose por
injecdo de solugdo de alta concentragdo de glicose (2g/kg, ip). A figura 9A mostra o

decurso no tempo da glicose no sangue ap6s da inje¢do da solugao.

O teste de tolerancia a glicose mostrou um deslocamento para cima na curva de glicose
no sangue naqueles com sobrecarga de frutose (Figura 9A), com aumento da area abaixo
da curva (AUC) no grupo FRU (Figura 9B), mostrando que a tolerancia a glicose esta
reduzida no grupo FRU uma vez que este grupo mostrou uma menor capacidade em
reduzir a glicose no sangue no decorrer do tempo ao longo do teste, enquanto os

tratamentos neutralizaram modestamente esse efeito (Figura 9B).
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Figura 9: Teste de tolerancia a glicose nos grupos (o) CON, (e) FRU, (o) F-ENA e (®) F-ESP. (A) Curva

do teste de tolerancia a glicose. (B) AUC do teste de tolerancia a glicose. Dados foram expressos como

média £ EPM, n= (10) por grupo. *p<0,05 vs. CON.

4.3.3 Teste de Sensibilidade a Insulina

Para avaliar a sensibilidade a insulina foi realizado o monitoramento dos niveis de glicose
no sangue apos a injecao de insulina exdégena (1U/kg, ip). A sensibilidade a insulina foi
prejudicada pela sobrecarga de frutose, como visto pelo declinio da curva (Figura 10A).
A AUC estd aumentada no grupo FRU e F-ESP mostrando uma menor capacidade destes
grupos em reduzir a glicose no sangue mesmo apos a ingestao de insulina o que demonstra
menor sensibilidade a insulina nestes animais. (Figura 10B). A comparagdo entre os
valores de AUC mostra que o enalapril, mas ndo a espironolactona, melhorou esse
desfecho (Figura 10B), sugerindo um envolvimento do SRAA, especialmente da

angiotensina-II, nessas anormalidades metabdlicas.
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Figura 10: Teste de sensibilidade a insulina nos grupos (o) CON, (e) FRU, (0) F-ENA e (") F-ESP. (A)

Curva do teste de sensibilidade a insulina. (B) AUC do teste de sensibilidade a insulina. Dados foram

expressos como média = EPM, n= (10) por grupo. *p<0,05 vs. CON; #p<0,05 vs. F-ENA.

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. Os tratamentos promoveram melhoras parciais dos testes avaliados. Sendo que
a espironolactona melhorou a sensibilidade a glicose no pico da curva glicémica enquanto

o enalapril parece ter sido mais eficiente em melhorar a sensibilidade a insulina.

4.3 REATIVIDADE VASCULAR DO LEITO MESENTERICO

4.3.1 Reatividade Vascular em resposta a NOR

Para avaliar a funcao vascular mesentérica, construimos curvas concentragao-resposta a
NOR. A resposta mediada pela NOR (Figura 11) produziu contragdo no LVM dependente

da concentragdo da droga em todos os grupos estudados.
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A curva de vasoconstri¢cao induzida por NOR estd aumentada em ratos alimentados com

frutose como observado (Figura 11A-B) pelo desvio da curva para esquerda e no maior

valor da area abaixo da curva (AUC). O enalapril foi capaz de prevenir totalmente as

alteragdes promovidas pela frutose na contragdo a NOR enquanto este parametro

permaneceu inalterado pela espironolactona, conforme confirmado pelas AUCs (Figura

11A-B).
A) B)
Curva Controle
200
' o CON
.8 ® FRU
b T o F-ENA
1504 ?.z/;;.:ii m F-ESP
S o A
E
£ 100 : 4 b
i -
o T4 //’ﬁ?/
= ¥ K 300
. yi o
i i =
50 =F =
y.. »% 150
0- #é/ -

Log [NOR]

* i L
B 3 =
COM FRU F-EMA  F-ESP
Fritose

Figura 11: Efeitos da ingestdo de frutose e tratamentos farmacoldgicos na curva concentragao-resposta de

vasoconstri¢ao induzida por NOR no leito vascular mesentérico dos grupos (o) CON, (e) FRU, (o) F-ENA

e (™) F-ESP 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= 14 por grupo, *p<0,05 vs. CON;

#p<0,05 vs. F-ENA.
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Conforme esperado a incubacao com o inibidor L-NAME potencializou a acao da NOR

em todos os grupos quando comparados as curvas na auséncia do inibidor (Figura 12A-

C). Além disso, podemos observar que este aumento na contragdo evocado pelo bloqueio

com L-NAME apresenta uma magnitude semelhante nos grupos mantendo as diferencas

entre os grupos observadas nas curvas controle (na auséncia de L-NAME) (Figura 12A-

Q).
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Figura 12: Efeitos da ingestdo de frutose e tratamentos farmacoldgicos na curva concentragdo-resposta de

vasoconstri¢do induzida por NOR no leito vascular mesentérico dos grupos (o) CON, (e) FRU, (o) F-ENA

e (™) F-ESP na presenca de L-NAME. (A) Curva de NOR na presenca de L-NAME. (B) Diferenca de Area

abaixo da curva (JAUC) na presenca e na auséncia de L-NAME e Area abaixo da curva (AUC) da curva

dos grupos apos inibicdo com L-NAME. Dados foram expressos como média =+ EPM, n=7 por grupo,

