UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS
POS-GRADUACAO EM FARMACOLOGIA

RITA DE CASSIA MELO VILHENA DE ANDRADE FONSECA DA SILVA

SODIO, FRUTOSE, OU SODIO E FRUTOSE? EFEITOS SOBRE A PRESSAO
ARTERIAL, DIURESE E REATIVIDADE VASCULAR EM RATOS

CURITIBA
2016



RITA DE CASSIA MELO VILHENA DE ANDRADE FONSECA DA SILVA

SODIO, FRUTOSE, OU SODIO E FRUTOSE? EFEITOS SOBRE A PRESSAO
ARTERIAL, DIURESE E REATIVIDADE VASCULAR EM RATOS

CURITIBA
2016

Tese apresentada ao Programa de Pés-
graduacdo em Farmacologia, Setor de
Ciéncias Biologicas, Universidade Federal
do Parand (UFPR), como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Doutor em
Farmacologia.

Orientador: Prof. Dr. José Eduardo da Silva
Santos.



— 7:;_: MINISTERIO DA EDUCACAO '

-~ f| i+ UNIVERSIDADE FEDEHAL DO PARANA

Ll US  pRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAD
e ~- Selor CIENCLAS BIOLOGICAS

. I F P R Programa de Pés Craduagio em FARMACOLOGTA

e Codigo CAPES: 40001018038P0
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

TERMO DF APROVACAO

Os membros da Banca Fxaminadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-Graduacio em
FARMACOLOGIA da Universidade Federal do Parand foram convocados para realizar a arguicio
da Tese de Doutorado de RITA DE CASSIA MELO VILHENA DE ANDRADE FONSECA DA
SILVA, intitulada: "Sodio, Frutose, ou Sodio e Frutose? Efeilus Sobre a Pressio Arterial,
Diurese e Reatividade Vascular em Ratos”, r{m terem inquirido a aluna e realizado a
avaliacfio do lrabalhoe, sdo de parecer pela sua i 1;}4 O (_y{_,.r

'r'

Curiliba, 23 de Margo de 2016,

Prof JOSE EDU DA 'SILVA SANTOS (UFPR)
{Presidenle da Banca Examinadora]

“\ ok
R
PFrof AL FXANDRA”{%C%D (UFPR)

N, ey —_

N ‘_-

\e&x S
me‘ IEL FERNAI\. DES [UEPG)

/M&,///, 5///?

Prﬂf MICHEL FLEITH OTUKI (UFPR)

Programa de Pos Graduagao em FARMACOLDGIA | UFPR
Centre Pelitécnics - Curitiba - Parana - Brasil
CEP 81231980 - Tol: ((oed1)3361-1693 - Fax: (0uxd1) 3266-2042 - E-mail: pgfarmacalogia@ulpe br



. MINISTERIO DA EDUCACAQ

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
PRO-REITORIA DE PESQLUISA E POS-GRADUACAO
Setor CIENCIAS BIOLOGICAS

Programa de Pés Craduacdo em FARMACOLOGIA
Codige CAPES: 4000101603810

UMIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

ATA DE SESSAQ PUBLICA DE DEFESA DE TESE PARA A OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR EM
FARMACOLOGIA

No dia vinte e tres de Marco de dois mil e deressels as 13:00 horas, na sala 107, Centro
Politécnico, do Setor de CIENCIAS BIOLOGICAS da Universidade Federal do Parand, foram
instalados os trabalhos de arguicao da douieranda RITA DE CASSIA MELO VILHENA DE
ANDRADE FONSECA DA SILVA para a Defesa Piblica de sua Tese intitulada: "Sodie, Frutose,
ou Sadio ¢ Frutase? Efeitos Sobre a Pressao Arterial, Diurese e Reatividade Vascular ecm
Ratos". A Banca Examinadora, designada pelo Colegiado do Programa de Pds-Graduagao em
FARMACOLOGIA da Universidade Federal do Parana, foi constituida pelos sequintes Professores
Doulores: JOSE TDUARDO DA SILVA SANTOS (UFPR), ALEXANDRA ACCO (UFPR), DANIEL
FERNANDES (UEPG), MICHEL FLEITH OTUKI (UFPR), REGINA DE SORDI (UEPC). Dande inicio
a sessaw, a presidéncia passou a palavra a discente, para que 4 mesma sxpusesss seu trabalho aos
presentes, Em seguida, a presidéncia passou a palavra & cada um dos Examinadores, para suas
respectivas arguigdes. A aluna responden a cada um dos arguidores. A presidéncia retomou a
palavra para suas consideracdes finais e, depois, solicilou que os presentes e a doutoranda
deixassem a sala. A Banca l:xamn}fdord enldo, reuniu-se sigilosamente e, apos a discusséo de
suas avaliagbes, decidiu-se pela Lﬂd“%ﬁﬂ@ .............. da aluna. A doutoranda foi convidada a
lngressar novaments na sala, bem como os demms assislenlas, apds o que a presidéncia fez a
ieitura do Parecer da Banca Examioadora, oulorgande-lhe o Crau de Douter em
FARMACOLOGIA, Nada mais havendo a tratar a presidénecia deu por cneerrada a sesséo, da gual
ou, JOSE EDUARDO DA SILVA SANTOS, lavrel a presente ata, que vai assinada por mim e pelos
membros da Comissao Examinadora,

Curitiha, 23 de Marco de 20156.

Brol JOSE EDUARDD SILVA SANTOS (UFPR)
{Presidente da Banca Exalmnadnrd}l

“Qﬁf“}
Prof ALEXANDRA ACCO (TJFPR)

B, "
: ;o
e y \_.-w/ N
S W e
3 X .

.\“\ i) N
H k \“‘\.'\-
\h} J-_] T :-\ \

P1 nt D!\_“JJE.L b "\NDJ:.S I[UEPL-]

-~ -
/{,/ AT
-'/ } Ir‘- // _‘,/
e £ .--;_/’ (A T Al /

i Jr'f"'_"r..r-.
O

Prof REnﬁm"uE KORDI (UEPG)

Programa de s Gradusgio em FARMACOLOCTA | UFFR
Centro Poliléenico - Curitiba - Parana - Brasil”
(RP RTRATUGN - T4l (xed 1R 11687 « Fas (0eed 1) 32R6-2N47 - Fanail nerfarmaralamiafsirinr he



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida e por ter colocado em meu caminho pessoas maravilhosas
como 0s meus pais Germano e Sueli que foram a base da minha educacdo e exemplo de

conduta, amor e carinho em todos 0s momentos de minha vida.

Ao meu querido marido lves por seu amor, incentivo e companheirismo incondicional.

Obrigada pela compreenséo e por estar sempre ao meu lado.

Aos meus amados filhos Lucas, André, Pedro Henrique e minha nora querida Ana
Paula, pelo estimulo, paciéncia e por me darem coragem para continuar mesmo em momentos

ndo tdo faceis nesta jornada.

As minhas irmas e cunhados Regina e Vilson, Sueli e Renato e Ménica e Marcos pelo

carinho e apoio que foram fundamentais para a minha formacéo.

Aos meus sobrinhos e sobrinhas que sempre me incentivaram e apoiaram, meu muito

obrigada.

Agradeco ao professor Dr. José Eduardo, meu orientador, pela confianga, incentivo e

pelos ensinamentos cientificos que tiveram inicio durante o mestrado.

A professora Dra. Maria Consuelo de Andrade Marques por ter despertado em mim o

interesse pela Farmacologia.

A Priscila de Souza pela colaboragio e auxilio nos experimentos que tornaram este
trabalho possivel. A Sandra Crestani e Bruna Sant’Helena pela amizade e apoio fundamentais

para meu crescimento académico.
A Angélica Bernardelli pelo seu carinho e companheirismo.

A Yanna Rattmann que mesmo convivendo juntas por pouco tempo no Lab 74, sempre

demonstrou seu apoio e incentivo.

Aos alunos do laboratério de Floriandpolis que me receberam de bragos abertos,

Danillo Macedo, Karla Guarido, Thiago Corréa, Elaine Anton, Ruy Ascenso e Daiana VVogel.

As minhas colegas e amigas de departamento, Haissa Brito, Luisa Mota, Daniele

Ferreira, obrigada pela amizade, cooperacéo e incentivo.

A Adriane Madeira pelo apoio, otimismo e bom humor “sempre”.



Aos professores, Dr. Daniel Fernandes, Dra. Regina de Sordi, Dra. Alexandra Acco e
Dr. Michel Otuki, por comporem a banca examinadora e pelas corre¢Ges e excelentes

sugestoes.
A professora Juliana Chichorro por sua atengio e apoio.

Aos funcionarios do Departamento de Farmacologia da UFPR, Ely de Fatima, Patricia

Nair e Silvia por sempre me acolherem bem.

Aos funcionarios do biotério pela atencéo e cuidados com os animais utilizados neste

trabalho.
A0s animais meu maior respeito.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico pelo apoio

financeiro.

Enfim a todos que de alguma maneira contribuiram e fizeram parte desta equipe para

que este trabalho fosse executado, meu sincero agradecimento!

Muito Obrigada!



“A ciéncia ¢ muito mais que um corpo de conhecimentos. E uma maneira

bl

de pensar’
“Nos somos, cada um de nds, um pequeno universo”

Carl Sagan



SUMARIO

e 1 11V i
N X I 2 ¥ O P iii
LISTA DE FIGURAS ..ot e e e et e e et e e et e e ean e e eaas v
LISTA DE TABELAS ... e e e et e e e e e e e aaneees Vil
LISTA DE ABREVIATURAS . ... .ttt e e e e e e st e e e e e e e e e enes iX
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt te et e e aeeste e e eae e 12
1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA .....oooviiiiieeceeeceeeeeee e 12
(7o) g To7=T1 (U= Tox- T LN 12
EPIAeMIOIOgIA......ccoiiiiieieeee 12
Mecanismos envolvidos no controle da presséo arterial...........ccccccvvvvvviiiinnnnnn. 14
Aspectos fisiologicos e estruturais dos vasos sanguineos............cccceeeeeeeeeeeenn. 16
Mecanismos de regulag@o do tONUS VaSCUIAr ...........ceivieeiiiiiiiiiiiie e 18
Participacdo do endotélio na regulacao do tbnus vascular ...............ccceevvvvvvnnnnn. 21
Papel fisioldgico do OXido NIFCO ..........uuviiiiiii e 23
Funcdes fisiol0gicas do NO..........coooiiiiiiiiiii e 26

O NO e a formacéo de espécies reativas de OXIgeNIO .........ccceeeeeeevveiiiiiiiineeeennn, 27
Disfungdo endotelial ... 29
Efeito da dieta com sal e frutose na fungéo cardiovascular ............ccccccvvvveeennen. 33

2. OBUIETIVOS ..ottt e e e e e s e e e e e e e e e e r e e e s 38
2.1 OBIETIVO GERAL ...t e e e e e e e eaas 38
2.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ..o 38
S MATERIAL .ottt e e e ettt e e e e e e r e e e e e e e e e reeaeas 39
S L ANIMALS L.t e e e et e e e e e e e e raaaaaeaaaan 39
3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS ....ooiiiiiiiiieeee ettt e e e e e 39
3.3 DROGAS E SAIS ..ottt a e e 41
B4 REAGENTES. ... e e e e e e e e e eaas 41
S5 ANTICORPOS ... e e e e e e e e e eaas 42
A, METODOLOGIAS ..o e e e e e e e e e e e e e e eaaaes 42
4.1 Avaliagéo do consumo alimentar e hidrico e do ganho ponderal..................... 42
4.2 Avaliagao da diurese, pH e densidade da urina..............euceeiiieeeiieeeiiiiiiiin e, 42
4.3 Avaliagbes bioquimicas e parametros hematol0giCosS ..............evvvvvvrrrriiennnnnnns 43

4.4 Avaliacbes macroscopicas da aorta toracica, do rim e do coracao dos animais



4.5 Medidas da presséo arterial pelo método direto em ratos anestesiados ......... 44

Procedimento CIFUMGICO........uuuiii e e e et e e e e e e e et e e e e e e e e eenanan s 44
Protocolo experimental............ooooii 45
4.6 MEDIDAS DA PRESSAO ARTERIAL VIA PLETISMOGRAFIA (TAIL-CUFF) .45
A7 RIM ISOLADO ...ttt e e e e e e e e e et e e et e e ean e eeaas 46
Procedimento Cirdrgico para iSOlar O MM ..........ccoooiiiiiiiiiiiiee e 46
Protocolo eXperimental..........cooooo i 47
4.8 Avaliacao da reatividade do leito arterial mesentériCo.............ccevvvvvvvvvnieieeeennn. 48
Procedimento CIFUMGICO........uuuiii e e et e e e e e e e e e e e e eaaaa s 48
Protocolo eXperimental..........ccoooe i 48
4.9 MEDIDA DA REATIVIDADE VASCULAR DE ANEIS DE AORTA ISOLADA DE
AN 1K 49
Isolamento e montagem em banho de Orgaos...........cccveeeeiieeiiiiiiiiiiiieeeeee 49
4.10 PROTOCOLOS PARA ANALISE DA REATIVIDADE VASCULAR................ 50
Avaliacdo da reatividade vascular da aorta para fenilefrina, acetilcolina e
NItrOPruSSIAto e SOIO ....ceeeiiiiiiiiiieiie e e e 50
Efeito da adicdo cumulativa de vasoconstritores em anéis de aorta do grupo
frutoSE 6% € CONIOIE ... e e e e e e e e eeeees 50
Determinacgdo da participagdo da via NO/GCs na reatividade de anéis de aorta
O GrUPO TrULOSE B0 ... ettt naeannne 51
Efeito da inibicdo da ciclooxigenase sobre a contracdo induzida pela fenilefrina
........................................................................................................................... 52
Estudo da participacdo do calcio e da via de sensibilizagdo ao calcio na
reatividade de anéis de aorta do grupo frutosSe 6%...........cccevvvvieeiieeeeeeeeininnnnnnn. 52
Efeito dos bloqueadores de canais de K* na contracéo induzida pela fenilefrina
em anéis de aorta de animais do grupo frutose 6% e controle .......................... 53
Efeito dos sequestradores de NO na reatividade em anéis de aorta do grupo
FPULOSE B0 ... ettt e e e e e e e eeaaae 53
4.11 QUANTIFICA(;AO DOS INDICADORES ENZIMATICOS E NAO
ENZIMATICOS DO ESTRESSE OXIDATIVO ....ocviiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 54
Quantificagédo da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)................. 54
Quantificacéo da atividade da enzima catalase ...........cccccvvveiiiieeeiieveiiiiiiee e, 55
Quantificagéo da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPX) .................. 55
Quantificagéo da atividade da enzima glutationa-S-tranferase (GST) ............... 56
Quantificagéo dos niveis da glutationa reduzida (GSH)..............uuveiiiiiiiiiiiinnnnns 56
Determinacédo dos niveis de hidroperdxidos lipidiCoS .........cccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiennnn. 57

4.12 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS DA VIA RHOA/ROCK ........ccccveueenennae 57



4,13 ANALISE ESTATISTICA ..o oottt e e e e eree e e e 59
B, RESULTADOS ... e ettt e e e 59

5.1. Efeito das dietas NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6% no consumo
de racdo, 4gua, ganho de peso, diurese, perfil hematoldgico e peso dos érgaos .59

5.2 Alteragbes macroscopicas no rim de ratos NaCl 4% e NaCl 4%/Frutose 6%..64
5.3 Efeito do consumo de racdo acrescida de sodio e/ou frutose na pressao

arterial média e reatividade vascular em ratos anestesiados .........ccccccvvvvvveveeennnn. 65
5.4 Efeito da dieta na pressao arterial sistémica e na frequéncia cardiaca de ratos
SeM O efeit0 A€ ANESIESICO ....uuuvuriiiiiiiiiiiiiiiiiii e rrnnannnne 69
5.5 Avaliacdo da pressao de perfusdo vascular renal (PPVR) em ratos expostos a
dieta acrescida de NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4 %/ Frutose 6%....................... 70
5.6 Reatividade do leito vascular mesentérico (LVM) de ratos expostos a dieta
contendo NaCl 4% € /OU frULtOSE B0 .......oveeeeeieeiiiiiiee et 70

5.7 Estudo da reatividade vascular em preparacfes de aorta isolada de rato....... 73
5.7.1 Relaxamento vascular dependente de endotélio induzido pela acetilcolina

e independente de endotélio induzido pelo nitroprussiato de sodio................... 73
5.7.2 Reatividade vascular induzida por vasoconstritores em aorta de rato com

(oL UIEST=T 0 g =T g T (0] =1 T J 73
5.7.3 Reatividade vascular induzida por vasoconstritores em artéria carotida
cOm endOtelio FUNCIONAL...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 77
5.7.4 Participacdo da via NO/GCs na hiporreatividade vascular induzida pela
fenilefrina em aorta de ratos do grupo controle e Frutose 6%.................cccceeee. 78
5.7.5 Auséncia da participacdo de prostandides na reatividade da aorta de rato

do grupo CONLrole € FrUtOSE 690 .......uuiiieceieiieeiice e 80
5.7.6 Efeito da dieta Frutose 6% na homeostasia do calcio intracelular e
extracelular e da via de sensibilizacdo ao célcio em aorta de rato..................... 82
5.7.7 Participacdo de canais de potassio na perda de reatividade a fenilefrina

em aneéis de aorta do grupo FrutoSE B0 .......cuuvuriiieeeeeeeeeiiieee e 85
5.7.8 Influéncia das espécies reativas de oxigénio na hiporreatividade para
fenilefrina em aorta de rato do grupo Frutose 6% ...........cooeevveeiiiiiiiiieeee, 87

5.8 Niveis da atividade enzimatica e ndo enzimética das defesas antioxidantes em
aorta de ratos dos grupos Controle € FrutoSe 6%0 .........cccovvvvvueiiiieeeeereeiiiiiiineeeeen 90
B. DISCUSSAOD ..ottt ettt 91
................................................................................................................................ 109
7. CONCLUSOES ...ttt 110