#p<0,05 vs. CON ; #p<0,05 vs. F-ENA.
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Por outro lado, a inibigdo da COX pela indometacina levou a redugdo das respostas
vasoconstritoras em todos os grupos (Figura 13A-B), e as diferengas entre os grupos nao
foram mais observadas, sugerindo importante participac¢ao desta via nas diferencas antes
observadas entre os grupos. Apos o bloqueio com INDO a redugdo na resposta foi maior
no grupo FRU e F-ESP, que partiram de valores maiores e se igualaram aos demais grupos

conforme mostrado dAUC antes e ap6s e inibicdo com INDO (Figura 13B).
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Figura 13: Efeitos da ingestdo de frutose e tratamentos farmacolégicos na curva concentragio-resposta
de vasoconstricao induzida por NOR no leito vascular mesentérico dos grupos (©) CON, (e) FRU, (o) F-
ENA e (") F-ESP na presenga de Indometacina (INDO). (A) Curva de NOR na presenca de INDO. (B)

Diferenga de Area abaixo da curva (JAUC) na presenga e na auséncia de INDO e Area abaixo da curva
(AUC) da curva dos grupos ap6s inibi¢do com INDO. Dados foram expressos como média + EPM, n=7

por grupo, *p<0,05 vs. CON ; #p<0,05 vs. F-ENA.

De modo geral, as diferengas entre os grupos foram mantidas apds a inibicao da 6xido
nitrico sintase e desapareceram apos a inibi¢do da COX, mostrando que, pelo menos no

inicio, tais diferengas estavam relacionadas aos prostanoides constritores endoteliais.

Nossos resultados, at¢é o momento, mostraram que apenas a inibi¢do da ECA pelo
enalapril foi capaz de anular esse efeito, enquanto o bloqueio do receptor de

mineralocorticdides pela espironolactona ndo foi efetivo neste pardmetro.
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4.3.2 Reatividade vascular em resposta a ACh

As respostas de relaxamento evocadas pela ACh foram expressas como porcentagem de

relaxamento a pré-contragao obtida pela noradrenalina.

A resposta mediada pela ACh (Figura 14 A-B) produziu relaxamento no LVM
dependente da concentracdo da droga em todos os grupos estudados e ndo foram

detectadas diferengas entre os grupos.

Como relatamos anteriormente, a frutose ndo altera a resposta de relaxamento a
acetilcolina em nossas condigdes experimentais. No presente estudo observamos que nem
enalapril nem espironolactona afetaram a resposta de relaxamento em condi¢des basais

(Figura 14 A-B).
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Figura 14: Efeitos da ingestdo de frutose e tratamentos farmacoldgicos na curva concentragio-resposta

de relaxamento induzido por ACh no leito vascular mesentérico dos grupos (0) CON, (e) FRU, (o) F-ENA
e (") F-ESP 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= 14 por grupo.
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A incubag¢dao com L-NAME reduziu acentuadamente o relaxamento induzido por ACh

(Figura 15 A-B) demonstrando a participagdo da via do NO no relaxamento do LVM de

todos os grupos estudados e nao houve diferenca entre os grupos.
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Figura 15: Efeitos da ingestdo de frutose e tratamentos farmacoldgicos na curva concentragao-resposta de

relaxamento induzido por ACh no leito vascular mesentérico dos grupos (o) CON, (e) FRU, (0) F-ENA ¢

(™) F-ESP na presenga de L-NAME. (A) Curva de ACh na presenca de L-NAME. (B) Area abaixo da curva

(AUC) da curva dos grupos ap06s inibi¢do com L-NAME. Dados foram expressos como média + EPM, n=7

por grupo.
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O bloqueio com INDO levou a diminui¢ao do relaxamento induzido por ACh em todos
os grupos (Figura 16 A-B) demonstrando que esta via também apresenta participagdo no

relaxamento do LVM de todos os grupos estudados. Nao houve diferenga entre os grupos.
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Figura 16: Efeitos da ingestdo de frutose e tratamentos farmacoldgicos na curva concentragao-resposta de
relaxamento induzido por ACh no leito vascular mesentérico dos grupos (o) CON, (e) FRU, (o) F-ENA e
(™) F-ESP na presencga de Indometacina (INDO). (A) Curva de ACh na presenga de INDO. (B) Area abaixo

da curva (AUC) da curva dos grupos apds inibigdo com INDO. Dados foram expressos como média = EPM,

n=7 por grupo.
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4.4 ANALISE DA EXPRESSAO DE PROTEINAS DE VASOS MESENTERICOS