8. REFERENCIAS ........ooiieeteeeee ettt ettt ettt e et 111



RESUMO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) permanece como um dos maiores riscos para
morbidade e mortalidade cardiovascular e seu controle ainda € um desafio para a
area da saude. A incluséo de alimentos industrializados a dieta resultou em aumento
significativo no consumo de sal e mais recentemente de acucares, entre eles a
frutose. Dada a importancia da dieta na funcao cardiovascular, este trabalho buscou
investigar a influéncia do acréscimo de NaCl 4%, frutose 6% e a associacédo e NaCl
4% com frutose 6% a dieta de ratos Wistar, a qual foi implementada a partir do
desmame por um periodo de 6 semanas. Em nosso modelo experimental as
diferentes dietas ndo modificaram parametros metabdlicos importantes como 0 peso
e o indice glicémico. Mas, a pressdo arterial média (PAM), mensurada em ratos
anestesiados no final do tratamento foi maior em ratos expostos a dieta NacCl
4%/Frutose 6%. Além disso, a pressdo arterial sistdlica (PAS), avaliada
semanalmente a partir da quarta semana em ratos sem o efeito de anestésicos,
revelou-se elevada nos grupos tratados com NaCl 4%/Frutose 6% e Frutose 6%,
assim como a frequéncia cardiaca. A combinacdo NaCl 4%/Frutose 6% também
elevou a pressdo de perfusdo vascular renal basal, e o consumo das diferentes
dietas levou a uma hiper-reatividade do leito vascular renal a fenilefrina. A pressao
de perfuséo do leito vascular mesentérico (LVM) ao final do tratamento manteve-se
inalterada em todos os grupos. Porém o tratamento com dieta NaCl 4%/Frutose 6%
e Frutose 6% tornou o leito hipo-reativo a fenilefrina. Frente a esses resultados,
passamos a investigar a reatividade vascular da artéria aorta no grupo Frutose 6%.
A acdo vasodilatadora da acetilcolina foi menos potente no grupo tratado com
Frutose 6%, enquanto o efeito vasodilatador do nitroprussiato de s6dio mostrou-se
aumentado, o que foi evitado com a remocdo do endotélio vascular. Em aortas de
ratos expostos a dieta Frutose 6% observamos hipo-reatividade aos efeitos
constritores induzidos pela adicdo da fenilefrina, angiotensina | e angiotensina II,
efeito este que foi revertido pela remoc¢édo do endotélio vascular, bem como pela
presenca do inibidor ndo seletivo da 6xido nitrico sintase o L-NAME e do inibidor da
guanilato ciclase solavel (ODQ), assim como pelo sequestrador de Oxido nitrico o
carboxi-PTIO. A hipo-reatividade a fenilefrina também ocorreu em anéis de aorta
(com endotélio funcional) do grupo Frutose 6% mantidos em meio livre de célcio. Por
sua vez, o inibidor da Rho-kinase Y-27632 reduziu a contragdo maxima induzida
pela fenilefrina em anéis de aorta de ratos expostos a dieta padrdo, mas nao
modificou a hipo-reatividade em artéria aorta de ratos tratados com Frutose 6%, e
teve sua curva de relaxamento deslocada para a esquerda em anéis de aorta desse
mesmo grupo. A expressao ou atividade da SERCA2 ou da RhoA néo foi diferente
entre os grupos controle e Frutose 6%. Por outro lado a dieta Frutose 6% reduziu a
expressdo da ROCK I. A utilizacdo do inibidor ndo seletivo de canais de potassio
(TEA) e do inibidor de canais de potassio ativados por voltagem (4-AP) restaurou a
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contracdo induzida pela fenilefrina no grupo exposto a Frutose 6%. A hipo-
reatividade dependente de endotélio a fenilefrina foi restaurada na presenca do
tempol sequestrador de anion superéxido e da apocinina inibidor da atividade da
NADPH oxidase. A dieta Frutose 6% também comprometeu a atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e da glutationa (GSH), e elevou os niveis
da hidroperoxidacado lipidica. Nossos resultados mostraram que a associacdo de
guantidades moderadas de Frutose 6% e a associacdo de NaCl 4%/Frutose 6% a
dieta foram capazes de elevar a pressdo arterial de ratos. Além disso, a dieta
Frutose 6% comprometeu a biologia vascular que parece ser em decorréncia de
maior producdo de NO pelo endotélio vascular resultando em produc¢éo de espécies
reativas de nitrogénio (ERNS).

Palavras-chave: Hipertensdo arterial, Disfuncdo vascular, Oxido nitrico, Hipo-
reatividade, Espécies reativas de nitrogénio.



ABSTRACT

Hypertension remains one of the biggest risk factors for cardiovascular morbidity and
mortality and its control remains a challenger for the health control. Consumption of
processed food resulted in a significant increase in the consumption of salt and more
recently increased consumption of sugars, including fructose. Given the importance
of diet in cardiovascular function this study investigated the influence of the addition
of moderate amounts of sodium and fructose. For this, Wistar male rats (21 days old)
received chow containing NaCl 4%, Fructose 6% and the association of NacCl
4%/Fructose 6% and standard chow for 6 weeks. In our experimental model the
different diets did not alter important metabolic parameters such as the weight gain
and glycemic index. But, mean arterial pressure (MAP) measured in anesthetized
rats, at the end of treatment was greater in rats exposed to diet containing NacCl
4%/Fructose 6% and systolic blood pressure (SBP) assessed weekly from the fourth
week in rats without the influence of anesthetics, was elevated in both, rats exposed
to NaCl 4%/Fructose 6% and Fructose 6% diet, as well as heart rate. The association
of NaCl 4% and Fructose 6% in diet also increases the baseline of vascular renal
perfusion pressure, and the consumption of the different diets lead to hyperactivity of
vascular renal to phenylephrine. The perfusion pressure in the mesenteric vascular
bed (MVB) remained unchanged in all groups at the end of treatment. However,
when the MVB was exposed to phenylephrine in increasing concentration we noted
that consumption of NaCl 4%/Fructose 6% and Fructose 6% diets induced hypo-
contractility of mesenteric vascular bed. When considering these results we now
investigated the vascular reactivity in aorta from Fructose 6% diet group. The
relaxation induced by acetylcholine was less potent in the group treated with
Fructose 6%, the opposite was observed with the addition of sodium nitroprusside,
where the vasorelaxant response was more potent in the Fructose 6% feed rats.
Interestingly when vascular endothelium was gently removed the vasorelaxant
response was similar in both groups. In aortic rings obtained from rats exposed to
Fructose 6% diet, we observed hypo-reactivity for cumulative addition of
phenylephrine, angiotensin | and angiotensin II, in aortic rings with functional
vascular endothelium and this was reversed by removing the vascular endothelium
as well as by the inhibitor of nitric oxide synthase (L-NAME), soluble guanylate
cyclase inhibitor (ODQ) and nitric oxide scavenger (carboxi-PTIO). We also noticed
that the hypo contractility to phenylephrine remained even in free calcium
preparations, but still remained dependent on the presence of functional
endothelium. Preincubation of Y-27632 reduced the maximal contraction elicited by
phenylephrine in control rings, but did not change the hypo-reactivity in aorta of rats
treated with Fructose 6%. The relaxation induced by Y-27632 was more potent in
aorta obtained from Fructose 6% diet group. The expression of SERCA2 and RhoA
were similar in both groups. Moreover, Fructose 6% diet reduced the expression of
ROCK I. The hypo-responsiveness to phenylephrine was restored in the presence of



a nonspecific inhibitor of potassium channel (TEA) and the selective voltage
dependent potassium channel blocker (4-AP). The hypo-responsiveness endothelium
dependent was reversed by tempol (superoxide scavenger) and apocynin (NADPH
oxidase inhibitor). The fructose diet also compromises the activity of antioxidant
enzymes, like superoxide dismutase (SOD), and glutathione (GSH) and raises the
levels of lipid hydroperoxidation in aorta from Fructose 6% diet group. Our results
indicated that the amount of dietary fructose necessary to raise blood pressure in
normotensive and healthy rats is substantially below the commonly used 60%
fructose adopted in previous studies. Furthermore, Fructose 6% diet compromised
vascular biology which seems to be due to higher production of nitric oxide and
increased production of reactive nitrogen species.

Key-words: High blood pressure, Vascular dysfunction, Nitric oxide, Hypo-reactivity,
Reactive nitrogen species.
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1. INTRODUCAO
1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

Conceituacéao

A pressao arterial (PA) é definida como for¢a/unidade de &rea. Portanto, a PA
depende de fatores fisicos como volume sanguineo e a capacidade da circulacao, sendo
resultante da combinacdo instantanea entre o volume minuto cardiaco (ou débito
cardiaco, que € igual a frequéncia cardiaca x volume sistolico), e da resisténcia periférica
(SBC/SBH, 2006). Em outras palavras, a PA corresponde a forca que o sangue
bombeado pelo coracdo gera contra a parede distensivel dos vasos, sendo determinada
pelo volume de sangue que sai do coracdo (débito cardiaco), e a resisténcia que ele
encontra para circular na periferia (resisténcia vascular periférica).

A hipertensédo arterial primaria, essencial ou idiopatica, € a forma mais comum de
hipertenséo, correspondendo a 90-95% de todos os casos da doenca (CARRETERO;
OPARIL, 2000). A hipertensao arterial secundaria possui prevaléncia de 3-10% e suas
causas sdo identificaveis, sendo que doencas renais sdo a causa mais frequente
(LAWLOR; SMITH, 2005). Niveis elevados de glicocorticoides, especialmente cortisol
(sindrome de Cushing), ou por administracdo de esteroides (GSCHWANDTNER et al.,
1997), também podem elevar a pressdao arterial. Outros transtornos, como o
hipertireoidismo, o hiperaldosteronismo primario ou secundario e tumores como 0S
feocromocitomas, assim como o0 uso crénico de alguns medicamentos também podem
levar ao desenvolvimento da hipertensdo secundaria (GROSSMAN et al.,, 2015;
THOMAS, R. M. et al., 2015).

Epidemiologia

A hipertensédo arterial sistémica (HAS) € uma condicdo clinica multifatorial
caracterizada quando a pressao arterial sistélica esta igual ou acima de 140 mm Hg, e a
pressdo arterial diastdlica esta igual ou acima de 90 mm Hg (Revista Brasileira de

Hipertensdo, 2010). A prevaléncia global da HAS é de 20% na populacdo adulta. O
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namero estimado de individuos hipertensos em 2000 foi de aproximadamente 972
milhdes e a projecdo para 2025 é que teremos 1,56 bilhdo de hipertensos no mundo, o
que representara cerca de 30% da populacdo mundial. Esse crescimento sera maior em
paises economicamente desenvolvidos, sendo que cerca de 75% da populacéo
hipertensa residira em paises desenvolvidos (WILLIAMS, 2009).

A HAS permanece como um dos maiores riscos para morbidade e mortalidade
cardiovascular no mundo e no Brasil, e seu controle ainda € um desafio para a area da
saude (CHOBANIAN et al., 2003). Em pesquisa recente feita pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2014), 21,4% dos pesquisados admitiram diagndstico de
hipertensao arterial, o que corresponderia a 31,3 milhdes de pessoas no Brasil. A mesma
pesquisa também aponta que mais de 6 milhfes de brasileiros acima de 18 anos
possuem algum tipo de doenca cardiaca.

A prevaléncia da HAS é de 60% em individuos na faixa etaria acima de 65 anos
(SBC/SBH, 2006). O excesso de peso é um fator que eleva a pressao arterial desde a
idade jovem, assim como o tabagismo e o consumo excessivo de alcool (NOLA et al.,
2010; SLADE; KIM, 2014). Esses dados mostram que a elevacdo da pressdo arterial
deverd manter-se como uma das mais importantes e evitaveis causas de morte
prematura em todo o mundo, pelo menos nas préoximas 2 décadas. Além do aumento
alarmante na prevaléncia da hipertensdo na populacdo adulta, a hipertensdo essencial
(assintomatica em 90-95% dos casos) estd se tornando comum entre 0S jovens e
adolescentes (FIELDS et al., 2004).

Fatores genéticos associados a fatores do meio ambiente estdo associados
durante a elevacdo da presséo arterial. Dentre os fatores do meio ambiente a dieta vem
se destacando como um fator independente de elevagao da pressao arterial. O estilo de
vida em paises desenvolvidos inclui cada vez mais o consumo de alimentos processados
ricos em sal e acucares (VASDEV et al., 2007a). O consumo excessivo de sal e acUcar
sera abordado em topico mais adiante.

O tratamento da hipertensédo arterial inclui medidas farmacolégicas associadas a
medidas ndo farmacolodgicas. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHITWORTH,;
CHALMERS, 2004), o tratamento ndo medicamentoso consiste em mudangas no estilo
de vida que objetivam a reducédo da pressédo arterial, tais como a pratica de exercicios

fisicos, reducdo de peso e alimentacdo sem excessos de sal, agicar ou gordura. Quando
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o tratamento ndo farmacologico ndo promove reducao satisfatoria dos niveis pressoricos,
deve ser instituido o tratamento farmacolégico (SBC/SBH, 2006) (HACKAM et al., 2010).

O tratamento com farmacos anti-hipertensivos visa manter a perfusao tecidual
adequada pela manutencdo da circulacdo, reduzindo a morbidade e mortalidade
cardiovascular. Neste estudo ndo abordaremos os mecanismos de a¢do de farmacos
anti-hipertensivos, os quais foram revisados em detalhes em diversas publicagdes
recentes (HACKAM et al., 2010; OPARIL; SCHMIEDER, 2015).

A permanéncia da pressao arterial em niveis elevados causa alteracdes funcionais
e estruturais em Orgdos-alvo como vasos sanguineos, coracao, rins e cérebro
(WILLIAMS et al., 2004). A incidéncia da hipertensdo pode levar a deméncia e até
mesmo deficiéncia cognitiva e acidente vascular cerebral (KOHLER et al., 2014). No
coracao ocorrem modificacdes estruturais do miocardio (hipertrofia ventricular esquerda)
que resultam em insuficiéncia cardiaca, e manifestacfes de isquemia em decorréncia de
doenca arterial coronariana obstrutiva aterosclerética (DELLSPERGER; MARCUS, 1990;
POLESE et al., 1991). A lesdo vascular decorre da pressdo que ocorre pelo estresse
mecanico sobre a parede do vaso, a qual inicialmente atinge a microcirculacdo, e mais
tardiamente os grandes vasos, causando danos ao endotélio vascular (BLANKENHORN;
KRAMSCH, 1989). A manutencdo prolongada de quadros hipertensivos tem efeito
também sobre os rins, sendo um importante fator para o desenvolvimento da insuficiéncia
renal crénica (HARLOS; HEIDLAND, 1994).

Mecanismos envolvidos no controle da presséo arterial

Nos humanos a PA pode variar a todo instante para manter o organismo em
equilibrio. No entanto, raramente a PA desvia-se mais do que 10 a 15% dos valores de
referéncia. A manutencdo bem como a variagdo da PA momento a momento depende de
mecanismos complexos que determinam ajustes apropriados da frequéncia e
contratilidade cardiaca, do estado contrétil dos vasos de resisténcia e de capacitancia, e
da distribuicdo de fluidos dentro e fora dos vasos (SBH, 2005).

Esses mecanismos sdo agrupados de acordo com o tempo necessario a reacao

para produzir uma resposta (GUYTON, 1991). Vale ressaltar que os mecanismos séo
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geridos pelo organismo em tempo real, atuando de maneira continua e em conjunto
enquanto dormimos, trabalhamos, comemos etc.

A primeira linha de defesa contra as manifestacbes agudas de hipertensdo ou
hipotensdo séo os barorreceptores, quimiorreceptores e o sistema nervoso central (SNC).
A resisténcia vascular e o débito cardiaco sdo duas variaveis que sdo reguladas pelo
sistema nervoso autdbnomo. O ténus venoso é regulado pelo sistema nervoso simpatico,
enquanto a frequéncia cardiaca e a contracdo do miocardio sdo reguladas pelas duas
divisbes do sistema nervoso autbnomo, o simpatico e parassimpatico (SAPER, 2002). Os
barorreceptores sdo mecanorreceptores sensiveis a distensdo que pode ocorrer nas
paredes dos vasos de acordo com a variacdo da presséo intravascular. Essa capacidade
de perceber variacbes na PA faz dos barorreceptores estruturas importantes para o
controle simpético e parassimpéatico das fun¢des do coracédo e vasos (SOUZA NETO et
al., 2003). Além da resposta neural rapida, o SNC também controla a liberacdo de
horménios. Durante queda sustentada da pressao arterial, por exemplo, o0s
barorreceptores percebem a queda da pressdo nos vasos e levam esta informacgao para
0 sistema nervoso simpatico que libera noradrenalina, que por sua vez estimula a
liberacdo de adrenalina pela medula adrenal e liberacdo de vasopressina pela neuro-
hipofese, além disso, ocorre aumento nos niveis plasméaticos de renina por ativacdo dos
receptores Bi-adrenérgicos no rim. O cérebro também contribui para a regulagédo da PA a
longo prazo, uma vez que a denervacao renal, ou lesdes no cérebro, podem atenuar ou
atrasar o desenvolvimento da hipertensao (DIBONA; KOPP, 1997; JACOB et al., 2005).

Em algumas formas de hipertensdo ocorre aumento na atividade simpética
(SCHLAICH et al., 2004), sendo esta relacédo entre atividade do SNC e desenvolvimento
de HAS, reforcada pela eficacia de alguns farmacos anti-hipertensivos, que estimulam
receptor az-adrenérgico pré-sinaptico no SNC, reduzindo o tdnus simpatico, como fazem
a metildopa e a clonidina.

O controle a longo prazo da presséo arterial € regulado principalmente pelos rins.
AlteracBes nas concentracdes de sodio e no volume extracelular sdo percebidas pelos
rins, 0 aumento de pressao nos capilares promove um aumento na eliminacdo de agua e
sais, sendo que o oposto também ocorre. Ou seja, durante a queda da pressao arterial,

ha ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) que estimula a
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reabsorcdo de sodio e agua pelos rins, elevando o volume de liquido extracelular e
consequentemente elevando a PA.