A andlise da expressdo proteica foi realizada por Western Blot. Em relagdo a expressao

tecidual nas artérias mesentéricas, ndo houve diferenga entre os grupos nos niveis das

proteinas pro-inflamatorias iNOS, TNFa e COX-2 (figura 17A-B-C).
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Figura 17: Efeitos do enalapril e espironolactona na expressdo de proteinas em ramos vasculares

mesentéricos de ratos com sobrecarga de frutose. (A) iNOS, (B) TNFa, (C) COX-2. Os dados séo expressos

como média + EPM, n= 8 por grupo.
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Em relagdo as proteinas do sistema antioxidante, a frutose reduziu os niveis de SOD-1,
que foram apenas levemente afetados pelo bloqueio do SRAA por ambas as drogas aqui
utilizadas (Figura 18A). Os niveis de SOD-2 e Catalase permaneceram inalterados, mas
com tendéncias de alteracdes (Figura 18B-C). Nesse sentido, calculamos um indice global
representando o sistema de defesa antioxidante somando os niveis de expressdao dessas
trés proteinas que o compdem, o que destacou o comprometimento causado pela

sobrecarga de frutose e um efeito modesto dos tratamentos (Figura 18D).
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Figura 18: Efeitos do enalapril e espironolactona na expressdo de proteinas em ramos vasculares
mesentéricos de ratos com sobrecarga de frutose. (A) SOD-1, (B) SOD-2, (C) Catalase e (D) Defesa
Antioxidante Global. Os dados foram expressos como média + EPM, n= 8 por grupo. * p <0,05 vs. CON.
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5 DISCUSSAO

Em estudo anterior nosso grupo mostrou que a ingestao elevada de frutose em ratos por
seis semanas leva a disturbio metabodlico associado a resisténcia a insulina e aumento de
gordura visceral, sem hipertensdo, semelhante aos estdgios iniciais da SM. Essas
alteragdes metabolicas foram acompanhadas de aumento da vasoconstri¢do relacionada
aos prostanodides constritores (Sousa et al., 2017). No presente estudo, exploramos o papel
do SRAA nessas alteragdes, mostrando grande envolvimento da angiotensina-II de
acordo com os efeitos do enalapril, enquanto os mineralocorticoides parecem pouco

envolvidos pela falta de resposta a espironolactona.

A sobrecarga de frutose, embora ndo tenha levado ao aumento do peso corporal, induziu
o acumulo de gordura visceral e resisténcia a insulina, conforme relatado anteriormente
e por outros autores (Sousa et al., 2017; Kim et al., 2020). O aumento da gordura visceral
¢ consistente com o metabolismo hepatico da frutose que pode aumentar a lipogénese
hepética e aumentar os niveis de triglicerideos e levar a dislipidemia, resisténcia a insulina
e sindrome metabdlica (Bray et al., 2007; Stanhope et al., 2016). Além disso, tem sido
bem descrito que a obesidade e/ou o acimulo de gordura visceral estdo associados ao

estado de RI, que ¢ um importante fator de risco para DCV (Ginsberg et al., 2000).

O aumento da adiposidade visceral, que também ¢ observado em dietas com alta ingestao
de frutose, pode causar disfun¢do endotelial por meio dos efeitos da resistina, IL-6 e TNF-
a na diminuicao da fosforilacdo da eNOS. Por sua vez o TNF-a pode aumentar a producao
do anion superoxido (O2") que pode reagir com o NO para formar peroxinitrito (ONOO),
diminuindo assim a disponibilidade de NO nos vasos sanguineos. Por outro lado, a
adiponectina, que estimula a fosforilacdo da eNOS, estd diminuida na SM, ocasionada
pela frutose. A frutose também pode elevar os niveis de 4cidos graxos livres, que por sua
vez contribuem para a disfuncao endotelial por meio da diminuicdo da sinalizagdo da via

PI3K-Akt e aumento da produ¢do de EROs e endotelina 1 (ET-1) (Huang, 2009).

O enalapril, mas ndo a espironolactona, reduziu o peso corporal e a adiposidade central,
sugerindo que a angiotensina-II pode estar envolvida nas anormalidades causadas pela
frutose e que os pardmetros melhorados nos animais tratados com enalapril, podem ao
menos em parte ter relagdo com a redugdo da gordura corporal. De fato, muitos estudos
mostraram efeitos semelhantes de IECAs ou bloqueadores de AT1 em diferentes

condi¢cdes (Al-Thanoon & Mahmood, 2012; Arivazhahan et al., 2017). Tanto o enalapril
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quanto a losartana reduziram significativamente marcadores da SM em pacientes
hipertensos recém-diagnosticados (Al-Thanoon & Mahmood, 2012. Além do uso como
anti-hipertensivo, o enalapril vem sendo considerado como importante componente de
esquemas terapéuticos para combater o ganho de peso, hiperglicemia e dislipidemia
observados na SM e estes efeitos parecem ser dose-dependente. Em modelo experimental
de SM induzida por olanzapina em ratos Wistar o enalapril na dose de 20 mg/kg/dia
mostrou-se eficaz na reversdo do ganho de peso, hiperglicemia e hipercolesterolemia, sem
alteragdes nos triglicerideos, lipoproteina de alta densidade (HDL) e lipoproteina de baixa
densidade (LDL). Enquanto a dose 10 mg/kg/dia de enalapril preveniu qualquer aumento
adicional no peso corporal, glicemia, colesterol total e triglicerideos séricos, ja na dose 1

mg/kg/dia de enalapril foi ineficaz (Arivazhahan et al., 2017).