O SRAA pode ser definido como uma cascata hormonal que envolve peptideos,
enzimas e receptores especificos, cuja acdo classica refere-se a regulacédo de funcdes
cardiovasculares, renais e adrenais, mantendo o balanco de fluidos e eletrélitos do
organismo, bem como o controle da presséao arterial. (FYHRQUIST; SAIJONMAA, 2008).
A angiotensina Il (All), um dos produtos principais dentro do SRAA, possui efeito
vasoconstritor, aumentado a resisténcia periférica. Na glandula suprarrenal a All estimula
a zona glomerulosa do cértex, aumentando a sintese e a secrecao de aldosterona, que
por sua vez atua sobre o rim para aumentar a expressao de canais epiteliais de sodio, 0
que leva a retencdo de sddio e 4gua, aumentando assim o volume sanguineo (ALLEN et
al., 2000; HOLLENBERG, 2004). A secrecdo de renina, a ativagcdo simpatica, a
hipovolemia e a hipotensdo também estimulam a secrecdo de vasopressina da glandula
pituitaria posterior, a qual além de ser um potente vasoconstritor aumenta a expresséo de
aguaporinas no ducto coletor renal, aumentando a reabsorcdo de agua (BANKIR, 2001).
Dessa maneira ocorre aumento do volume plasmatico e consequentemente aumento da
pressao arterial. Apesar de existirem varios mecanismos de regulacdo da presséao arterial

0S vasos sanguineos tém papel de destaque no controle da pressao arterial.

Aspectos fisioldgicos e estruturais dos vasos sanguineos

Os vasos séo classificados de acordo com sua funcao ou distribuicdo, podendo ser
de conduténcia ou de resisténcia. Os vasos de condutancia como, por exemplo, a artéria
aorta, a artéria renal, a artéria carétida e a artéria mesentérica, possuem como funcao
principal o papel de conduzir e distribuir o débito cardiaco para os tecidos. Esses vasos
possuem grande guantidade de material elastico, e, por consequéncia, resultando num
sistema de baixa resisténcia (FOLKOW et al., 1973; O'ROURKE, 1990). Por sua vez,
artérias de calibres menores tém como principal componente da tanica média o tecido
muscular liso, e possuem importancia central no controle local do fluxo e na determinagéo
da resisténcia regional, bem como na resisténcia periférica total. Os vasos de menor

calibre possuem uma camada muscular espessa apresentando grandes alteracdes no
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didmetro do vaso frente a estimulos hemodinamicos e neuro-humorais 0 que permite aos
vasos participarem da regulacao da pressao arterial (MULVANY; AALKJAER, 1990).

A Figura 1 ilustra a constituicdo da parede dos vasos sanguineos, que é formada
de trés camadas distintas, a adventicia, que é a mais externa, a camada média que € a
intermediaria, e a intima que é a mais interna. Embora essas camadas estejam bem
representadas nos vasos de maior calibre, em artérias menores podem possuir variagées
importantes em espessura e composicdo, ou até mesmo podem estar ausentes. A Unica

camada que esta presente em todos 0s vasos € a camada intima.

«#> Célulaendotelial
“7— Célulado musculoliso
Q Tecido adiposo
. Fibroblasto
~—  Fibra de coldgeno

Q Terminagdes nervosas

Figura 1: Corte transversal da parede do vaso. A parede do vaso é constituida por trés
camadas: camada intima (formada pelas células endoteliais), camada média (constituida por
células do musculo liso vascular), e camada externa (contem tecido adiposo, fibroblastos,
colageno e terminacdes nervosas) (adaptado de: Yingzi Zhao, 2015).

A camada adventicia contém quantidades variaveis de fibras de colageno e, em
alguns casos, contém fibras elasticas. Possui também vasos sanguineos destinados a
nutricdo do vaso e terminacdes nervosas (HAURANI; PAGANO, 2007). Na sua parte
mais externa a camada adventicia possui tecido adiposo perivascular, que secretam
adipocinas que podem contribuir para a regulacdo do tonus vascular (KLESCHYOV et al.,
2000; SOLTIS; CASSIS, 1991).

A camada média, que é a mais espessa, € constituida por células do musculo liso

vascular e elastina em quantidades que variam de acordo com o tipo de vaso (artéria ou
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veia) responsavel por controlar a didmetro do vaso, por vasoconstricado ou vasodilatagéao.
O musculo liso vascular € que medeia a contragdo e a dilatagdo dos vasos sanguineos
(MICHEL, 1998). Os eventos celulares envolvidos na regulacdo da contratilidade vascular

sao discutidos a seguir.

Mecanismos de regulacéo do ténus vascular

A contracao das células do musculo liso vascular pode ter inicio mecanicamente
ou por ativacdo farmacoldgica, por exemplo, a partir da acao de ligantes em receptores
presentes na superficie das membranas celulares, o que através da ativacao das vias de
transducéo intracelular' leva ao aumento na concentracdo de calcio livie no meio
intracelular, oriundo dos estoques intracelulares ou do influxo apds abertura de canais de
célcio localizados na membrana celular (CRIBBS, 2001; JI et al., 2002). O Ca** livre no
meio intracelular se liga & calmodulina, formando o complexo Ca®*/calmodulina, o qual,
ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK), que fosforila a cadeia leve da miosina
(MLC). A fosforilagdo da MLC permite a interagdo da miosina com a actina promovendo a
contracao (KARAKI et al., 1997; WEBB, 2003).

O mecanismo de contracdo do musculo liso vascular, além de ser dependente da
concentracdo de calcio, depende também do estado de fosforilacdo da MLC, que é
regulado pela acdo da fosfatase da MLC (MLCP). A MLCP desfosforila a MLC, inibindo a
contracdo. A atividade da fosfatase da miosina é regulada pela ativacdo da proteina G
pequena RhoA, que tem como alvo a Rho cinase (ROCK), que apds ser ativada fosforila
e inibe a fosfatase da miosina (SOMLYO; SOMLYO, 2000; UEHATA et al., 1997). O
aumento na expressdo ou na atividade das enzimas que participam da contracdo do
musculo liso vascular pode contribuir para o desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares como, por exemplo, a hipertenséo (CHITALEY et al., 2001)

O relaxamento do musculo liso vascular geralmente ocorre pela diminuicdo da

concentracéo de calcio intracelular, o que reduz a fosforilacdo da cadeia leve da miosina.

LA ligacdo de um horménio ou um neurotransmissor ao receptor acoplado a proteina G, estimula a
atividade da fosfolipase C (PLC), esta enzima € especifica para a formagdo de segundos mensageiros
como o IP; e o diacilglicerol (DAG) a partir do fosfolipideo de membrana fosfaditilinositol 4,5- bifosfato. O
IP3 se liga a receptores especificos no reticulo sarcoplasmatico e promove a liberagdo de calcio dos
estoques intracelulares para o citosol. O DAG juntamente com o célcio ativa a proteina cinase C (PKC) que
fosforila proteinas alvo especificas, como por exemplo, canais de Ca** tipo-L.
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Agentes vasodilatadores frequentemente agem sobre 0s niveis de adenosina 3, 5 —
monofosfato ciclico (AMPc) e de guanosina 3’, 5° — monofosfato ciclico (GMPc), os quais
ativam, respectivamente, a proteina cinase A (PKA) e a proteina cinase G (PKG). A PKA
e a PKG fosforilam e inativam a MLCK, promovendo o relaxamento das células
musculares lisas, favorecendo a perda do tonus muscular (FORSTERMANN et al., 1986;
IGNARRO et al., 1986; RAPOPORT; MURAD, 1983).

O relaxamento do musculo liso vascular em resposta a um estimulo envolvendo o
endotélio é conhecido como relaxamento dependente de endotélio, e envolve a liberacao
de pelo menos um fator relaxante derivado do endotélio (EDRF). Os dois EDRFs mais
conhecidos sao o oxido nitrico (NO) e a prostaciclina (PGl,). Esta bem demonstrado que
o relaxamento vascular dependente de endotélio é sempre acompanhado de
hiperpolarizacdo mediada por ativagdo dos canais de potassio (K). O NO e a
prostaciclina sdo conhecidos por promover relaxamento vascular, pelo menos em parte,
por meio da ativagcdo de canais de potassio (FARACI; HEISTAD, 1998; NELSON;
QUAYLE, 1995). A hiperpolarizacdo dependente de endotélio reflete parte do mecanismo
de relaxamento promovido pelo NO e/ou prostaciclina (COHEN; VANHOUTTE, 1995).

Canais de K" tém um papel importante na regulacdo do potencial de repouso da
membrana das células musculares vasculares e no ténus vascular (FARACI; HEISTAD,
1998).

A abertura de um canal de potassio presente na membrana das células do musculo
liso vascular aumenta o efluxo de K* para o meio extracelular, reduzindo a carga positiva
no lado interno da célula, o que gera um potencial negativo através da membrana, que é
a hiperpolarizagédo (SOBEY, 2001). A hiperpolarizacdo leva ao fechamento de canais de
calcio dependentes de voltagem (Ca®'), reduzindo a entrada de Ca* e
consequentemente inibindo a contracdo. O oposto, o fechamento do canal de K,
contribui para a despolarizacdo, para a abertura do canal de calcio dependente de
voltagem, aumento na concentracao de calcio intracelular e consequente vasoconstricao.
Como o principal regulador do potencial de acdo de membrana do musculo liso vascular,
a atividade dos canais de K™ € um importante determinante do ténus e do didmetro dos
vasos, participando do mecanismo de vasodilatacdo (NELSON; QUAYLE, 1995).

Nas células endoteliais e no musculo liso arterial ja foram identificados pelo menos 4

tipos principais de canais de K*. Canais de potassio sensiveis a voltagem K, (GUTMAN et
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al., 2003), canais de potassio ativados por calcio Kca, incluindo os de baixa (SKca ou
Kca2), intermediaria (IKca ou Kea3), de alta condutancia (BKca, ou Keal) (WEI et al., 2005),
canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp 0u Ki1.x, Ki4.x, Ki5.x e K;7.x), e; canais de
potdssio de influxo retificante (Ky2.x e K;3.x) (KUBO et al.,, 2005). A nomenclatura
descrita acima foi determinada por pesquisadores em Comités Internacionais realizados
pela IUPHAR (International Union of Pharmacology). Porém para fins didaticos os canais
de potéassio serdo descritos, neste trabalho, de acordo com a classificacdo anterior que o
associa com 0 mecanismo que regula o canal.

Os Kv sao ativados pela despolarizagdo da membrana e acabam por limitar a
despolarizacdo, reduzindo a vasoconstricdo e assim mantendo o tonus vascular de
repouso (NELSON; QUAYLE, 1995). Mediadores como o AMPc, o NO, e o GMPc, dentre
outros, podem ativar os Kv em alguns vasos sanguineos. O inibidor mais seletivo de
canais Kv no musculo liso vascular é a 4-aminopiridina (4-AP) (JACKSON, 2000;
NELSON; QUAYLE, 1995; SOBEY, 2001).

Os canais de potéassio do tipo K¢, estdo presentes em grande numero nas células
do masculo liso vascular, sendo ativados quando ocorre elevacdo dos niveis
intracelulares de calcio e pela despolarizacdo da membrana (JACKSON, 2000;
MICHELAKIS et al., 1997; NELSON; QUAYLE, 1995; SOBEY, 2001). O NO e o0 GMPc,
por exemplo, podem ativar diretamente esses canais (BOLOTINA et al.,, 1994;
JACKSON, 2000; NELSON; BRAYDEN, 1993). Os agentes farmacoldgicos mais
conhecidos que bloqueiam este canal sdo o tetraetilaménio (TEA) (LANGTON et al.,
1991), a iberiotoxina (IbTx) e a caribdotoxina (MILLER, C. et al., 1985).

Os Karp séo inibidos quando os niveis intracelulares de ATP estéo elevados sendo
a razdo ATP/ADP no meio intracelular um dos fatores que regulam a sua abertura. A
atividade destes canais esta diretamente associada com a atividade metabdlica da célula
(FARACI; HEISTAD, 1998; SOBEY, 2001). Vasodilatadores enddégenos que aumentam
0s niveis de AMPc, como a adenosina (MERKEL et al.,, 1992), e a prostaciclina
(JACKSON et al.,, 1993), que ativam esses canais, 0 que contribui para os efeitos
vasodilatadores e hipotensores dos mesmos. Vasoconstritores como angiotensina I,
vasopressina, noradrenalina e endotelina inibem o canal Karp via ativagdo da PKC e
aumento da sintese de ATP (QUAYLE et al., 1997; RODRIGO; STANDEN, 2005). A

glibenclamida € o bloqueador mais comumente utilizado para estudos que envolvem o
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Karp (SOBEY, 2001), os quais sdo descritos como relativamente sensiveis ao TEA
(NELSON et al., 1990).

Participagcdo do endotélio na regulacdo do ténus vascular

A porcdo mais interna dos vasos € constituida de uma uUnica camada de células,
que constituem o endotélio vascular, o qual se encontra em contato direto com o fluxo
sanguineo. O endotélio vascular reveste todos o0s vasos sanguineos (BAUER;
SOTNIKOVA, 2010; FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980). Por muitos anos o endotélio
vascular foi considerado somente como uma barreira celular, porém em 1980 Furchgott e
Zawadzki relataram que o endotélio vascular liberava um fator capaz de relaxar a
musculatura lisa (chamado inicialmente como fator relaxante derivado do endotélio,
EDRF, do Inglés endothelim-derived relaxing factor), o qual mais tarde foi identificado
como sendo o NO (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980).

Desta forma, o endotélio participa da regulacdo do ténus vascular através de uma
interacdo complexa entre as paredes e o limen dos vasos (FURCHGOTT; VANHOUTTE,
1989). A localizacédo do endotélio entre o sangue circulante e o masculo liso vascular lhe
confere um papel importante na manutencdo da homeostasia, por controlar o equilibrio
entre vasodilatacdo e vasoconstricdo (KASPRZAK et al., 2006).

O endotélio é considerado um 6rgdo paracrino, endécrino e autdcrino ativo, pois
sintetiza e libera substancias vasoativas que atuam diretamente no musculo liso vascular,
promovendo contracdo ou relaxamento. Dentre os vasoconstritores liberados pelo
endotélio vascular vale destacar alguns derivados do acido araquidénico (MILLER, V. M.;
VANHOUTTE, 1985), a endotelina (YANAGISAWA et al., 2008) e a angiotensina I
(VELTMAR et al., 1991).

Trés mediadores endoteliais sdo 0s principais envolvidos no relaxamento vascular.
O NO (FURCHGOTT, 1993; HUTCHINSON et al.,, 1987; IGNARRO et al., 1987;
PALMER et al.,, 1987), a prostaciclina (PGl,) (MONCADA et al.,, 1977), e o fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF, do Inglés Endothelium-derived
hyperpolarizing factor) (FELETOU; VANHOUTTE, 1988).

Na Figura 2, temos uma representacdo do mecanismo de relaxamento vascular

dependente de endotélio. Agonistas como a acetilcolina ou bradicinina liga-se a um
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receptor especifico localizado na membrana celular. Ativam segundos mensageiros que
promovem o aumento de célcio intracelular. O célcio se liga a calmodulina que por sua
vez ativa a Oxido nitrico endotelial e converte L-arginina em NO. O NO, no musculo liso
vascular, ativa a guanilato ciclase soltuvel (GCs) promovendo aumento nas concentracdes

do GMPc e levando ao relaxamento.
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Figura 2. Substancias vasorelaxantes produzidas e liberadas pelo endotélio vascular. As
células endoteliais, apos estimulo de ligantes com a acetilcolina (ACh), bradicinina (BK), o apés o
estresse de cisalhamento, aumentam os niveis de célcio livre no meio intracelular. O aumento do
calcio promove a ativacdo da oxido nitrico sintase endotelial e a formagao do 6xido nitrico (NO).
Este se difunde para o muasculo liso vascular e ativa a guanilato ciclase solavel (GCs) e aumento
nos niveis de GMPc. O aumento de calcio na célula endotelial também ativa a via da formacéo da
prostaciclina (PGl,), que promove aumento nas concentragdes de AMPc, bem como a via do
EDHF, que promove hiperpolarizacdo . Como consequéncia ocorre o0 relaxamento muscular.
(Adaptado de Servier Medical Art PowerPoint Image Bank, de Mombouli e Vanhoutte, 1997).

A prostaciclina (PGl,) € sintetizada pela acdo da enzima fosfolipase A, sobre

fosfolipidios de membrana promovendo a liberacéo do acido araquidénico, que é oxidado
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pela enzima ciclooxigenase dando origem a prostaglandina G, (PGGy), a qual é reduzida
a prostaglandina H, (PGH.,), ainda pela ciclooxigenase. A enzima prostaciclina sintase
converte a PGH; a prostaglandina |, (PGl, ou prostaciclina) (MONCADA et al., 1976;
SMITH et al., 1996; VANE et al., 1998). A PGI, produzida atua em receptores acoplados
a proteina Gq4s na membrana das células do muasculo liso vascular, o que leva ao aumento
do AMPc, segundo mensageiro que ativa a proteina cinase A, sendo que a ativacao
desta cinase impede a interacdo da actina-miosina, ocasionando relaxamento do musculo
liso vascular (HOPKINS; GORMAN, 1981).

A identidade quimica do EDHF ainda & desconhecida. A vasodilatagdo induzida
por este composto parece ser mediada por uma hiperpolarizagéo celular sem elevagéo
nos niveis intracelulares de GMPc ou AMPc, sendo resistente aos inibidores da
ciclooxigenase ou aos bloqueadores das enzimas Oxido nitrico sintases (NOS)
(GARLAND; MCPHERSON, 1992; MOMBOULI; VANHOUTTE, 1997; NAGAQO;
VANHOUTTE, 1992). O efeito vasodilatador induzido pelo EDHF é mediado pela ativagédo
de canais de K" localizados na membrana das células do musculo liso vascular. Como
mencionado anteriormente, a hiperpolarizacdo impede a ativacdo de canais de calcio
dependentes de voltagem, diminuindo as concentracdes de calcio livre no meio
intracelular e gerando relaxamento. Os principais canais de potassio envolvidos na
hiperpolarizacao induzida pelo EDHF parecem ser os canais de potassio dependentes de
calcio de baixa e intermediaria condutancia. Nos vasos onde € produzido, o EDHF é
secretado ap6s a ativacdo de receptores por ligantes como acetilcolina, bradicinina,
substancia P, bem como pelo estresse de cisalhamento (BUSSE et al., 2002; CHEN, G.;
SUZUKI, 1989; FELETOU, 2009; URAKAMI-HARASAWA et al., 1997).

Papel fisiologico do 6xido nitrico

O NO é formado apos ativacdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS). Séo
conhecidas trés isoformas da NOS. A isoforma I, ou neuronal (NOS-I), esta presente nas
células neuronais do cérebro, onde o NO regula a liberacdo de neurotransmissores como
acetilcolina, histamina e serotonina (PRAST; PHILIPPU, 2001; STRAUB et al., 2007). A
NOS-I também é expressa em midcito cardiaco e esquelético (KOBZIK et al., 1994; XU

et al., 1999), musculo liso vascular, células endoteliais (BACHETTI et al.,, 2004,
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BOULANGER et al., 1998), na camada adventicia das artérias penianas (BURNETT et
al., 1992), e células da macula densa nos rins (BACHMANN et al., 1995).

A isoforma Il, ou induzida (NOS-II), pode ser expressa em varios tipos de células
em resposta a citocinas, lipopolissacarideos, tumores, ou outros agentes infecciosos. Na
maioria dos tipos celulares, e em especial nos vasos, a presenca da NOS-II é minima em
condi¢cdes fisiolégicas. Entretanto, uma vez expressa esta isoforma produz NO
continuamente, de forma independente de variacdes na concentracdo de calcio livre no
meio intracelular (GROSS et al., 1991). Em casos de inflamacéo a expressao da NOS-Il é
induzida no musculo liso vascular, gerando grandes quantidades de NO. Além disso, tem
sido demonstrado que a atividade em larga escala das NOS-Il pode resultar em disfuncao
vascular pela limitacdo da disponibilidade do cofator tetrahidrobiopterina (BH,) para a
NOS endotelial (GUNNETT et al., 2005). A NOS-Il gera grandes quantidades de NO e
seu principal alvo sdo os parasitas presentes no citosol das células, participando da
fisiologia dos processos inflamatérios e do choque séptico, sendo a maior causa da
hipotensao, cardiodepressédo e hiporreatividade vascular observada no choque séptico
(SCHINI et al., 1991; SPINK et al., 1995).

Em condicdes fisiologicas a NOS endotelial (NOS-III) é responsavel pela producéo
da maioria do NO derivado do endotélio. Por esta razdo tem papel crucial na homeostasia
cardiovascular (FISH; MARSDEN, 2006). Apesar da NOS-Ill ser expressa
constitutivamente a producdo de NO pode ser ativadal/iniciada por varios estimulos
incluindo o estresse de cisalhamento (BOO et al., 2002; DIMMELER et al., 1999;
RUBANY!I et al., 1986), acetilcolina (CHEN HI et al., 1996; KELLOGG et al., 2005),
bradicinina (DANSER et al., 1998; DAVISSON et al., 1996), histamina (LANTOINE et al.,
1998) e o 17B-estradiol (CAULIN-GLASER et al., 1997; CHEN, Z. et al., 1999).

Para a sintese do NO todas as isoformas de NOS utilizam o aminoéacido L-arginina
como substrato e o oxigénio molecular, formando citrulina e o NO. O fosfato de
dinucleotideo de nicotinamida reduzida (NADPH) atua como doador de elétrons, que sao
transmitidos via dinucleotideo flavina-adenina (FAD) e mononucleotideo de flavina (FMN)
ao ferro (complexado a uma molécula de heme) em presenca do BH,. Todas as
isoformas de NOS sdo homodimeros. Na NOS funcional o dominio C-terminal redutase
de um mondmero, que possui sitios de ligacdo para a NADPH, FMN e FAD, esta

acoplado ao dominio N-terminal oxigenase do monémero oposto, que contém sitios de
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ligacdo do heme, do BH,4 e da L-arginina (ALDERTON et al., 2001; CRANE et al., 1998)
(Figura 3).

A NOS-IIl também pode ser ativada por estimulos que ndo promovem a elevacao
sustentada de calcio intracelular, como por exemplo, o estresse de cisalhamento, que
ocorre com o aumento do fluxo sanguineo nos vasos (FLEMING; BUSSE, 2003). O
estresse de cisalhamento induz aumento de Ca*™ no meio intracelular e aumento do BHy,
um cofator essencial para a ativacdo da NOS-Ill (ANDO; YAMAMOTO, 2011; CORSON
et al., 1996; DIMMELER et al., 1999; WIDDER et al., 2007), esta ativacdo € mediada
pela fosforilagdo da enzima que pode ocorrer em varios residuos como, de serina (Ser),
treonina (Thr) e tirosina (Tyr) (FLEMING; BUSSE, 2003; FULTON et al., 1999).

Dominio redutase

AscH

L-Cit

Dominio
oxigenase

Figura 3 Representacao da formacédo do 6xido nitrico pela 6xido nitrico sintase endotelial
(NOS-II1). A NOS-IlI € um homodimero que possui duas subunidades, uma com dominio redutase
e outra com dominio oxigenase. Na interface do dimero a enzima contém um cluster de zinco
(zn), é o local onde o cofator BH, e 0 substrato L-arginina estéo ligados. O elétron transferido do
dominio redutase, doado pela NADPH, permite que o Fe*" se ligue ao oxigénio molecular e forme
o Fe?" (dioxido-ferroso), que pode receber um segundo elétron, preferencialmente do BH, ou do
dominio redutase. Esta reducédo ativa o oxigénio e permite a hidroxilacdo da L-arginina ocorrendo
a formacdo do NO e da L-citrulina. A oxidagdo do BH, forma o radical BHs, que pode ser
reciclado pela prépria NOS-IIl (usando um elétron da flavina), ou pelo &cido ascorbico. (Adaptado
de: Ulrich Férstermann, 2010).
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Funcdes fisiologicas do NO

O NO possui varias funcdes biologicas e seu papel na homeostasia vascular esta
bem estabelecido (FORSTERMANN; MUNZEL, 2006). Dentre outros efeitos, o NO
influencia o ténus vascular (IGNARRO et al., 1987; IMIG; ROMAN, 1992; LOPEZ-
JARAMILLO et al., 1990; VALLANCE et al., 1989), a proliferacdo de células musculares
lisas (ALBINA et al., 1991; YANG, Q. et al., 1994), a adesao de leucécitos (KUBES et al.,
1993; KUBES et al., 1991), e previne agregac¢ao e adesao plaquetaria (BENJAMIN et al.,
1991; RADOMSKI et al., 1987). O NO produzido pelas células endoteliais difunde-se
através da membrana das células musculares lisas e se liga a guanilato ciclase soluvel
(GCs), que por sua vez catalisa a conversdo da guanosina trifosfato (GTP) em GMPc
(CRAVEN; DERUBERTIS, 1978; DENNINGER; MARLETTA, 1999; MURAD et al.,
1978). O aumento nas concentracdes de GMPc ativa a proteina cinase G-1 (PKG-1),
levando a fosforilacdo de varias proteinas celulares, e reduz a concentragdo intracelular
de calcio livre, promovendo relaxamento vascular (SURKS et al., 1999). Além disso, a
PKG-1 ativada fosforila o canal de potassio ativado por célcio de alta condutancia,
resultando em abertura deste canal, o que permite a saida de potassio do meio
intracelular, hiperpolarizacdo da membrana plasmatica, e reducao no influxo de célcio via
canal de célcio tipo-L (ALIOUA et al., 1998; FRANCIS et al., 2010; WHITE et al., 1993).
Além disso, a PKG-1 pode fosforilar diretamente o canal de calcio tipo — L, resultando em
inibicdo do canal (YANG, L. et al., 2007). A PKG-1 também fosforila o receptor para o IP3
(IP3R) suprimindo a liberagdo de calcio para o meio intracelular, e a fosfolambam no
reticulo sarcoplasmatico (SCHLOSSMANN et al., 2000; WALFORD; LOSCALZO, 2003).

Esse conjunto de efeitos resulta na inibicdo da atividade do IP3R, suprimindo a
liberacdo de célcio dos estoques intracelulares, sendo que quando a fosfolambam é
fosforilada ela perde sua capacidade de inibir a Ca?*/ATPase (SERCA), que tem como
fungcdo o sequestro de calcio do meio intracelular para o reticulo sarcoplasmatico
(FRANCIS et al., 2010; SCHLOSSMANN et al., 2000). Esta multipla fosforilagdo resulta
em reducéo no fluxo de célcio, favorecendo o relaxamento vascular (HOROWITZ et al.,
1996) e vasodilatagdo. Adicionalmente a PKG-1 pode ativar a fosfatase da cadeia leve da
miosina, reduzindo os niveis de fosforilacdo da MLC, desta maneira contribuindo mais

uma vez com a vasodilatacdo (SURKS et al., 1999).
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O NO e aformacédo de espécies reativas de oxigénio

O NO também afeta indiretamente o ténus vascular regulando o ambiente redox
das células vasculares (WALFORD; LOSCALZO, 2003). O NO exerce efeito antioxidante
nas células vasculares reagindo com o anion superoéxido (0,7) (WALFORD; LOSCALZO,
2003), assim como por aumentar a expressao da enzima antioxidante superoxido
dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do O, em peréxido de hidrogénio (H.05,)
(FUKAI et al.,, 2000). O H,O,, por sua vez, pode ativar a NOS-IlIl via oxidacdo de
proteinas cinase que fosforilam a NOS-Ill, mecanismo que acaba por atenuar o estresse
oxidativo nas células vasculares (THOMAS, S. R. et al., 2002).

A guantidade de NO biodisponivel livre nas células endoteliais € determinada pela
atividade da NOS-IIl e pelo sequestro do NO, como 0 que ocorre através da reacdo com
0 anion superéxido. O aumento na producdo e/ou inativacdo inadequada do O," leva a
reducdo na biodisponibilidade de NO. Em condi¢Bes fisiologicas, as defesas
antioxidantes enddégenas minimizam esta interacdo e mantém o balanco entre o NO e o
O,". Entretanto, quando o sistema oxidativo sobrecarrega o0 sistema antioxidante
enddégeno, ocorrem processos comumente denominados como estresse oxidativo
(SCHAFER; BUETTNER, 2001).

Estresse oxidativo € uma expressao usada para descrever VArios processos
deletérios que resultam do desequilibrio entre a formacao excessiva de espécies reativas
de oxigénio (EROs), e/ou espécies reativas de nitrogénio (ERNs), e as defesas
antioxidantes do organismo (BECKMAN; KOPPENOL, 1996; RADI et al., 2002). O O;",
precursor da maioria das EROs, € um mediador na reacdo da cadeia oxidativa. A
producdo de O, é feita por varias enzimas, como a NADPH oxidase, a xantina oxidase
(X0O), a lipooxigenase, a NOS-IIl desacoplada e algumas enzimas do citocromo P450
(MUELLER et al., 2005).

Para combater o dano oxidativo, as células possuem defesas antioxidantes
enzimaticas, como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), (CNUBBEN et al.,
2001), e defesas ndo enzimaticas como a glutationa peroxidase (GPx) o acido ascorbico
e os tocoferdis (LENNON et al., 1991).

Fisiologicamente o anion superéxido € um produto do metabolismo celular, em

reacbes que ocorrem no interior das mitocéndrias, ou pode ser produzido por células
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fagocitarias como funcdo de defesa do organismo (DROGE, 2002; FINKEL, 2003). A
dismutacdo do O, ocorre espontaneamente ou por uma reacéo catalisada pela enzima
superéxido dismutase (SOD), o que produz o peroxido de hidrogénio (H.0O,), uma das
EROs mais estaveis, que por sua vez pode ser convertido enzimaticamente em agua pela
catalase (CAT), ou pela glutationa peroxidase (GPx).

Quando formado o H,O, pode atravessar as membranas celulares e formar
moléculas pro-aterogénicas como o radical hidroxila (FUKAI, USHIO-FUKAI, 2011;
JUNG et al., 2007). Praticamente todos os tipos de células vasculares produzem O;" e
H.O, (GRIENDLING et al., 2000). O H,O,também pode reagir com metais reduzidos para
ser convertido a radical hidroxila (OH’), que é um dos mais potentes oxidantes, ou pode
ser metabolizado pela mieloperoxidase (MPO) para formar o acido hipocloroso (HOCI)
(LIOCHEV; FRIDOVICH, 1999).

Como antecipado o O," pode reagir, por exemplo, com NO'. Essa reacdo €
controlada pela taxa de difusdo de ambos os radicais, e o produto desta reacdo € o
peroxinitrito (ONOQ"), que é um poderoso oxidante. A interacdo entre o NO e O,” ocorre
de maneira extremamente rapida, sendo trés vezes mais rapida que a interacdo da SOD
com o Oy, logo, em decorréncia da rapidez na interagdo sempre ha NO reagindo com
O," tanto dentro das células como no espaco extracelular, o que em condi¢des
fisiol6égicas ocorre de forma controlada e ndo gera danos as células (THOMSON et al.,
1995).

Além da enzima SOD, para combater o estresse oxidativo nas células a enzima
CAT catalisa a decomposicao do peréxido de hidrogénio a agua e oxigénio, prevenindo
desta maneira a formacao do radical hidroxila pela reacédo de Fenton (ZHANG, Y. et al.,
2005). A GPx é um antioxidante ndo enzimético, cuja funcdo bioquimica é reduzir a
hidroperoxidacdo lipidica a seus alcoois correspondentes e reduzir o peréxido de
hidrogénio livre a agua (YOSHIDA et al.,, 1997). Apesar de existirem as defesa
antioxidantes endoégenas que possuem efeito positivo no combate ao estresse oxidativo,
muitas vezes em condic¢des fisioldgicas ndo estaveis, o equilibrio entre a producédo de NO

e O," é modificado, ocorrendo a formacao excessiva de EROs nas células.
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Disfuncéo endotelial

Diversas doencas cardiovasculares tém sido descritas como consequéncia da
disfuncdo endotelial. A integridade funcional do endotélio € fundamental para sua
atividade fisiologica. Tendo em vista os diversos efeitos mediados por substancias
produzidas pelo endotélio vascular na regulacdo do ténus dos vasos, € de se esperar que
qualquer minima alteracdo nos mesmos tenha efeitos deletérios sobre a biologia
vascular. A medida que a funcdo endotelial se deteriora a homeostasia vascular torna-se
prejudicada, e entre 0s Varios mecanismos, 0 estresse oxidativo parece ser o mais
comum no desenvolvimento da disfuncdo endotelial (FORSTERMANN; MUNZEL, 2006).

A “disfuncdo endotelial” caracteriza-se pela redugdo do vasorrelaxamento
dependente de endotélio, geralmente atribuida a perda da bioatividade do NO nas
paredes dos vasos. A reducdo na biodisponibilidade do NO nos vasos pode ser causada
por diminuicdo da expressao da NOS-IIl nas células endoteliais (WILCOX et al., 1997),
falta de substrato ou cofator para a NOS-lll (MANGGE et al., 2014), ou reducédo na
biodisponibildiade do NO que ocorre por reacdo com espécies reativas de oxigénio
(HARRISON, 1997).

Nos vasos, as espécies reativas de oxigénio podem ser geradas por uma
variedade de enzimas, tais como xantina oxidases, mieloperoxidases, lipooxigenases,
ciclooxigenases, mitocondria, NOS desacoplada e NADPH oxidases.

O aumento na expressdo ou atividade da enzima NADPH oxidase (NOx) na
parede dos vasos induz a producdo de espécies reativas de oxigénio, e inUmeras
evidéncias acerca da ativacdo da NOx foram relatadas em modelos experimentais de
hipertensdo induzida por infusdo com angiotensina |l, bem como em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (LI, H. et al.,, 2006). A enzima NADPH oxidase
pode ser ativada também por bactérias e metabdlitos (glicose, aminoacidos, acidos
graxos e citocinas) (GARCIA et al., 1999).

O efeito da All sobre a atividade da NADPH sugere que ativagéo local ou sistémica
do SRAA pode formar EROs e causar disfungéo endotelial (GRIENDLING et al., 2000). A
angiotensina Il (All) € um dos principais hormoénios peptideos efetores do SRAA e tem

papel importante na patogénese das doencas cardiovasculares, como a hipertensao,
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aterosclerose e doencas renais, participando do controle da pressao arterial e da
homeostasia dos fluidos (WEISS et al., 2001).

Existem pelo menos dois tipos de receptores acoplados a proteina G mais
conhecidos, que medeiam as fungcbes da All, o AT, (receptor do tipo-1 para All) e o AT,
(receptor do tipo-2 para All). O receptor AT, € expresso predominantemente nas células
cardiovasculares, como as células do musculo liso vascular, e sua ativacdo esta
associada a processos fisiologicos e patoldgicos. Através da ativacao deste receptor, a
All ativa vias de sinalizacédo citoplasmatica que podem contribuir com o remodelamento
vascular, incluindo hipertrofia, hiperplasia e migracdo das células do musculo liso
vascular. O receptor AT, interage com varias proteinas G, incluindo Gg1, Gi, G12 € Gi3, €
produz segundos mensageiros, como o IP3, DAG e EROs. Além disso, a All ativa varias
proteinas cinases as quais foram revisadas em detalhes em diversas publicacdes
(SUZUKI, H. et al., 2005; TOUYZ; SCHIFFRIN, 2000).

Além das proteinas cinases a All por meio do receptor AT, ativa também proteinas
G pequenas, como a Ras, Rho e Rac (OHTSU et al., 2006). Essas proteinas G pequenas
parecem estar envolvidas no remodelamento vascular induzido pela All. A Rac participa
do remodelamento vascular e esta relacionada a reducdo do complexo NADPH oxidase
para produzir EROs por ativacdo da All, nas células do musculo liso vascular (GREGG et
al., 2003). A Rho esta relacionada & sensibilizacdo ao Ca®" na contracdo do musculo liso
vascular, e evidéncias mostram que a via RhoA/ROCK também esta relacionada ao
remodelamento vascular promovido por acédo da All (OHTSU et al., 2006).