A ativagdo do sistema renina-angiotensina SRAA tem sido relacionada a varios aspectos
da SM. Frantz e colaboradores (2014) mostraram efeitos comparativos dos bloqueadores
do SRAA em modelo de RI induzida por dieta e doenga hepatica gordurosa ndo alcodlica
(DHGNA) em camundongos C57BL/6. Neste estudo foram utilizados alisquireno (50
mg/kg/dia), enalapril (30 mg/kg/dia) ou losartana (10 mg/kg/dia) por 6 semanas e todos
os tratamentos restauraram a regulacao positiva do SRAA hepatico. Entretanto somente
o tratamento com enalapril, mas ndo com alisquireno ou losartana, foi eficaz na melhora
da leptina, intolerancia a glicose, RI, esteatose hepética e triglicerideos e na prevencao do
aumento dos niveis de proteina hepatica de fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK),
glicose 6-fosfatase (G6Pase) e do transportador de glicose GLUT-2. O enalapril foi o
tratamento de maior sucesso na protecao contra RI hepatica e DHGNA, aumentando a
acdo hepatica da insulina, leptina e gliconeogénese e reduzindo a via lipogénica e o
acumulo de lipidios no figado (Frantz et al., 2014). Estes dados corroboram os nossos
onde o enalpril também se mostrou mais eficiente em melhorar os parametros estudados,
apontando para um papel importante da Ang Il nas alteragcdes avaliadas, uma vez que ao
utilizar um IECA os resultados encontrados sdo mais promissores do que com o bloqueio

do SRAA em outros componentes.
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Semelhantemente a RI e a hiperlipidemia ha diversos estudos relacionando o consumo
excessivo de frutose e a hipertensdo (Hwang et al.,1987; Vasdev et al., 2002; Kim et al.,
2010). No presente estudo a pressdo arterial (PA) permaneceu inalterada em animais
tratados com frutose, o que ja foi demonstrado pelo nosso grupo (Sousa et al., 2017) e por
outros estudos (Bezerra et al., 2001; D'Angelo et al., 2005), enquanto outros
pesquisadores encontraram PA aumentada (Vasdev et al., 2002; Kim et al., 2010;
Shaligram et al., 2018; Kim et al., 2020). 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 pressdo arterial (Brands et al., 1994; D’Angelo et al., 2005) bem como o

tempo de exposigao a frutose.

Apesar das incertezas quanto aos mecanismos pelo qual o consumo de frutose pode
produzir elevagdo da PA, diversas possibilidades foram propostas por Abdulla et al.
(2011), incluindo atenuagdo do baroreflexo e aumento da atividade do sistema nervoso
simpatico (DeAngelis, 2012), elevacdo de catecolaminas circulantes (Tran et al., 2009),
elevagdo da atividade do sistema renina-angiotensina (Kobayashi et al., 1993), reabsor¢ado
de s6dio aumentada (Baum, 1987), producdo aumentada de acido urico (Nakagawa et al.,
2006) e disfungdo endotelial (Takagawa et al., 2002). Além disso h4 evidéncia de que
hiperinsulinemia, isoladamente, pode causar hipertensdo, uma vez que administracdo de
insulina pode elevar pressao sanguinea de ratos (Brands et al., 1991; 1992). Aqui, o efeito
nulo do bloqueio do SRAA na PA pode ser explicado pelo fato desses animais
permanecerem normotensos apos 6 semanas de sobrecarga de frutose. Além disso €
importante destacar que os resultados obtidos com os tratamentos nos outros parametros
avaliados em nosso estudo, sdo independentes de alteragdes na PA, uma vez que nao
houve alteragdes pressoricas nem com a sobrecarga de frutose e nem com o uso dos

tratamentos farmacologicos.

Além disso, embora ndo analisado por nosso grupo, ¢ importante ressaltar que diversos
estudos com humanos demonstram que a frutose pode induzir aumento do acido urico,
resultado do seu proprio metabolismo (Fox & Kelley, 1972; Emmerson, 1974; Turner et
al., 1979). Essa alta quantidade de 4cido urico pode promover danos oxidativos como
proliferacdo de células musculares lisas e endoteliais, liberacdo de substancias pro-
inflamatorias e redugao da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO) (Dornas et al., 2015).

Assim, quando ha diminui¢cdo de NO, a captacdo de glicose diminui e mais insulina ¢
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segregada para compensar, ocorrendo hiperinsulinemia e RI (Heinig & Johnson, 2006;
Nakagawa et al., 2005). O acido urico também pode induzir RI por seus efeitos diretos
no adipocito como aumento do estresse oxidativo, resposta pré-inflamatoria e a
diminui¢do de adiponectina (Johnson et al., 2009). Por outro lado, a diminuigao das
concentragcdes de acido urico melhora funcao do endotélio, enquanto a disfungdo
endotelial induzida por 4cido trico com diminui¢ao da producdo de NO pode participar
no desenvolvimento da RI em ratos alimentados com frutose (Butler et al., 2000; Doehner
et al., 2002; Farquharson et al., 2002). Assim, podemos destacar que tanto a frutose como

o0 acido turico apresentam importante participacao no desenvolvimento da SM.

A resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia podem ser responsaveis pela disfunc¢ao
endotelial e, assim, participar da elevacao da pressao arterial. Mais importante ainda, a
hiperatividade do sistema nervoso simpatico devido a ingestdo de frutose tem sido
associada a resisténcia a insulina e pode contribuir para o aparecimento ¢ manutengao de
complicacdes cardiovasculares e renais (Abdulla et al., 2011). A Figura 19 apresenta
alguns dos mecanismos propostos que podem explicar as respostas vasculares diminuidas
a compostos vasoativos em ratos alimentados com frutose. Podemos destacar um papel
central relacionando frutose a resisténcia a insulina, aumento da ativagdo do SRAA,
aumentando a Ang II que por sua vez pode estar relacionada a mecanismos que envolvem
a disfuncdo vascular e hipertensdo. Esses mecanismos propostos corroboram nossos
resultados, uma vez que ao utilizarmos o IECA obtivemos resultados promissores quanto
a melhora na RI e a reversao completa da hipercontratilidade 8 NOR, ocasionada pela

frutose, em nosso modelo experimental.
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Figura 19: Mecanismo proposto da relagdo entre o consumo excessivo de frutose, Resisténcia Insulina,
Sistema Nervoso Simpatico (SNS); Sistema Renina Angiotensina (SRAA), Disfuncdo endotelial e

Hipertensdo. Fonte: adaptado de Abdulla et al (2011).

A sobrecarga de frutose tem sido consistentemente associada ao comprometimento da
sinalizacdo de insulina, o que pode levar a doencas cardiometabolicas (Lelis et al., 2020).
Nossos resultados revelaram que o enalapril pode melhorar a sensibilidade a insulina. De
fato, o enalapril tem sido associado a melhora dos fatores de risco para SM, como
hiperglicemia, dislipidemia e ganho de peso (Al-Thanoon & Mahmood, 2012;
Arivazhahan et al., 2017). Nossos resultados corroboram dados anteriores de Erlich e
Rosenthal (1995), que mostraram que os inibidores da ECA melhoram a resisténcia a

insulina induzida pela alta ingestao de frutose em ratos.

Os dois farmacos escolhidos para o nosso estudo, sao utilizados como anti-hipertensivos
e sugerimos que possam ser usados para tratar pacientes hipertensos que apresentam
resisténcia a insulina. Nossos dados reforcam esse uso, demonstrando que o enalapril
afetou favoravelmente a sensibilidade a insulina em modelo de alta ingestao de frutose e

mesmo a espironolactona, apesar de ndo alterar este parametro, ndo causou maior prejuizo
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ao metabolismo da glicose, inclusive obteve melhor resultado no nivel de glicose de jejum

basal ao final do tratamento.

Estudos clinicos demonstraram que o bloqueio do SRAA com IECAs ou bloqueadores
AT-1 melhora a homeostase da glicose e reduz a incidéncia de DM2 em individuos com
alto risco de eventos cardiovasculares (DREAM Trial Investigators et al., 2006; Sowers
et al., 2010). Enquanto isso, os mineralocorticoides tem sido relacionado a prejuizos na
sinalizagdo da insulina e no metabolismo da glicose, Giacchetti e colaboradores (2007)
mostraram que a remogao do excesso de aldosterona em pacientes com adenoma produtor
de aldosterona (APA) induz a regressdo das complica¢des cardiacas e metabolicas,
indicando a aldosterona como principal determinante dessas alteragdes. Os antagonistas
dos receptores de mineralocorticéides (MRA), embora ineficazes em algumas condi¢des
metabolicas (pacientes com hiperaldosteronismo idiopatico) onde nao houve melhoras na
sensibilidade a insulina (Sindelka et al., 2000), podem melhorar a RI, a tolerancia a
glicose e diminuir os niveis de triglicerideos em ratos obesos (Hirata et al., 2009) e
neutralizar disturbios cardiometabdlicos durante o excesso de androgénio gestacional em

ratas ovariectomizadas (Olatunji et al., 2017; Olatunji et al., 2019).

Relatamos anteriormente que as alteragdes metabolicas causadas por sobrecarga de
frutose — um modelo que mimetiza os estagios iniciais da SM — foi acompanhada por
aumento da vasoconstri¢do relacionada aos prostandides constritores (Sousa et al., 2017).
Aqui, mostramos que a angiotensina II parece estar fortemente envolvida nessas
alteragdes, pois o tratamento com enalapril as previnem, enquanto os mineralocorticoides
parecem pouco envolvidos, pois a espironolactona ndo teve efeito. Esses achados sdo
apoiados por Potenza et al. (2006), que observaram relagdo entre disfuncdo endotelial e
RI em ratos hipertensos (SHR). Além disso, esses autores relataram que o enalapril (30
mg kg/dia, 3 semanas) melhorou a RI e reduziu os niveis de endotelina-1 (um potente
vasoconstritor), enquanto tanto o enalapril quanto a rosiglitazona aumentaram a resposta
de relaxamento a insulina (Potenza et al., 2006). Tais achados podem ser relevantes para

o direcionamente e manejo de estratégias terapéuticas mais assertivas para a SM.