A funcédo da All nas células endoteliais através da ativacdo de receptores AT, esta
relacionada ao equilibrio entre 0 NO e EROs (WATANABE, T. et al., 2005). Reducéo na
biodisponibilidade do NO, leva a vasoconstri¢cdo, proliferacdo das células do musculo liso
vascular e inflamac&o. Como ja& mencionado o declinio de NO pode ser causado por
reducdo na expressdao da NOS-IIl, falta de substrato ou cofator para a NOS-Ill e,
alteracdes na sinalizacéo celular onde a NOS-IIl ndo € ativada corretamente, como no
estado de desacoplamento da NOS-IlII (CAl; HARRISON, 2000). A Figura 4 ilustra a
producdo de NO e EROs pela acdo All em receptor AT; nas células endoteliais. A
producdo de NO requer ativacdo da proteina Gq e fosforilacdo da NOS-IIl na Ser**”
(SUZUKI, H. et al., 2006). Por outro lado, a NOS-IlIl pode vir a ser desacoplada pela All,
formando anion superéxido no lugar de NO (MOLLNAU et al., 2002; YAN et al., 2003).
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Além disso, o peroxinitrito formado pela ativacdo da NADPH oxidase por acdo da All,
medeia a reducdo do cofator BH; e consequentemente o desacoplamento da NOS-III
(CHALUPSKY; CAl, 2005).
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Figura 4. Mecanismo pelo qual a angiotensina Il, através da ativagcdo de receptor ATy,
modula a disfuncdo endotelial. Na célula do endotélio vascular a All induz a producdo de EROs
através da NAPH oxidase ou por induzir o desacoplamento da NOS-IIl, que medeia a disfungéo
endotelial. O NO formado por ativacdo da NOS-IIl, reage com anions superoxido resultando em
formacéao de peroxinitrito (ONOO'), aumentando a produgéo de EROs. A All induz a expresséo de
moléculas de adesao intracelular-1(ICAM-1), e de moléculas de adesao das células vasculares-1
(VCAM-1), através do NF,B nas células endoteliais. (Adaptado de HIGUCHI et al., 2007).

A reducdo nos niveis do cofator BH, também tem sido relacionada com o
desenvolvimento de disfuncdo endotelial em diversos estudos. Por exemplo, foi mostrada
reducdo na disponibilidade de BH; em aorta de animais resistentes a insulina
(SHINOZAKI et al., 1999), no plasma de animais espontaneamente hipertensos (HONG
et al., 2001), e em ratos DOCA-salt hipertensos (LANDMESSER et al.,, 2003). A
suplementacdo deste cofator restaurou a funcdo endotelial em modelos animais e em
pacientes com hipercolesterolemia, diabetes ou hipertensdo (HEITZER et al., 2000;
HIGASHI et al., 2002; STROES et al.,, 1997), evidenciando de forma bastante
convincente a participacdo e a importancia deste cofator na produgdo do NO e, por

consequente, na manutencdo da funcdo endotelial. O BH; € um agente redutor natural e,
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consequentemente, o estresse oxidativo pode levar a sua oxidacéo excessiva e deplecéo
(LAURSEN et al., 2001; MILSTIEN; KATUSIC, 1999). O equilibrio entre a geracdo de
EROs, NO e peroxinitrito nas células endoteliais e no musculo liso vascular podem ser
um determinante importante da funcao patolégica da All na disfuncéo endotelial.

A integridade do endotélio depende da extensdo do dano e da capacidade
enddgena da reparacdo do mesmo. O endotélio pode ser reparado por dois mecanismos
propostos. Células endoteliais maduras adjacentes podem se replicar localmente e
substituir as células danificadas ou que foram perdidas, e células progenitoras endoteliais
circulantes, que sao recrutadas da medula éssea para a circulagéo periférica e podem se
diferenciar em células maduras com caracteristicas endoteliais (ASAHARA et al., 1997).
A mobilizacdo destas células é, ao menos em parte, dependente de NO (AICHER et al.,
2003).

Outros fatores que demonstram uma melhora na fungdo endotelial e na
biodisponibilidade de NO s&o a pratica regular de exercicios fisico e alguns
medicamentos, como por exemplo, as estatinas, usadas no tratamento da
hipercolesterolemia prevenindo a aterosclerose (LAUFS et al., 2004; VASA et al., 2001;
WALTER et al., 2002). De fato, ha consenso de que diversos farmacos podem auxiliar na
reducdo da disfuncéo endotelial. Existem varios medicamentos que sédo doadores de NO,
sendo que os mais conhecidos sdo os nitratos e nitritos organicos, classe onde se inclui a
nitroglicerina, famosa por seu uso no tratamento da angina (KATSUKI et al., 1977).

Outra estratégia para melhorar a funcéo endotelial € aumentar a biodisponibilidade
do NO, o que pode ocorrer pela estimulacdo da producdo enddgena pelas NOS, o que
pode ser feito com o uso de substratos da NOS, cofatores, ou com drogas que ativam a
prépria NOS ou compostos que interfiram na via que reduz a atividade da NOS. Essas
estratégias, entretanto, continuam em fases experimentais de busca, desenvolvimento
e/ou validacdo. Os antioxidantes e bloqueadores do SRAA parecem aumentar a sintese
de NO, por meio de fosforilagdo da NOS-III (MOUNT et al.,, 2007). O telmisartan, um
antagonista de receptores AT, de All, promove reducao da disfungéo endotelial por meio
da ativacdo da NOS-III via fosforilacdo de sitios especificos em residuos de serina'*’’ e
serina®® (BOHM, 2007).

Fatores genéticos também estéo relacionados a integridade do endotélio. Estudos

em genética populacional indicam uma importante associacdo entre o polimorfismo do
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gene da NOS-Ill com doenca arterial coronariana e hipertenséo arterial (HINGORANI et
al.,, 1999; LACOLLEY et al., 1998; MIYAMOTO et al., 1998; SHIMASAKI et al., 1998).
Apesar da grande variedade genética encontrada para o gene da NOS-Ill, a correlacdo
entre gendtipo e fendtipo clinico varia quantitativa e qualitativamente, mostrando que
ainda existe uma associacdo inconsistente entre o polimorfismo e o fenétipo (WANG,;
WANG, 2000). Esta inconsisténcia ou variedade tem sido atribuida a fatores ambientais.
A importancia dos fatores ambientais na génese de doencas cardiovasculares reflete-se
nas diferencas de morbidade e mortalidade encontrada entre os grupos geneticamente

homogéneos, porém com estilos de vida diferentes.

Efeito da dieta com sal e frutose na funcao cardiovascular

O consumo excessivo de sal vem sendo muito estudado e ja esta bem
demonstrado como fator que predispde ao desenvolvimento de hipertensdo (DOS
SANTOS et al., 2006; HE et al., 2011). Este consumo vem aumentando, chegando a ser
de 9 a 12 g por dia (BROWN, I. J. et al., 2009). Em pesquisa publicada recentemente
(MOZAFFARIAN et al., 2014), estimou-se que em 2010 ocorreram 1,65 milhdo de mortes
no mundo por doencas cardiovasculares, atribuidas ao consumo de sal acima dos niveis
recomendados pela OMS, que é de 2 g por dia.

Este aumento no consumo de sal pelos seres humanos é relativamente recente
em termos evolucionario, e representa um desafio para o organismo, que precisa excretar
essas quantidades elevadas de sédio pelos rins. A evolucdo para a vida terrestre
significou deixar para trds o mar e sua fonte continua de sal e agua. O nosso organismo
teve que desenvolver um mecanismo para preservar a salinidade e ser capaz de manter
esse ambiente interno e o equilibrio osmético. Assim, 0s rins se tornaram O0sS
responsaveis pela regulacdo do equilibrio de sal e &gua, conservando ambos em
periodos de privacédo e excretando uma urina mais diluida quando o consumo de agua é
grande (NAGASE, 2010).

O equilibrio entre a ingesta de sal e a sua excrecao € fundamental para o controle
do volume extracelular. Quando o consumo de sal é elevado ocorre retencéo de sodio e

agua e, consequentemente, aumento do volume extracelular. Esse aumento no volume é
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o gatilho para acionar mecanismos compensatérios que aumentam a excre¢do urinaria
de sbdio, mas que mantém uma retencéo continuada de agua (HE et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos, experimentais, bem como ensaios clinicos, fornecem
evidéncias de um efeito prejudicial da ingesta elevada de sal com aumento da pressao
arterial (ELLIOTT et al.,, 2007; GRAUDAL et al., 1998; SACKS et al., 2001). Autores
sugerem que esse efeito deletério do sal pode ser decorrente do aumento na producao
basal de anion superéxido (ZICHA et al., 2001), e aumento na producéo e atividade de
All (DOS SANTOS et al.,, 2006), um vasoconstritor considerado o maior mediador do
remodelamento vascular (HIGUCHI et al., 2007).

O consumo de alimentos industrializados resultou em aumento significativo no
consumo de sal e mais recentemente aumento no consumo de aguUcares, incluindo a
frutose. O aclcar de mesa (sacarose) € um dissacarideo composto por uma molécula de
frutose e uma de glicose.

A frutose € um monossacarideo presente nas frutas, vegetais e mel (JOHNSON et
al., 2009), sendo por isso muitas vezes considerada pela populacdo em geral como um
produto desprovido de efeitos deletérios. A pratica do uso da frutose em alimentos
industrializados teve inicio na década de 70 em parte pelo baixo custo da frutose frente
ao acUcar extraido da cana-de-agucar e por se misturar facilmente ao alimento
processado, aumentando assim sua palatabilidade (BRAY et al., 2004).

Apesar da similaridade na estrutura quimica (CgH120¢), frutose e glicose sao
metabolizadas de maneiras completamente diferentes e utilizam diferentes
transportadores (ZHAO; KEATING, 2007). O metabolismo da frutose difere da glicose e
ocorre de maneira independente de insulina. No intestino delgado a frutose, seja aquela
proveniente da ingestdo de frutose pura, ou da digestdo da sacarose, é lentamente
transportada do limen intestinal para o citosol do enterécito através do transportador
GLUT5, que predominantemente transporta a frutose. O GLUTS localiza-se na parte
apical do enterocito e é expresso abundantemente também no tubulo proximal dos
néfrons, especificamente no segmento S3 (HELLIWELL et al.,, 2000). O transporte
especifico da frutose nesta fase através do GLUT5 néo requer hidrélise de ATP (trifosfato
de adenosina). Uma vez dentro do enterdcito a frutose difunde-se para a circulacao
sanguinea via outro transportador, o GLUTZ2, localizado na parte basolateral do
enterdcito, que transporta frutose ou glicose (DOUARD; FERRARIS, 2013). Dessa
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maneira, uma grande quantidade de frutose chega ao figado (HAVEL, 2005), via
transportador GLUT2, onde sofre metabolismo de primeira passagem pela acdo de uma
enzima altamente seletiva para frutose, a frutocinase-C, que € expressa no figado,
intestino delgado e rim de humanos e animais de laboratério (CHEESEMAN, 1993). Essa
etapa do metabolismo da frutose, diferentemente do que ocorre para a glicose, ndo
possui um sistema de feedback negativo e pode gerar deplecdo de ATP, ocorrendo a
formacdo de AMP (monofosfato de adenosina) que, por sua vez, € metabolizado pela
AMP deaminase produzindo &cido urico dentro das células (DIGGLE et al., 2009; KIM et
al., 2009). A acao da frutocinase-C sobre a frutose tem como produto o gliceraldeido e o
fosfato de diidroxiacetona, que podem convergir rapidamente para a via glicolitica ou de
glicdlise. A glicose tem seu metabolismo regulado negativamente pela fosfofrutocinase.
Dessa maneira a frutose pode entrar de forma continua na via glicolitica, o que resulta
em uma grande producdo de triglicerideos (MAYES, 1993), levando ao acumulo de
lipideos no figado (BERGHEIM et al., 2008). A Figura 5 ilustra as diferencas entre o

metabolismo da frutose e da glicose no hepatdcito.
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Figura. 5 Esquema resumido do metabolismo hepatico da frutose. A frutose é transportada
para o figado via GLUT2, onde é rapidamente metabolizada. O metabolismo da glicose é
regulado pelo ATP e citrato, de acordo com a necessidade energética das ceélulas, ja o
metabolismo da frutose ndo possui etapa reguladora, e independe da insulina, podendo ocorrer
deplecdo do ATP, aumento na producdo de acido drico, e formando lactato, glicose e acidos
graxos que sdo liberados na corrente circulatéria. (Adaptado de Tappy e L&, 2010).
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Em 2008 foi feita uma pesquisa sobre o consumo de frutose por humanos e o
resultado foi publicado no “The Third National Health Examination Survay” (NHANES)
que se trata de um programa de estudos destinado a avaliar o estado de saude
nutricional de adultos e criangcas nos Estados Unidos, sendo o Unico levantamento que
combina entrevistas e exames fisicos. Os resultados apresentados apontaram que 10%
das calorias diarias consumidas pelos norte americano vém da frutose. Este consumo é
de aproximadamente 22 colheres de cha de acucar por dia, sendo ainda maior entre os
adolescentes de 14 a 18 anos, faixa da populacdo em que o consumo chega a ser de 34
colheres de cha de acucar/dia (VOS et al., 2008). Esse consumo tao alto é proveniente
principalmente do consumo elevado de refrigerantes e doces (JOHNSON et al., 2009;
RIZKALLA, 2010).

Por muitos anos os seres humanos consumiram de 16 a 20 g de frutose por dia,
em grande parte pelo consumo de frutas frescas. Atualmente este consumo chega a ser
de 85-100 g/dia (BASCIANO et al., 2005; BRAY et al., 2004). Estudos mostram que a
sobrecarga de frutose em ratos leva a alteracfes agudas como hiperuricemia transitoria,
ativacao do sistema nervoso central e estresse oxidativo, que podem levar a episodios de
hipertensdo. Porém, vale ressaltar que isso tem sido demonstrado em modelos
experimentais que utilizam 60% de frutose adicionada a dieta. Nesses estudos é comum
a demonstracdo de alteracbes metabdlicas e cardiovasculares severas, incluindo
dislipidemia, resisténcia a insulina, ganho de peso e hipertensdo arterial (HAVEL, 2005).
Em geral, esses estudos apontam que o consumo constante de altas quantidades de
frutose gera alteracdes cronicas nos vasos, que incluem a disfungcéo endotelial, nos rins
induzindo vasoconstricdo e aumento na absor¢do de sédio, e no intestino, causando
aumento da absorcao de sodio e agua (NAKAGAWA et al., 2006; SANCHEZ-LOZADA et
al., 2007; SANCHEZ-LOZADA et al., 2005).

Apesar de ser um modelo bastante utilizado para o estudo de efeitos do consumo
excessivo de frutose, estes valores de 60% de frutose na dieta ndo sao realistas quando
aplicados a populacdo humana, pois é o equivalente a 300 g/dia de frutose em um
consumo de 2500 kcal/dia. Por isso, os dados obtidos em estudos com tamanha
sobrecarga de frutose (até 60%) precisam ser analisados e interpretados com cautela,
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quando da extrapolacdo dos resultados obtidos com animais de laboratorio para
humanos (TAPPY et al., 2010).

O aumento no consumo de sal ou de frutose e sua associacdo a hipertenséo
chamou a atencao de estudiosos e autoridades da Saude Publica para a dieta como fator
capaz de elevar ou predispor a elevacdo da presséo arterial. Entretanto, ndo se sabe
como esses fatores, uma vez associados a dieta, contribuem para o desenvolvimento e
manutencado da HAS. Por isso a hipétese deste estudo foi de que a combinacéo de dieta
elevada de sal, associada & dieta moderada® de frutose, poderia potencializar efeitos
deletérios ao sistema cardiovascular, promover alteracbes estruturais e funcionais nos

vasos sanguineos e elevar a pressao arterial.

% No contexto deste estudo, entenda-se moderada como acima do usual ou recomendado, porém abaixo
das quantidades excessivamente altas por vezes utilizadas em estudos encontrados na literatura.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a exposicdo precoce de ratos a dieta acrescida de NaCl (4%) e/ou

frutose (6%) gera alteracGes funcionais no sistema cardiovascular, e determinar quais

vias de transducao estariam associadas a essas modificacdes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

c)

d)

f)

)

h)

)

Avaliar o efeito da ingesta cronica de racédo acrescida de NaCl (4%) e/ou frutose
(6%) sobre o consumo alimentar, hidrico e o ganho de peso;

Determinar o efeito da dieta NaCl (4%) e/ou frutose (6%) no volume urinério e na
funcao renal;

Investigar possiveis alteracfes hematoldgicas geradas pela dieta acrescida de
NaCl (4%) e/ou frutose (6%);

Avaliar se o consumo cronico da dieta acrescida de NaCl (4%) e/ou frutose (6%)
geram alteragdes no peso relativo da aorta, do rim e do coracao;

Verificar o efeito do consumo crénico de racdo acrescida de NaCl (4%) el/ou
frutose (6%) sobre a presséo arterial média e verificar o efeito da dieta sobre a
reatividade vascular sistémica para agentes vasoativos;

Estudar o efeito da dieta NaCl (4%) e/ou frutose (6%) sobre a pressao arterial
sistémica e frequéncia cardiaca em ratos acordados sem o efeito de anestésicos;
Investigar se a dieta NaCl (4%) e/ou frutose (6%) geram alteracdes na reatividade
vascular renal in vitro;

Avaliar se o consumo de racdo NacCl (4%) e/ou frutose (6%) promovem alteracdes
na reatividade vascular do leito arterial mesentérico in vitro;

Determinar se a dieta frutose (6%) pode alterar a reatividade vascular de anéis de
aorta frente a agentes vasodilatadores e vasoconstritores;

Estabelecer se a dieta frutose (6%), em modelo funcional e molecular pode
modificar a homeostasia do célcio intracelular e extracelular e da via de

sensibilizacdo ao calcio na regulacdo do ténus vascular em anéis de aorta;
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k) Estudar a influéncia da dieta frutose (6%) na producdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), bem como na atividade de enzimas antioxidantes em aorta de

ratos;
3. MATERIAL
3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos, da linhagem Wistar, provenientes do biotério do
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Parana (UFPR), mantidos
em temperatura de 21 =+ 1 °C e ciclo claro/escuro de 12/12 h. Todos os procedimentos
foram submetidos & avaliacdo e aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Parand, protocolo de niumero 601.

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Como abordado na introducdo deste documento, diversos estudos tém indicado
gue alguns habitos alimentares contribuem para o desenvolvimento e/ou agravamento de
doencas cardiovasculares.

Para avaliar o efeito da ingesta cronica de NaCl (4%) e frutose (6%), assim como
de sua associacdo, utiizamos a racdo padrdao farelada produzida pela Nuvilab
(NUVILAB® CR-1, Curitiba, Brasil), adicionada de NaCl (4%) (Vetec Quimica, Rio de
Janeiro, Brasil), e/ou frutose (6%) (Wow Nutrition, Cacapava, Brasil), ou ambas.

A exposicao a dieta com quantidades elevadas de sodio, frutose ou sal/frutose foi
realizada em ratos Wistar, iniciando-se no vigésimo primeiro dia de vida dos animais, ou
seja, no dia do desmame. No mesmo dia os ratos foram separados randomicamente em
4 grupos, 0s quais passaram a receber racdo padrdo (grupo controle, CT), ou racao
enriquecida com cloreto de sodio (4%) (grupo NaCl 4%), ou a racdo enriquecida com
NaCl 4% + frutose 6%, (grupo NaCl 4%/frutose 6%), ou racdo enriquecida de frutose 6%
(grupo Frutose 6%), conforme esquema ilustrativo apresentado na Figura 6. Até a

realizagdo dos experimentos, 0s animais tiveram livre acesso a ragao e agua.
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O preparo da ragao seguiu o0 seguinte protocolo: a racao farelada foi pesada e
adicionada de sal e/ou frutose nas proporcdes descritas anteriormente. Para garantir a
homogeneidade das racdes preparadas e evitar a presenca de aglomerados de racao, sal
ou frutose, a mistura foi peneirada duas vezes durante o preparo dos ingredientes. Em
seguida foi adicionada agua filtrada e a racdo farelada foi peletizada mecanicamente e
colocada em estufa com ventilacdo forcada, em temperatura de ~60 °C por 24 h,
garantindo-se a secagem completa dos peletes para evitar a fermentacao e proliferacao
de fungos no seu interior, sem perda de nutrientes, principalmente de vitaminas e outros
compostos, decorrentes do excesso de umidade.

Vale ressaltar que a adicdo das quantidades de sal (4%) e ou frutose (6%)
utilizadas ndo modificaram a textura ou a coloracdo da racdo preparada, em relacdo a
servida aos animais do grupo controle (racdo padrdo). A quantidade de sal ou de frutose
adicionados a dieta ndo foi suficiente para reduzir significativamente a propor¢cdo dos

outros nutrientes presentes na ragao.

Semcl"na Y Semana 1-5 Semana 6
O
CcT
G
R [ Nacl (4%)
v Avaliag6es semanais 6% semana
P . Consumo, dgua/racdo PAM
o Frutose (6% Ganho de Peso Rim isolado
S Diurese 'AA"Q <olad
1 orta isolada
NaCl (4%) + Tail-cuff Westernblot

Frutose (6%)

Figura 6. Representacdo esquemética do desenho experimental. No 212 dia de vida
(desmame) ratos Wistar foram divididos randomicamente nos seguintes grupos: Grupo CT —
exposto a racao padrdo; Grupo frutose 6% — tratado com racéo padrdo contendo 6% de frutose;
Grupo NaCl 4% — tratado com racdo padréao adicionada de 4% de NacCl; Grupo NaCl 4%/ Frutose
6%/ — exposto a dieta adicionada de sal (4% NaCl) mais (6% frutose). Presséo arterial média
(PAM), leito arterial mesentérico (LAM). Os animais foram tratados (ad libitum) com as racdes
padronizadas e adicionadas de NaCl (4%) e/ou frutose (6%) durante 42 dias (6 semanas).
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3.3 DROGAS E SAIS

Para a execucdo dos protocolos experimentais foram utilizadas as seguintes
drogas e sais: acetilcolina, nitroprussiato de sodio (ambos da Merck; Darmstadt,
Alemenha) fenilefrina, N-w-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), superédxido dismutase,
apocinina, tempol, Peg-catalase, atropina, 4-aminopiridina (4-AP), tetraetilamoénio (TEA),
glibenclamida, isoproterenol, bradicinina, angiotensina | e Il, cafeina, carboxi-PTIO,
1400w, 1H-[1,2,4]oxadiaxolo[4,3-a]Jquinoxalin-1-one (ODQ) (todos da Sigma-Aldrich
Chemical, EUA), composto Y-27632 ((R)-(+)-trans-4-(1-aminoetil)-N-(4-piridinil)ciclo-
hexanocarboxamida) (Tocris, Yokohama, Japéo), heparina (Cristalia, SP, Brasil), xilazina
e cetamina (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil). As solu¢des estoque de bradicinina,
angiotensina | e Il foram dissolvidos em &cido cloridrico (HCI 0,1 N), glibenclamida e ODQ
foram dissolvidos em dimetil sulféxido (DMSO) e indometacina em bicarbonato de sédio
(0,5%). Antes da utilizacdo foram diluidos em solucao salina (0,9%) ou solucdo de PSS,
antes da utilizacdo nos experimentos. Contendo a seguinte composi¢cao (em mM); Cloreto
de sédio 118 (NaCl), cloreto de calcio 2,5 (CaCl,), cloreto de potassio 4,7 (KCI), sulfato de
magnésio 1,2 (MgS0O,), dihidrogenofosfato de potassio 1,2 (KH,PO,), bicarbonato de
sédio 25 (NaHCO3), D-Glucose 10 (ALTURA; ALTURA, 1980; ZHANG, A. et al., 1992;
ZHANG, A. et al.,, 1993) e EDTA (acido etilenoglicol bis2-aminoetileter tetra acético)

(Merck; Darmstadt, Alemenha).

3.4 REAGENTES

Foram utilizados os seguintes reagentes: ditiotreitol (DDT; Fischer Scientific,
Ottawa, ON, CA), triton X-100 (Pierce, Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). Acrilamida,
Tris-HCI, dodecil sulfato de sodio (SDS), persulfato de amobnio (APS),
tetrametiletilenodiamina (TEMED), reagente para extracdo de proteina tecidual (T- PER),
fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF), o-vanadato. (BioRad, Hercules, CA, EUA). Tris-
glicina, tween-20, brometo hexadeciltrimetilamoénio (HTAB), &acido ditionitrobenzéico
(DTNB), glutationa (GHS), xilenol, butihidroxitolueno (BHT), sulfato ferroso, pirogalol,

fosfato dipotéssico, 2,4-dinitroclorobenzeno (CDNB), a-naftil, sulfanilamida.
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3.5 ANTICORPOS

Os anticorpos para Ca-ATPase tipo 2 (SERCA2), Rho-A, ROCK I, foram adquiridos
da Cell Signalling Technology (Danvers, MA, EUA).

4. METODOLOGIAS

4.1 Avaliacdo do consumo alimentar e hidrico e do ganho ponderal

Ao longo dos tratamentos descritos no item 3.2 (Figura 6) os animais foram
pesados no dia do desmame e semanalmente durante todo o periodo de tratamento,
mantidos em caixas com 5 animais, sendo a Ultima pesagem realizada no dia do
experimento (62 semana) no qual foram feitos os experimentos. Para isso utilizamos uma
balanca digital com precisdo de 1 g.

O consumo de racdo e agua foram avaliados semanalmente em um conjunto de
experimentos realizados neste estudo (n = 5). O consumo de racédo foi calculado através
da diferenca entre a quantidade de racéo ofertada e a racdo remanescente nas gaiolas.
O consumo de agua foi avaliado da mesma forma, sendo medido com o auxilio de
provetas graduadas. Tanto a racdo como a agua foram ofertados ad libitum. A racao foi
pesada nos dias de troca das caixas dos animais, e a agua mensurada sempre que havia

necessidade de reposicédo da mesma.

4.2 Avaliagéo da diurese, pH e densidade da urina

Para mensuragdo do volume urinario, 0os animais dos grupos experimentais
descritos no item 3.2 foram colocados em gaiolas metabdlicas individuais por um periodo
de 8 h. A urina coletada teve seu volume registrado nos tempos de 1, 2, 4, 6, e 8 h. A
excrecao cumulativa da urina foi calculada em relacéo ao peso corporal e expressa como
ml/100 g de peso corporal. O pH foi determinado nas amostras de urina imediatamente
apos a coleta usando-se um pH-metro (HI-8424, Hanna Instruments). A densidade foi
determinada pelo peso da amostra em balanca analitica (Mettel AE 163). O pH e a

densidade foram determinados em cada amostra de urina coletada durante o periodo.
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4.3 Avaliacfes bioquimicas e parametros hematoldgicos

Durante o preparo dos experimentos descritos nos itens 4.7 ou 4.8 o sangue dos
animais foi retirado através da aorta abdominal. Aproximadamente 1 ml do sangue
coletado foi armazenado em tubos contendo acido etilenodiaminotetracético disodico
(EDTA) a 5% e submetidos a analise em contador hematoldgico automatizado (modelo
Horiba, ABX®, Micros 60,Montpellier, Franca). Os resultados foram expressos em valores
absolutos, com excecdo do hematdcrito que foi expresso em porcentagem. Outra parte
do sangue coletado (~1000 pl) foi acondicionada em tubos contendo anticoagulante (40
ul de EDTA para 1 ml de sangue), os quais foram centrifugados a (3300 rpm, 10 minutos,
4 °C) para separacdo do plasma. As amostras de plasma foram aliquotadas e
armazenadas em freezer a -80 °C até a realizacdo das dosagens. As concentracdes
plasmaticas de acido urico e creatinina foram determinadas através de kits comerciais
(Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil). Os niveis de glicose foram acessados na sexta
semana, com sangue colhido da cauda do animal e analisado no mesmo instante através

da utilizacdo de um monitor de glicemia, ACCU-CHEK (Roche, Mannheim, Germany).

4.4 Avaliagc6es macroscoOpicas da aorta toracica, do rim e do coracdo dos animais

Ao término dos experimentos descritos nos itens 4.7 ou 4.8 a aorta, rim esquerdo e
coracdo foram cuidadosamente retirados. Em balanca analitica (modelo AY220,
Shimadzu, Japao) foram determinados o peso da aorta toracica (com completa remocgéao
do tecido conectivo), rim (excluindo a glandula supra- renal e tecido adiposo adjacente) e
coracdo (ap0s a separacdo completa dos atrios e grandes vasos, permanecendo
somente os ventriculos). Os resultados foram expressos como peso do tecido por 100 g
de peso do animal. O rim esquerdo foi pesado imediatamente apds a remocéao e colocado
em estufa por 24 h a 30 °C, para desidratacéo e determinac¢do do peso umido e seco.
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4.5 Medidas da pressao arterial pelo método direto em ratos anestesiados

Procedimento cirargico

Os animais foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg),
administrada pela via intramuscular e suplementada a intervalos de 45-60 minutos ou
quando foi necessario. Apos obtencdo do estado de anestesia profunda, os animais
foram acomodados em decubito ventral, a veia femoral esquerda foi localizada e
dissecada para inser¢cao de uma agulha conectada a um cateter de polietileno (PE 10)
destinado a administracdo das drogas e solucbes empregadas neste estudo.
Imediatamente apos a canulacdo da veia femoral, 30 Ul de heparina (diluida em 100 pl
de solucédo salina isotbnica) foram administradas para prevenir a formacéo de coagulos e
consequente obstrugdo das canulas. Todos os animais foram submetidos a
tragueostomia e mantidos sob-respiracao espontanea.

A artéria carétida esquerda de cada animal foi localizada e cuidadosamente
isolada do nervo vago e tecidos adjacentes. Com auxilio de linha de sutura, o fluxo
sanguineo da artéria carétida foi interrompido na altura de sua extremidade distal,
enquanto o fluxo em sua extremidade proximal foi temporariamente suprimido pela
compressdo com uma pinca curva. Utilizando-se uma tesoura oftalmolégica, um pequeno
corte foi realizado na regido medial da porcdo da artéria carétida clampeada, servindo
como via para inser¢cao de um cateter de polietiieno (PE 20), devidamente heparinizado,
que foi firmemente conectado a artéria e destinou-se a mensuragdo continua da pressao
arterial.

Ao final dos experimentos, todos os animais foram eutanasiados através de uma
overdose de tiopental (superior a 40 mg/Kg, i.v.). Os registros foram obtidos por meio de
transdutores de pressédo acoplados a um amplificador de sinais (Modelo ML 130, AD
Instruments, Australia) conectados a um computador contendo um software especifico de

integracao (Chart v7.00, PowerLab, AD Instruments, Australia).
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Protocolo experimental

Apo6s o procedimento cirdrgico foi aguardado um periodo de estabilizacdo de 15 a
20 min. Em seguida foi registrada a presséo arterial basal, antes da administracdo de
quaisquer drogas. Os agentes vasoativos foram administrados por via intravenosa, com
intervalos de 10 min entre as doses, sendo que cada animal foi exposto a apenas um
agente. Foram administradas as seguintes drogas, fenilefrina (6, 20 e 60 nmol/kg), ou
angiotensina | (6, 20 e 60 pmol/kg), ou angiotensina Il (6, 20 e 60 pmol), ou vasopressina
(2, 6 e 20 pmol/kg), ou acetilcolina (6, 20 e 60 nmol/kg), ou bradicinina (6, 20 e 60
nmol/kg). Os efeitos hipertensivos e hipotensivos desses agentes foram avaliados e
comparados entre 0s grupos experimentais descritos no item 3.2. As doses utilizadas
para cada droga foram selecionadas de acordo com trabalhos previamente publicados
(DE SOUZA et al., 2011).

4.6 MEDIDAS DA PRESSAO ARTERIAL VIA PLETISMOGRAFIA (TAIL-CUFF)

Esses experimentos foram realizados em animais dos grupos CT, NaCl 4%,
Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6%, na quarta, quinta e sexta semanas do periodo de
exposicdo as racbes. A medida da pressdo arterial sistolica (PAS) pelo método de
medida na cauda foi realizada por pletismografia (AD Instruments, Australia). Para
diminuir o estresse da contencdo necessaria para a medida da pressao arterial 0s
animais dos grupos NaCl 4%, Frutose 6%, NaCl 4%/Frutose 6% e controle foram
treinados para adaptacdo do equipamento na semana anterior a primeira medida da
pressdo arterial. Ap0s a adaptacdo em sala aquecida a 28-30 °C os animais foram
acondicionados em tubos acrilicos de contencédo e acomodados sobre placa aquecida. O
transdutor previamente calibrado (modelo LE5160R, Panlab, Espanha), foi colocado na
cauda do animal. O transdutor foi conectado a um esfigmomandmetro dotado de sistema
de insuflacdo automatizado, o qual € acoplado a um sistema de captacdo (modelo ML125
NIBP) e de conversor de dados (Power LAB 8/35), conectado a um computador e
software especifico de aquisicdo de dados (LabChart v.7.1; Todos da AD Instruments,

Australia). Foram realizadas de 3 a 5 medidas por animal, em intervalos de 3 a 5 minutos.
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4.7 RIM ISOLADO

Procedimento cirargico paraisolar o rim

Para evitar o aparecimento de coagulos no leito vascular renal durante o
procedimento de isolamento e perfusdo do rim, os animais foram previamente tratados
com heparina (30 U.1., i.p.), 5 a 10 minutos antes da administracdo do agente anestésico.

Os animais foram submetidos a anestesia com uma mistura de cetamina/xilazina
(100/20 mg/kg, i.p.) antes do procedimento cirdrgio. Ap6s a obtengcdo de anestesia
profunda uma laparotomia foi realizada, permitindo o acesso a todas as visceras do
animal. Em seguida, o intestino foi cuidadosamente deslocado para o lado direito,
permitindo a visualizagdo do rim esquerdo e dissecacdo da artéria aorta abdominal.
Durante estes procedimentos as visceras e, especialmente o rim esquerdo, foram
mantidos umedecidos com uma gaze cirdrgica embebida em solucao salina fisiolégica
(PSS; composicdo descrita no item 3.3). Com o auxilio de um fio cirargico o ureter
esquerdo foi ligado®, impedindo o fluxo urinario e, consequentemente, a producdo de
urina pelo rim. Outro fio cirargico foi posicionado na artéria aorta abdominal, entre a
artéria renal direita e a esquerda, para direcionar o fluxo sanguineo somente para o lado
esquerdo. O fluxo sanguineo na artéria aorta foi interrompido abaixo da artéria renal
direita, sendo que em nenhum momento o rim esquerdo foi exposto a qualquer processo
isquémico. Em seguida, um pequeno corte foi realizado na artéria aorta, permitindo a
insercdo de um cateter que foi direcionado até as proximidades da artéria renal esquerda
e fixado a artéria aorta com o auxilio de fios cirargicos. O fio cirlrgico anteriormente
posicionado na artéria aorta abdominal foi ligado, interrompendo o fluxo renal, e a bomba
peristaltica de perfusao foi acionada imediatamente, iniciando-se o processo de perfuséo.
O rim, em processo continuo de perfusdo, foi removido da cavidade abdominal e
acomodado em placa de Petry para retirada da gordura adjacente e da glandula supra-
renal a fim de evitar a influéncia da adrenal sobre o leito vascular renal durante o periodo
de experimentacdo. Em seguida, o rim foi acondicionado em uma cuba contendo 100 ml

de PSS, e acoplado ao sistema de perfusdo, mantido a temperatura de 37 °C,

A obstrucdo do ureter garante a obtengdo de um rim ndo funcional, porém o sistema vascular
perfeitamente responsivo durante um periodo de 3 h, tempo suficiente para a realizacdo dos protocolos
experimentais.
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constantemente aerado com mistura carbogénica (95% O, e 5% CO;) sob um fluxo
constante de 4 ml/min desta mesma solu¢do. Um periodo de 1 hora foi respeitado antes
do inicio da avaliacdo experimental. O registro da pressao de perfusao foi feito atravées de
um transdutor de pressédo acoplado ao sistema de perfuséo, interligado a um poligrafo
computadorizado (LabChart v7.00 AD Instruments, Australia).