Neste sentido, conforme ja mostramos em estudo anterior (Sousa et al., 2017), a dieta rica
com frutose leva a RI, aumento da glicemia de jejum e acimulo de gordura visceral e
especulamos que essas alteracdes podem estar associadas ao aumento da vasoconstri¢ao
a noradrenalina observada nos animais. No presente estudo somente o IECA foi capaz de

normalizar a RI e previnir o acimulo de gordura mesentérica e visceral nos ratos
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submetidos a sobrecarga de frutose. Esse efeito dos IECA sobre RI ja foi mostrado em
outras situacdes inclusive relacionado ao seus efeitos benéficos sobe os vasos (Potenza et
al., 2006) onde o tratamento de SHRs por trés semanas com rosiglitazona e/ou enalapril
reduziu significativamente a pressao arterial, resisténcia a insulina, insulina em jejum e
niveis de ET-1 além de aumentar os niveis de adiponectina para valores comparaveis aos
observados em seus controles normotensos Wistar Kyoto tratados com veiculo. A terapia
de SHRs com rosiglitazona e/ou enalapril também melhorou as respostas vasodilatadoras
a insulina no leito vascular mesentérico (Potenza et al., 2006). Refor¢ando mais uma vez
o papel da Ang II nas altera¢des neste modelo experimental, bem como os beneficios do

enalapril nestas condigdes.

Foi relatado que o enalapril melhora a biodisponibilidade do 6xido nitrico (NO), enquanto
alguns dados apontam para um prejuizo na via do NO por sobrecarga de frutose (Miller
e Adeli, 2008). Em contraste, nossos resultados ndo mostraram envolvimento do NO nas
alteragdes vasculares induzidas pela frutose. Semelhante aos nossos achados outro estudo
sobre frutose encontrou vasoconstri¢ao aumentada a endotelina e fenilefrina em anéis de
artérias mesentéricas de fémeas Sprague-Dawley suplementadas com 20% de frutose em
agua potavel por 8 semanas. Além disso também mostraram que vasodilatagdo
dependente do endotélio para acetilcolina e bradicinina, bem como as respostas de
relaxamento ao nitroprussiato de sodio, doador de NO, foram prejudicadas pela
sobrecarga de frutose, o que estava ausente em nossa investigacdo (Shaligram et al.,
2018). Enquanto isso, esse mesmo grupo de pesquisa (Sangiiesa et al., 2017) relatou que
a sobrecarga de frutose (frutose 20% — por 8 semanas) ndo alterou a resposta de
relaxamento a ACh ou vasoconstri¢do nos anéis adrticos, nem a contribui¢cdo da via do
NO na fun¢do vascular. Em conjunto esses dados reforcam que pode haver diferencas nas
respostas vasculares encontradas nos diferentes vasos estudados (leito mesentérico, anéis
mesentéricos € anéis aorticos). Vale ainda destacar que em nosso modelo experimental
foram utilizados machos Wistar com a dose e o tempo de suplementagdo de frutose
distintos (frutose 10% - por 6 semanas) podendo aos menos em parte influenciar em
alguns resultados divergentes, além do nosso estudo ser no leito vascular mesentérico e

ndo em anéis isolados.
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Uma vez que a via do NO ndo estava envolvida nas alteracdes vasculares induzidas pela
frutose em nosso estudo, isso sugere que o NO ndo foi reduzido pelo estresse oxidativo,
0 que ¢ apoiado por nossos dados anteriores medindo os niveis teciduais de estresse
oxidativo em ratos alimentados com frutose (Sousa et. al., 2017). No entanto, o estresse
oxidativo deve ser um processo em desenvolvimento, evidenciado pelas reducdes na
maquinaria antioxidante, com um efeito benéfico modesto do bloqueio do SRAA. De
fato, resultados semelhantes foram relatados em outros estudos sobre sobrecarga de
frutose especialmente uma atividade reduzida da enzima superdxido dismutase (SOD)
sem alteracdes na catalase (Bernardes et al., 2018). Abdelrahman e colaboradores (2018)
mostraram que além da RI, aumento na pressao arterial, frequéncia cardiaca, acido urico
uma dieta de 60% frutose na alimentag@o por 8 semanas também diminuiu as atividades
da superoxido SOD e da catalase. Enquanto Prado e colaboradores (2019) mostraram que
a suplementagdo com frutose reduziu os niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARS - do inglés Thiobarbituric acid reactive substances) — que sdo
formadas como um subproduto da peroxidacdo lipidica, isto é, como produtos de
degradag¢do de gorduras - no figado e as atividades da catalase e SOD no miusculo

gastrocnémio de ratos Wistar.

Enquanto isso, o enalapril demonstrou melhorar as defesas antioxidantes em algumas
condi¢gdes como em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina (STZ) sendo capaz
de prevenir a nefropatia induzida por diabetes por meio da melhora do estado glicémico,
do sistema de defesa antioxidante, juntamente com a supressdo do estresse oxidativo,
inflamacao e apoptose (Ahemed et al., 2019). J4 em ratos SHR o tratamento com enalapril
(30 mg/kg/dia) aumentou o status antioxidante total e a atividade da SOD, além de reduzir
os niveis de TBARS e também preveniu a disfuncdo renal e alteracdes histopatoldgicas.
Os resultados indicam que, além de seus efeitos hipotensores e renoprotetores, o
tratamento com enalapril também diminui o estresse oxidativo nos rins (Chandran et al.,

2014).