O sistema de perfusao utilizado para avaliacéo de respostas do leito vascular renal
(e mesentérico, descrito no item 4.8.) a agentes vasoativos consistem em; i) um sistema
de aguecimento, o qual € composto por banho-maria mantido a 37 °C e associado a uma
bomba d’agua portatil; ii) uma bomba peristaltica com um sistema de controle da
velocidade de solucdo nutritiva; iii) um transdutor de presséao; iv) uma cuba de 100 ml
para orgao isolado, na qual o rim ou o leito mesentérico ficaram mergulhados em solucéo
nutritiva aquecida durante todo o periodo de experimento e; v) uma cuba de vidro dotada
de um sistema de cata-bolhas, de uma serpentina para o aguecimento da solucéo
nutritiva utilizada para a perfusdo e ainda trés diferentes saidas, a primeira para a
perfusdo do rim, a segunda para a conexao com o transdutor de pressao e a terceira para
a injecao de drogas no sistema.

A velocidade de perfusdo mantida pela bomba peristaltica durante todo o
experimento foi de 4 ml/min (valor previamente determinado no laboratério e similar ao

descrito na literatura).

Protocolo experimental

ApoOs o periodo de estabilizacdo de 1 h, uma primeira exposicao a fenilefrina (30
nmol) foi realizada através da injecdo deste composto no sistema de perfusdo, para
verificacdo da integridade da resposta. Aguardamos um periodo de 10 min e a
integridade do endotélio foi verificada com a adigc&o de fenilefrina (300 nmol) seguida por
acetilcolina (300 nmol). Um novo periodo de 20 min foi aguardado e foram administradas
drogas vasoativas com intervalo de aproximadamente 10 min entre as doses, sendo
administrada uma droga por rim. Foram avaliadas as respostas para a fenilefrina (0,1, 1,
3, 10, 30, 100 e 300 nmol) e vasopressina (0,1, 1, 3, 10, 30, 100 e 300 pmol), sendo os

efeitos obtidos entre os grupos experimentais descritos no item 3.2 comparados entre si.
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4.8 Avaliacdo da reatividade do leito arterial mesentérico

Procedimento cirargico

Os animais foram submetidos a anestesia profunda induzida pela mistura
cetamina/xilazina (100/20 mg/kg, i.p.) antes do procedimento. Apés a laparotomia o leito
mesentérico foi rapidamente isolado e preparado para a perfusdo como descrito
previamente no item 4.7 (KAWASAKI et al., 1991; KAWASAKI et al., 1988). A artéria
mesentérica superior foi canulada e lavada delicadamente com solugdo salina fisiol6gica
(composicao descrita no item 3.3, PSS) para eliminar o sangue de seu interior. O leito
arterial mesentérico foi delicadamente separado do intestino e leito venoso, sendo
acondicionado em cuba de vidro contendo liquido nutritivo a 37 °C aerado com mistura
carbogénica (O, 95 % e CO, 5 %), e perfundido sob um fluxo constante de 4 ml/min com
PSS por meio de uma bomba peristaltica. Mudancas na pressao de perfusdo foram
determinadas através de um transdutor de pressdo conectado a um amplificador de
sinais (Modelo ML 130, AD Instruments, Australia) conectados a um computador
contendo um software especifico de integragdo (Chart v7.00. PowerLab, AD
Instrumentes, Australia). O sistema de perfusdo utilizado foi o mesmo descrito em

detalhes no item 4.7.

Protocolo experimental

Depois de aguardado o periodo de estabilizacdo de 30 min foi administrado uma
unica dose de fenilefrina (30 nmol) para a verificacdo da integridade da preparacdo. Apos
novo intervalo de 10 min a integridade do endotélio vascular foi avaliada pela
administracdo de acetilcolina (300 nmol) apds obtencdo do aumento na pressdo de
perfusdo pela adicdo da fenilefrina (300 nmol). Em seguida verificamos a resposta do
leito arterial mesentérico a agentes vasoconstritores por meio de exposicdo do leito
vascular mesentérico a concentragdes crescentes ndo cumulativas de fenilefrina (3, 10,
30, 100 e 300 nmol), ou vasopressina (3, 10, 30, 100 e 300 pmol), com intervalo de 10

min entre as doses. As mudancas na pressao de perfusao foram registradas e as
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respostas obtidas nos grupos experimentais descritos no item 3.2., foram analisadas e
comparadas.

4.9 MEDIDA DA REATIVIDADE VASCULAR DE ANEIS DE AORTA ISOLADA DE
RATO

Isolamento e montagem em banho de 6rgdos

Para os registros da tensdo isométrica os animais foram anestesiados com
cetamina/xilazina (100/20 mg/kg, i.p.). ApOs obtencéo de anestesia profunda foi realizada
uma toracotomia e a aorta toracica descendente foi retirada e colocada em placa de Petri
contendo solucdo nutritiva fisiolégica previamente aquecida, para remocao cuidadosa dos
tecidos conectivos. Em seguida a aorta de cada animal foi seccionada em 6 anéis de
aproximadamente 3-5 mm cada. Os anéis foram acondicionados, por meio de hastes
metélicas em suporte de acrilico, em cubas de vidro com capacidade maxima de 3 ml
contendo solucado nutritiva fisiolégica constantemente aerada com solucdo carbogénica
(95% 0O,/5% CO,), e mantidos a uma temperatura de 37 °C. Uma das extremidades da
haste foi conectada a um transdutor de forca, que acoplado a um sistema
computadorizado, permitiu o registro das contracbes isométricas. A preservacdo de
endotélio funcional foi assegurada na montagem dos experimentos, exceto em alguns
protocolos onde o endotélio foi removido delicadamente pela friccdo da camada interna
da aorta com uma haste metélica.

Os anéis de aorta foram submetidos individualmente a uma tenséo basal constante
de 1 g durante 60 min, periodo reservado para a estabilizacdo das preparagdes antes do
inicio de cada protocolo experimental. Neste periodo, o liquido nutritivo foi substituido a
cada 15 min e a tenséo reajustada a 1 g quando necessario.

Apos o periodo de estabilizacdo as preparacdes foram expostas a solugéo nutritiva
modificada contendo cloreto de potassio (KCI — 60 mM), para verificacdo da
responsividade dos anéis de aorta. Um novo intervalo de 30 min foi aguardado em
solucdo nutritiva fisiolégica para reestabilizacdo das preparacdes. Em seguida foi
induzida uma contracao vascular pela administracdo da fenilefrina (agonista seletivo de

receptores aj-adrenérgico; 1 uM) e, na fase tbnica da contragdo obtida, foi adicionado a
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acetilcolina (agonista muscarinico; 1 pM), para obtencdo do relaxamento, o qual foi
utilizado como parametro para determinacéo da funcionalidade do endotélio.

Os registros foram obtidos por meio de transdutores isométricos, acoplados a um
amplificador de sinais (Modelo ML 130, AD Instruments, Australia) conectados a um
computador com software especifico de integracdo (Chart v7.00, PowerLab, AD

Instruments, Australia).

4.10 PROTOCOLOS PARA ANALISE DA REATIVIDADE VASCULAR

Avaliagcdo da reatividade vascular da aorta para fenilefrina, acetilcolina e
nitroprussiato de sédio

Preparacg6es de aorta, com e sem endotélio funcional, foram obtidas de todos os
grupos experimentais descritos no item 3.2. Ap6s a determinacdo da presenca do
endotélio um novo periodo de estabilizacdo foi aguardado. Os anéis de aorta foram
expostos a concentracbes crescentes e cumulativas (curva concentracdo resposta -
CCR) de fenilefrina (1 nM a 3 uM). As respostas foram expressas em gramas.

Em outras preparacdes, as aortas foram pré-contraidas com fenilefrina (1 uM) e,
na fase sustentada da contracdo, foram expostas a concentracdes crescentes e
cumulativas de acetilcolina (1 nM a 3 uM), ou nitroprussiato de sodio (1 nM a 3 uM), na
presenca e auséncia de endotélio funcional. As diferencas na tenséo foram registradas e

analisadas e expressas em porcentagem.

Efeito da adicdo cumulativa de vasoconstritores em anéis de aorta do grupo

frutose 6% e controle

Preparacdoes de aorta com e sem endotélio funcional foram obtidas de ratos
controle e frutose 6%. Apods o periodo de reestabilizacdo as aortas foram estimuladas em
preparacdes diferentes com adi¢do crescente e cumulativa de angiotensina | (1 nM a 1

K1M), ou angiotensina Il (1 nM a 1 uM), ou vasopressina (1 nM a 1 uM).
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Avaliacdo da reatividade vascular da artéria cardtida para fenilefrina e angiotensina
Il em aorta do grupo frutose 6% e grupo controle

O isolamento da artéria carétida seguiu o mesmo procedimento descrito para a
artéria aorta, mas somente de animais controle e animais expostos a dieta frutose 6%. Os
anéis da artéria carétida foram submetidos individualmente a uma tenséo basal constante
de 1 g, durante 60 min, periodo reservado para a estabilizacdo das preparacfes antes do
inicio de cada protocolo experimental. Apds a verificacdo da presenca de endotélio
funcional e aguardado o tempo necessario para estabilizacdo os anéis de carotida foram
expostos a adicao cumulativa de fenilefrina (1 nM a 30 uM), ou angiotensina Il (1nM a 30
UM). Os registros foram obtidos por meio de transdutores isométricos, acoplados a um
amplificador de sinais PowerLab 4/30® e LabChart Pro v. 7.3.3 ambos da AD Instruments,

Austrélia.

Determinacdo da participacdo da via NO/GCs na reatividade de anéis de aorta do
grupo frutose 6%

As preparacdes de anéis de aorta foram obtidas de ratos expostos a dieta frutose
6% e controle e submetidas aos procedimentos descritos no item 4.9.

Preparacdes com endotélio vascular funcional foram utilizadas para avaliar a
participacdo da via NO/GCs na reatividade dos anéis de aorta de ratos frutose 6%.
Depois de aguardado o periodo de 45 min para reestabilizacdo as aortas foram pré-
incubadas com L-NAME (inibidor ndo seletivo para NO-Sintase; 100 uM), ODQ (inibidor
da Guanilato Ciclase soluvel; 10 uM), carboxi-PTIO (um sequestrados de oxido nitrico;
300 pM), ou 1400W (inibidor seletivo da NOS induzida; 10 uM), por um periodo de 30
min. Em seguida, foram adicionadas as cubas concentra¢des crescentes e cumulativas
de fenilefrina (1 nM a 3 uM). Cada anel de aorta preparado foi exposto somente para uma
droga estudada. As diferencas de tenséo foram registradas e analisadas.
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Efeito da inibicdo da ciclooxigenase sobre a contracao induzida pela fenilefrina

Apoés o periodo de estabilizacdo, os anéis de aorta com endotélio funcional dos
grupos frutose 6% e controle foram previamente incubados com indometacina (10 uM) ou
ibuprofeno (10 uM), dois inibidores ndo seletivos da ciclooxigenase (COX), ou seus
veiculos. Trinta minutos apds a incubagcdo os anéis de aorta foram expostos a
concentracbes crescentes e cumulativas de fenilefrina (1 nM a 3 pM). As respostas
contrateis foram registradas em gramas de contracdo, e cada grupo tratado foi

comparado com seu controle (veiculo).

Estudo da participacédo do calcio e da via de sensibilizacdo ao calcio na reatividade

de anéis de aorta do grupo frutose 6%

Para esta parte do estudo utilizamos anéis de aorta com e sem endotélio funcional,
preparados e avaliados como descrito no item 4.9. Apds avaliacdo da funcionalidade do
endotélio, as preparagdes foram mantidas em solugéo fisiologica nutritiva sem adi¢éo de
calcio por 30 min. A reatividade vascular foi avaliada com a adicdo de uma Unica
concentracdo de angiotensina Il (10 uM), ou cafeina (100 uM), ou fenilefrina (1 uM ) nas
cubas.

Em outro conjunto de experimento as prepara¢des de aorta com e sem endotélio
funcional foram mantidas em solucéo nutritiva sem a adi¢cao de célcio por uma hora, com
trocas da solucdo nutritiva a cada 15 min. Em seguida os tecidos foram expostos a
concentragbes cumulativas e crescentes de cloreto de calcio (CaCl,) (10 uM a 100 mM).

Em outras preparacdes as aortas foram mantidas em solug¢do nutritiva com célcio e
sobre a contragcdo mantida com fenilefrina (1 pM) foram adicionadas concentracdes
crescentes e cumulativas do composto Y-27632 (inibidor ndo seletivo da Rho-kinase; 1
nM a 1pM). Para avaliar o efeito do composto Y-27632 na contragcdo induzida pela
fenilefrina, diferentes anéis de aorta foram incubados com composto Y-27632 (1 uM) por
trinta minutos, antes da adi¢cdo de concentracdes crescentes e cumulativa de fenilefrina
(1 nM a 3 uM).
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Efeito dos bloqueadores de canais de K* na contragdo induzida pela fenilefrina em

anéis de aorta de animais do grupo frutose 6% e controle

Para determinar a participacdo dos canais de K* na hiporreatividade dos anéis de
aorta do grupo frutose 6%, depois de aguardado o periodo de reestabilizacdo e
verificagdo de endotélio funcional (item 4.9), bloqueadores de canais de K' e seus
veiculos (solucdes utilizadas para diluicdo das drogas) foram incubados por 30 min, antes
da adicdo de concentracdes cumulativas e crescentes de fenilefrina (1 nM a 3 uM), com
os seguintes bloqueadores de canais de K: glibenclamida (um bloqueador de canal de
potadssio ATP-dependente; 10 uM); tetraetilaménio (TEA, bloqueador nao seletivo de
canais de K"; 10 mM); 4-aminopiridina (4-AP, bloqueador de canal de K* voltagem-
dependente; 1 mM); ou iberiotoxina (IbTx, bloqueador de canal de K* de alta condutancia

sensiveis ao calcio; 10 uM).

Efeito dos sequestradores de NO na reatividade em anéis de aorta do grupo frutose
6%

Para o estudo da participacdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) na
reatividade vascular, as aortas foram obtidas de ratos frutose 6% e controle. Apds a
confirmagéo da presenca de endotélio funcional os anéis de aorta foram incubados com
apocinina (inibidor da enzima NADPH oxidase; 0,1 mM), ou superéxido dismutase (SOD,
150 U/mL), ou tempol (sequestrador de anions superoxido; 0,3 mM), ou catalase (PEG-
catalase; 150 U/mL), ou seus veiculos (solucdes de preparo das drogas). Apos trinta
minutos de exposi¢cao aos inibidores, os anéis de aorta foram expostos a concentracdes
crescentes e cumulativas de fenilefrina (1 nM a 3 uM), para a obtencdo da contracao, e

as respostas foram expressas em gramas.
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4.11 QUANTIFICACAO DOS INDICADORES ENZIMATICOS E NAO ENZIMATICOS DO
ESTRESSE OXIDATIVO

Para analises dos parametros enzimaticos e ndo enzimaticos do estresse oxidativo
foram coletadas amostras de aorta dos animais de grupos controle e frutose 6%. As
amostras foram homogeneizadas em tampao fosfato 200 mM (pH 6,5, 4 °C), e
centrifugadas a 8900 rpm durante 20 minutos a 4 °C. Todas as amostras foram
preparadas sempre no gelo. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicatas. O
sobrenadante foi coletado e colocado em tubos, os quais foram armazenados em freezer
-80 °C até a determinacdo do nivel proteico e da atividade das enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPXx) e glutationa-S-tranferase

(GST), glutationa reduzida (GSH) cujas metodologias estdo descritas a seguir.

Quantificacdo da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada conforme metodologia descrita por Marklund
(MARKLUND; MARKLUND, 1974) o qual se baseia na capacidade da SOD em inibir a
auto-oxidacéo do pirogalol. Para isto, aliquotas dos sobrenadantes (20 ul) obtidos com a
homogeneizacdo da aorta em tampao de fosfato de potassio (200 mM, pH 8,5) foram
adicionados a tubos contendo pirogalol (25 pl; 1 mM) e solugdo tampéo de Tris HCI-
EDTA (443 pl; 200 mM, pH 8,5), e misturados em vortex por um minuto. Apés 20 min de
incubacado em temperatura ambiente, a reacao foi interrompida com a adi¢cao de 12,5 ul
de HCI 1 N. A mistura foi centrifugada por 4 min (14.000 rpm, 4 °C) e 300 ul do
sobrenadante de cada amostra foi pipetado em microplaca. A leitura da absorbancia foi
realizada a 440 nm. Os resultados foram comparados com a média das somas de dois
controles (tampéo Tris-EDTA, mais a amostra com pirogalol sem a incubagéo por 20
minutos), sendo valor igual a 100%. A quantidade de proteina que inibe a reagdo em 50%
(IC 50) equivale a 1 unidade (U) de SOD. Os resultados foram expressos em U de

SOD/mg de proteina.
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Quantificacdo da atividade da enzima catalase

A determinacdo da atividade da catalase foi mensurada com base no método
descrito por Aebi (AEBI, 1984), o qual consiste na determinacdo da taxa constante da
decomposicdo do peroxido de hidrogénio (H.O), que pode ser acompanhada pelo
decréscimo na absorbancia em 240 nm. A diferenca na absorbancia (AA.,4) por unidade
de tempo é uma medida da atividade da catalase. Estas analises foram realizadas em
triplicatas. Para isso 20 yL da amostra homogeneizada em tampéo fosfato pH 6,5 (ver
item 3.13) ou &gua destilada (branco, sem a amostra de tecido), foram adicionadas a 980
ML de uma solucdo de reacdo 20 mM (tampéo Tris-EDTA 5 mM, pH 8.0, perdxido de
hidrogénio 30% e agua milli-Q). A reacdo é iniciada pela adicdo do perdxido de
hidrogénio. A taxa constante foi determinada pela medida da alteracdo da absorbancia
(240 nm) por minuto. Os valores da atividade da catalase foram expressos como umol

CAT/min/mg proteina.