Ressalta-se que a inibicdo da COX pela indometacina igualou a resposta vasoconstritora
induzida pela NOR entre os grupos estudados, podendo indicar maior influéncia de
prostanoides vasoconstritores na reatividade desses animais. Mais importante ainda,
mostramos que o bloqueio do SRAA com enalapril, mas ndo com espironolactona,
melhorou essa resposta ao neutralizar o aumento de prostanoides vasoconstritores devido

a sobrecarga de frutose, e ndo por um efeito compensatério em outras vias. Os
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prostandides sao mediadores lipidicos ciclicos (superfamilia dos eicosanoides) derivados
da ciclo-oxigenagdo enzimdtica (via da ciclooxigenase - COX), de &cidos graxos
polinsaturados lineares como o acido araquidonico (AA). Liberados pela parede vascular,
predominantemente pelo endotélio, tem papel importante na regulagdo do tonus

vasomotor (Alvarez et al., 2005; Alvarez et al., 2007; Horikami et al., 2020).

Os componentes catalisadores (COX-1 e COX-2) influenciam diretamente na sinalizagao
da cascata dos eicosanoides. Inicialmente, ocorre a liberacio do AA a partir dos
fosfolipidios de membrana, por acdo da fosfolipase A> (PLA2). Em seguida, o AA ¢
convertido a endoperdxido prostaglandina G2 (PGG3), produto intermediario da reagao,
por ag¢do da COX (COX-1 e COX-2), para entdo formar prostaglandina H2 (PGHz) sob
acdo de peroxidases. PGH2 ¢ um produto vasoconstritor precursor imediato de muitas
outras prostaglandinas e tromboxanos, que também sdo vasoconstritores. Por fim, ocorre
a conversdo de PGH; para produtos finais de prostanodides, biologicamente ativos, por
acdo de sintases ou isomerases especificas (Chang et al., 1987; Bos et al., 2004). Sob
condi¢gdes de doenca, comumente participam de anormalidades vasculares, incluindo
vasoconstricdo aumentada (Wong et al., 2009). Curiosamente, a expressao da COX-2 —
principal isoforma envolvida no desequilibrio dos prostandides — permaneceu inalterada,

apontando para um possivel aumento de sua atividade.

De fato, sabe-se que o SRAA pode desencadear a ativagdo da COX-2 via angiotensina II
para a producdo de prostandides constritores (Quadri et al., 2016). Além disso, vale
destacar que a Ang Il ativa o AT-1, que entdo inicia a cascata de sinaliza¢ao envolvendo
a ativacao de diversas vias ERK, MAPK, NF-«B e EROs, que por sua vez ativam a COX-
2 (Quadri et al., 2016). A figura 20 apresenta de forma esquematica as vias envolvidas.
Em nosso modelo experimental esta ativagdo da COX-2 parece ndo ser via EROs, mas
sugerimos que pode haver o envolvimento de outras vias que nao investigamos conforme
indicadas na figura 20. Entretanto apesar de ndo encontramos alteragdo na expressdo da

COX-2, sua atividade pode estar exacerbada por ativacdo via Ang II.
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Figura 20: Receptor de angiotensina tipo I (AT1R) Regula a sinalizagdo da Prostaglandina E2 (PGE2). A
Ang II ativa 0 ATIR, que entdo inicia a cascata de sinalizagdo envolvendo a ativagdo de MAPK/ROS/NF-
kB, que por sua vez ativa a ciclooxigenase-2 induzivel (COX-2). A COX-2 catalisa a conversdo do acido
araquidonico (AA) em prostaglandina H2 (PGH2). A PGH2 ¢é convertida em PGE2 pela PGE sintase
terminal (PGES). Os sinais de PGE2 ocorrem através de quatro diferentes receptores acoplados a proteina

G, EP1R-EP4R, cada um dos quais possui multiplas variantes com diferentes propriedades de sinalizagao.

Fonte: Quadri et al., 2016.

Em relacdo a avaliagdo da expressao proteica de enzimas antioxidantes, nossos resultados
mostram que o grupo frutose reduziu a defesa antioxidante, uma vez que, diminuiu a
expressao da SOD-1, que foi apenas levemente afetada pelo bloqueio do SRAA por
ambas as drogas aqui utilizadas. Os niveis de SOD-2 e catalase permaneceram
inalterados, mas com tendéncias de alteracdes. Ao somar os niveis de expressdo dessas
trés proteinas que o compdem o sistema antioxidante foi evidenciado tendéncia do
comprometimento causado pela frutose e um efeito modesto dos tratamentos. E reportado

na literatura que a frutose diminuiu significativamente as atividades de SOD e catalase
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no plasma (Abdelrahma et al., 2018); figado e musculo gastrocnémio (Prado et al., 2019).
E por sua vez, as atividades da catalase em ratos diabéticos foram melhoradas pelo
tratamento com enalapril (Ahemed et al., 2019), além disso este IECA aumentou o status

antioxidante total e a atividade SOD renal em SHR (Chandran et al., 2014).

Mikrut e colaboradores (2016) sugerem a existéncia de efeito antioxidante independente
da bradicinina dos IECA em condi¢des hiperglicémicas, o que nao estd relacionado a
mediagao da bradicinina e a estrutura da molécula do farmaco. Estes autores mostraram
que em ratos com hiperglicemia induzida por estreptozotocina, os IECA reduziram
significativamente a concentra¢do de H2O2, enquanto aumentaram significativamente a
atividade de SOD e glutationa peroxidase. O grupo hiperglicémico tratado
simultaneamente com IECA e antagonistas dos receptores de bradicinina Bl e B2
mostrou uma diminui¢do significativa na concentracdo de H>O, em comparagdo com o
grupo controle hiperglicémico. (Mikrut et al, 2016). Foi mostrado que os IECA captopril
e enalapril parecem proteger o endotélio contra EROS de forma dose-dependente. O
estudo foi realizado em aortas abdominais isoladas de coelhos expostas a EROS por
eletrolise apds pré-tratamento agudo com varias concentragdes de captopril e enalapril.
Este efeito protetor estd relacionado a eliminagdo do anion superoxido, avaliados
utilizando inibidores da SOD e catalase (Kim et al, 2013). Além disso, o bloqueio do
receptor mineralocorticoide e do receptor AT-1 protege contra a geragdo de EROs em
excesso € a remodelacdo vascular resultante (Wehling et al., 1992; Cooper et al., 2007,

Wei et al., 2009).

Costa e colaboradores (2002) investigaram a atividade das enzimas antioxidantes e a
producdo de radicais livres em coragdo de ratos tratados com enalapril e losartana para
testar a hipotese de aumento da atividade das enzimas antioxidantes e a participacao das
mitocondrias nos efeitos de tratamentos cronicos com inibidores da angiotensina II. Os
resultados encontrados ndo suportam a hipdtese de um aumento na atividade das enzimas
antioxidantes pelo tratamento de longo prazo com inibidores da angiotensina II como
sugerido anteriormente, e apontam para um papel do NO produzido pela sintase do 6xido

nitrico mitocondrial (mtNOS) no efeito protetor dessas drogas.

Curiosamente, foi relatado recentemente que a sobrecarga de frutose aumenta os niveis
de renina e Ang-II, mas ndo de aldosterona (Kim et al., 2020). No geral, esses dados
apoiam fortemente nossos resultados, especialmente em relagdo a funcdo vascular.

Portanto, os efeitos positivos observados aqui com o bloqueio do SRAA parecem de fato
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relacionados a inibi¢do da acdo mecanicista da sobrecarga de frutose, ao invés de um

efeito compensatorio em outros mecanismos.

Assim, nosso estudo demonstra que enzimas antioxidantes, parametros metabdlicos e
reatividade vascular foram afetados pela suplementacao de frutose e evidenciam que no
leito vascular mesentérico, o tratamento com enalapril reverte o aumento da
vasoconstricdo a NOR induzida por frutose, possivelmente por aumentar as defesas
antioxidantes e normalizar a via dos prostanoides. Enquanto a espironolactona nao foi
capaz de alterar a reatividade vascular, sugerindo que a reducao da sintese de Ang-II mas
ndo o bloqueio dos receptores da aldosterona parece ser eficaz na normalizacdo da

vasoconstricdo em ratos tratados com frutose.
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6 RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

Tanto o enalapril como a espironolactona promoveram melhora em alguns parametros
metabolicos avaliados. A espironolactona atenuou a glicemia de jejum aumentada pela
frutose e ambos os farmacos melhoram a tolerancia a glicose. Além disso o enalapril
também aumentou a sensibilidade a insulina, evidenciando sua capacidade para atuar na

melhora da resisténcia a insulina.

O enalapril reverteu as alteragdes promovidas pela frutose na resposta contratil a
noradrenalina, sugerindo seu potencial para atuar sobre as complica¢des vasculares
relacionadas a disfun¢do endotelial neste modelo experimental. Além disso, a expressao

de SOD-1 foi apenas levemente afetada pelo bloqueio do SRAA.

Modelo animal de sobrecarga de frutose

/ (mimetiza os estagios iniciais da sindrome metabdlica) \

Alta ingestao de frutose  Frytose Blogueio SRAA  Frutose Blogqueio SRAA
(Seis semanas) b (IECA) L L =l (IECA) L L
(MRA) =], MRA) =
| Tolerancia a glicose
|Sensibilidade a insulina
tAdiposidade central
tVasoconstricgo
= Vasodilatacdo Estado Metabolico Estado Cardiovascular
= Pressio arterial
= Estresse oxidativo Bloqueio SRAA: Enalapril (IECA) — Espironolactona (MRA
|Defesa antioxidante - [ ) £ ( )
Alteraces metabdlicas por sobrecarga de frutose foram acompanhadas de aumento da

vasoconstrigﬁo relacionada aos pmstanéides. Essas alteragf‘:—es foram fortemente

Figura 21: Resumo grafico dos efeitos cardiometabolicos do bloqueio do SRAA em modelo experimental

que mimetiza os estagios iniciais da sindrome metabdlica por sobrecarga de frutose.

Como conclusdes do presente estudo podemos destacar que as alteracdes metabolicas
induzidas pela sobrecarga de frutose foram acompanhadas de aumento da vasoconstrigao
relacionada aos prostanoides constritores. Essas alteragdes foram fortemente relacionadas
a angiotensina-II, mas pouco aos mineralocorticoides. O presente estudo demonstra que
a resisténcia a insulina e a disfuncdo vascular induzida pela alta ingestdo de frutose em

ratos podem ser melhoradas por IECA.

Finalmente, nossos resultados podem estender as perspectivas para entender a progressao
da SM e possibilitar o desenvolvimento de melhores abordagens e novas estratégicas

terapéuticas nos anos iniciais da doenca.
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