Quantificacdo da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) foi determinada conforme descrito por
Lawrence (LAWRENCE; BURK, 1976). A reacdao da GPx é feita através da medida da
formacdo de glutationa oxidada (GSSG), a partir da glutationa reduzida (GSH). A
molécula de GSSH formada nesta reacdo € regenerada a sua forma reduzida (GSH)
através da reacdo paralela com a molécula de NADPH. Nesta metodologia temos dois
controles, um controle é feito sem a presenca da NADPH, assim ndo tem a formacéo a
GSH, sem decréscimo na absorbancia, deste modo os valores que temos nas reacdes
das amostras (com NADPH) é realmente da atividade da GPx. O outro controle é feito
sem a enzima glutationa redutase, que é necessaria para que ocorra a reacdo da GPXx,
neste controle temos reducdo na absorbancia. Esses controles sédo feitos para cada
amostra. O célculo da GPX é feito utilizando o coeficiente de extingdo lembrando que
coeficiente de extingdo é o valor de absorbancia para uma quantidade em mol de uma

solucéo de determinada substancia em um pocinho de altura de 1 cm.
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Esses experimentos foram realizados em triplicatas para cada amostra testada.
Em placas de 96 pocos, foram pipetados 10 pl do sobrenadante da amostra obtida como
descrito no item 3.13, ou agua destilada (para determinacdo dos valores basais de
absorbancia; “branco”), os quais foram misturados a 130 pl de solucdo de reacéo
(composta por: 3,08 mM de azida sddica, 0,31 mM de B-NADPH, 1,54 unidades/mL de
glutationa redutase de levedura, e 3,08 mM de GSH 100 mM de tampéo fosfato de sédio;
pH 7,0). Ap6és 3 min de estabilizacdo, a reacao foi iniciada pela adicdo de 60 ul de
peréxido de hidrogénio 5 mM em tampao fosfato de sédio 100 mM, pH 7,0. O decréscimo
de absorbéncia foi medido imediatamente a 340 nm por 1 min, em intervalos de 10 s. A
atividade da GPx foi expressa em moles/mg de proteina/min.

Quantificacdo da atividade da enzima glutationa-S-tranferase (GST)

A atividade da glutationa-S-transferase (GST) foi determinada com base no
método descrito por Habig e colaboradores (HABIG et al., 1974). Este método mensura a
atividade especifica da GST através da conjugacdo do 1-cloro-2,4-dinitro-benzeno
(CDNB) com a glutationa reduzida (GSH), que forma um tioéter que pode ser monitorado
pelo aumento de absorbéancia. Para caracterizagcédo da atividade da enzima GST, 100 pl
do sobrenadante das amostras (preparadas como descrito no item 3.13) foram colocados
em placas de 96 pocos, na qual se adicionou 200 ul da solucdo de reacdo (composta por
3 mM de CDNB diluido em etanol PA e 3 mM GSH diluidos em tampéo fosfato). A
atividade da GST foi quantificada em intervalos de 10 s durante 1 min, em

espectrofotdbmetro a 340 nm e expressa em pmoles/mg/min.

Quantificacdo dos niveis da glutationa reduzida (GSH)

Os niveis de grupos sulfidricos ndo proteicos (GSH) foram determinados em
amostras de aorta pelo método descrito por Sedlak e Lindsay (1998). (SEDLAK;
LINDSAY, 1968). Em 50 uL do homogenato de aorta (obtido como descrito no item 3.13,
sem ser centrifugado), foram adicionados 40 pL de &cido tricloroacético (ATC) 12,5%. As

misturas foram agitadas por dez minutos, seguida por centrifugagdo por 15 min (3000
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rpm, 4 °C). Uma aliquota de 10 pL do sobrenadante obtido de cada amostra foi incubada
em placas de 96 pocos contendo 290 ul de tampé&o Tris-HCL (4 M, pH 8,9) e 5 uL de
DTNB (5,5’-ditiobis 2-acidonitrobenzéico 10 mM). Uma curva padrdao de GSH foi utilizada
como controle de reacéo e para o calculo de regressao linear e determinacdo dos niveis
de GSH nas amostras. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata. A leitura
da absorbancia foi realizada a 415 nm. Os valores foram expressos em g de GSH/g de

tecido.

Determinacao dos niveis de hidroperoxidos lipidicos

A determinacdo de hidroperéxidos lipidicos (LOOH) foi realizada em aorta pelo
método de FOX2, conforme descrito por Jiang e colaboradores (JIANG et al., 1991). O
método é baseado na oxidacao do ion ferroso em ion férrico pelos LOOH sob condi¢des
acidas. lons férricos formam um complexo com o xilenol laranja, que é um indicador
desses ions, gerando um complexo azul pdrpura que possui absorbancia entre 550 a 600
nm. O reagente de FOX2 é composto por xilenol laranja (1 mM), H,SO, 25 mM,
FeSO4.NH4 (250 mM) e BHT (4 mM), dissolvidos em metanol 90%. Para esses
experimentos a aorta foi homogeneizada em metanol PA (1:4) e centrifugada por 20 min
a 9000 g (4 °C). O sobrenadante foi colocado em triplicata em placas de 96 pocos, nas
quais foram adicionados 240 uL do reagente de FOX2. As placas foram incubadas por 30
min em temperatura ambiente e lidas em espectrofotdmetro a 560 nm. A concentracdo de

LOOH foi obtida com base em 1 mg de proteina de amostra.

4.12 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS DA VIA RHOA/ROCK

A aorta dos animais dos grupos controle e frutose 6% foram retiradas dos mesmos
grupos experimentais utilizados para os estudos in vitro sobre a reatividade do leito
vascular renal (descrito no item 4.7). Imediatamente apés, as aortas foram congeladas
em nitrogénio liquido e mantidas em freezer -80 °C até o momento do processamento.
Algumas aortas dos grupos controle e frutose 6% apds serem retiradas dos animais

foram colocadas em cubas contendo PSS, e estimuladas por 1 h com a adicdo de
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fenilefrina (1 uM), apds este periodo foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas
em freezer -80 °C até o momento do processamento. As amostras, ainda congeladas
foram pulverizadas e aproximadamente 100 mg de tecido foi colocado em tubos contendo
200 pl de tampéo de lise (composto por tampéo Tris-HCI 50 mM contendo: 3,1 mM de
sucrose; 1 Mm de dithiothreitol, DTT; 10 pg/ml de leupeptina; 10 pg/ml de inibidor de
tripsina, soybean; 2 mg/ml de aprotinina e; 0,1% Triton X-100). As amostras foram
sonificadas por 5 s a uma poténcia de 60 Watts e mantidas em gelo por 1 h. Apos este
periodo, as amostras foram centrifugadas a 15.000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi
coletado e transferido para outro tubo, ficando armazenado em freezer -80 °C até o dia
dos experimentos. A medida do conteudo total de proteinas nas amostras foi realizada
pelo método de BCA, por meio de um kit comercial (Pierce Chemical, Rockford, IL, EUA).
O padréo (Precision Plus Protein Standards, Kaleidoscope, BioRad) e aliquotas das
amostras contendo 40 ug de proteinas foram submetidas a eletroforese, utilizando-se um
gel de separagdo e um de entrada ambos de poliacrilamida (dodecil sulfato-
poliacrilamida) (SDS-PAGE) 7, 10 ou 12%, de acordo com o peso molecular desejado. A
corrida realizada com o tampao de corrida foi realizada durante 3 h a 90 V. Em seguida
as proteinas que estavam no gel foram transferidas para membranas de nitrocelulose
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), durante 1 h a 100 V e temperatura de 4 °C. As
membranas foram coradas com Ponceau e lavadas com TBS-T durante 30 min, sob
agitacdo. Apés este periodo foram blogueadas em tampao TBS-T em leite 5%,
previamente preparado em solugcédo TBS-tween por 1 h. Em seguida as membranas foram
incubadas com anticorpos primarios contra pB-actina (1:25000), Rho-A (1:200), ROCK |
(1:500), e SERCAZ2 (1:1000), durante 14-16 h. A exposi¢do aos anticorpos primarios foi
realizada over-night a 4 °C sob agitacao constante. No dia seguinte as membranas foram
lavadas em solucdo TBS-tween por 30 min sempre sob agitacdo. Em seguida os
anticorpos secundarios (1:5000, conjugados a peroxidase) foram incubados por uma hora
sob agitacdo em temperatura ambiente. Para revelacdo as membranas foram expostas a
ECL (Plus ou normal, Thermo Scientific, EUA) durante 1 min. A quimiluminescéncia foi
detectada por revelador automatico (Bio-Rad, modelo ChemiDoc™ MP System 170-
8280, Hercules, CA, EUA). As bandas foram quantificadas por densitometria utilizando o
programa Image J 1.41 (NIH, USA), e os resultados foram expressos em unidades

arbitrarias em relagéo a B-actina.
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4.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média (n=6 a 8
animais em cada grupo). Os gréficos e as analises estatisticas foram realizados com o
programa GraphPad Prism versédo 6.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA,
EUA).

Para analise dos testes paramétricos, pareados ou ndo pareados, os testes t de
Student, anélise de variancia (ANOVA) de uma via ou de duas vias, seguidos pelo teste
post-hoc de Bonferroni ou Dunnett's foram utilizados, quando apropriados. O nivel de
significancia considerado foi de 5% (p < 0,05).

5. RESULTADOS

5.1. Efeito das dietas NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6% no consumo de

racdo, agua, ganho de peso, diurese, perfil hematologico e peso dos 6rgéos

Apesar de ndo termos evidenciado altera¢gfes significativas no consumo alimentar
de animais do grupo Frutose 6%, e de animais do grupo NaCl 4% terem aumentado a
ingesta de racdo da 2% até a 5% semana de avaliacdo, verificamos que ratos do grupo
NaCl 4%/Frutose 6% consumiram quantidades menores de racdo durante praticamente
todo periodo de tratamento (2% a 6% semanas), o que foi acompanhado de menor ganho
de peso (Figura 7A e 7B) Por sua vez, em diferentes semanas de avaliagdo, o0 consumo
de agua foi maior entre os animais que receberam racdo adicionada de NaCl 4% (tanto
isoladamente como associada com frutose 6%), o que foi acompanhado de aumento do
volume urinario (Figura 7C e 7D, respectivamente), sem alteracdbes no pH ou na
densidade urinéria (resultados ndo mostrado).

A analise do perfil hematolégico (Tabela 1) revelou aumento no nivel de plaquetas
no grupo NaCl 4%/Frutose 6%, sem quaisquer outras alteracOes significativas nos
demais parametros avaliados entre 0s grupos experimentais estudados.

Apesar de ndo termos encontrado diferencas nos valores de acido urico plasmatico
ou nos indices glicémicos, verificamos que animais do grupo NaCl 4%/Frutose 6%

apresentaram aumento significativo nos niveis de creatinina plasmatica (Tabela 2). A
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artéria aorta e o coragcdo ndo tiveram diferenca no peso final entre os grupos. Entretanto,
o rim esquerdo dos animais NaCl 4%/Frutose 6% tanto no peso seco como no peso
umido foram diferentes significativamente quando comparados ao do grupo racéo padrao,

controle (Tabela 3).
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Figura 7. Consumo de racdo, agua, ganho de peso ponderal e diurese. Em A) no grafico de
linha os resultados mostram o aumento peso semanal em gramas e estdo expressos como a
média * erro padrdo da média (n = 5). A diferenca entre os grupos foi verificada pela andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo pds- teste de Bonferroni. ‘p < 0,05, quando
comparado ao grupo controle (CT). Em B) os resultados mostram o consumo semanal em
gramas, e estdo expressos como a média + erro padrdo da média (n = 5). A diferenca entre os
grupos foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo pés- teste de
Bonferroni. ‘p < 0,05, quando comparado ao grupo controle (CT) na mesma semana de avaliag&o.
Em C) os resultados mostram o consumo hidrico semanal em mL, e estdo expressos como a
média * erro padréo da média (n = 5). A diferenca entre os grupos foi verificada pela analise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo pds- teste de Bonferroni. ‘p < 0,05, quando
comparado ao grupo controle (CT). E em D) os valores mostram o volume cumulativo (mL) de
urina em 8 h. Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da média (n = 5). A
diferenca entre os grupos foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida
pelo pos- teste de Bonferroni. p < 0,05, "p < 0,01 e “'p < 0,001.
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Tabela 1. Efeito da dieta acrescida de NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6% nos parametros bioquimicos

Grupos
Parametros
CT NaCl 4% Frutose 6% NaCl 4%/Frutose 6%
Leucdcitos (103/uL) 99+1,44 9,5+0,85 9,2+1,2 6,9+0,77
Hemoglobina (10%/pL) 12,2 £ 0,35 12,9 + 0,28 12,1+ 0,45 11,7 +0,31
Hematécrito (%) 46,6 £ 2,39 46,1 + 0,85 454+ 2,19 41,8 £1,02
Plaquetas (10%/pL) 1062 + 67,6 1197 + 10,0 1017 + 91,6 1282 + 58,72
Linfocitos (103/uL) 7,54 +£1,39 6,98 + 0,66 7,36 + 1,02 5,14 + 0,57
Mondcitos (10%/pL) 1,02 +0,12 1,18 +0,13 0,92+ 0,13 0,86 + 0,11
Granul6citos (103/uL) 1,00+£0,13 1,36 + 0,19 0,94 + 0,15 0,92 +0,17

Os resultados estao expressos como a média + erro padrdo da média (n = 5) e referem-se aos valores mensurados em amostras coletadas dos
animais apés 6 semanas de exposicao as dietas. A diferenca entre os grupos foi verificada pela andlise de varidncia (ANOVA) de uma via seguida pelo
pos- teste de Bonferroni. “p < 0,05, quando comparado ao grupo controle (CT).
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Tabela 2. Efeito daracédo contendo quantidades aumentadas de NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6% nos niveis plasmaticos de acido
arico, creatinina e glicose.

Grupos
Parametros
CT NaCl 4% Frutose 6% NaCl 4%/Frutose 6%
Acido urico (mg/dL) 2,70 £ 0,25 (5) 2,83£0,17 (5) 2,71 £ 0,26 (5) 3,17 £ 0,35 (5)
Creatinina (mg/dL) 0,88 £ 0,07 (4) 0,90 £ 0,09 (6) 1,11 + 0,24 (5) 1,49 + 0,10°%(6)
Glicose (mg/dL) 127,2 + 3,94 (5) 121,3+£2,72 (4) 124,3 + 2,35 (4) 131,2 + 2,39 (5)
Glicose/jejum (mg/dL) 100,7 £ 0,66 (4) 114,7 £ 3,52 (4) 98,50 + 5,90 (5) 113,8 £2,136 (5)

Os resultados estdo expressos como a média * erro padrdo da média, e referem-se aos valores mensurados em amostras coletadas dos animais apés
6 semanas de exposic¢éo as dietas. A diferenca entre os grupos foi verificada pela andlise de variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo pos- teste de
Dunnett’s. *p < 0,05, quando comparado ao grupo controle (CT).
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Tabela 3. Efeito do consumo de racao acrescida de NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6% no peso relativo da aorta, rim esquerdo e

coracéo.
Tecidos
CT NaCl 4% Frutose 6% NaCl 4%/Frutose 6%
Aorta (g) 0,029 + 0,004 0,025 + 0,004 0,028 + 0,003 0,023 + 0,002
Rim (g) 0,490 + 0,014 0,593 + 0,022* 0,497 £ 0,015 0,631 + 0,038"
Rim desidratado (g) 0,087 + 0,002 0,102 + 0,004 0,090 + 0,002 0,109 + 0,003°
Corac&o (g) 0,422 + 0,013 0,448 + 0,017 0,434 + 0,023 0,449 + 0,015

Os valores mostram o peso dos 6rgdos (em g) coletados na sexta semana e corrigidos para cada 100 g de peso dos animais. Os resultados estdo
expressos como a média + erro padrdo da média (n = 8-10). A diferenca entre os grupos foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida pelo pds-teste de Dunnett’s. ®p < 0,05, bp < 0,01 e °p < 0,001, quando comparados com o grupo controle.
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5.2 Alteragdes macroscopicas no rim de ratos NaCl 4% e NaCl 4%/Frutose 6%

Durante os procedimentos cirirgicos observamos que o rim dos animais
expostos a dieta NaCl 4% e NaCl 4%/Frutose 6% apresentavam aumento no
volume, como mostrado na Figura 8A, que traz uma foto dos rins direito e esquerdo
dos diferentes grupos experimentais, obtidos poucos minutos apos a retirada dos
animais. As Figuras 8B e 8C destacam os rins dos grupos NaCl 4%/Frutose 6% e
controle.
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Figura 8. Registro fotografico dos rins direito e esquerdo obtidos de ratos expostos a
dieta modificada contendo NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6%, na sexta
semana de tratamento. A) foto dos rins direito e esquerdo dos animais de todos 0s grupos
tratados por seis semanas. B) e C) destaque dos rins de ratos que consumiram a ragao
acrescida de NaCl 4%/Frutose 6% e ragdo padrdo (grupo controle), respectivamente.
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Consistente com o0 aumento no volume, verificamos que o peso Umido ou seco dos
rins, tanto do grupo NaCl 4% como do grupo NaCl 4%/Frutose 6%, foi maior que o peso do
rim dos ratos do grupo controle (Figuras 9A e 9B e tabela 3).

de peso do animal

Peso itmido do rim/100g
de peso do animal
o
N
Peso seco do rim/ 100 g

o

1 Controle [ NaCl 4% B Frutose 6% W NaCl 4%/Frutose 6%

Figura 9. Efeito do consumo por seis semanas da dieta modificada com NaCl 4% e
Frutose 6% no peso seco e Umido do rim. Peso umido (A) e peso seco (B) de rim de
animais dos grupos controle, NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6%. Resultados
expressos como a media * o erro padrdo da meédia (n = 6-8). A diferenca entre os grupos foi
verificada pela analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do pds-teste Dunnett. *p <
0,01, *p < 0,05 e ***p < 0,001 quando comparado ao grupo controle.

5.3 Efeito do consumo de racdo acrescida de sodio e/ou frutose na pressao

arterial média e reatividade vascular em ratos anestesiados

A presséo arterial média (PAM) registrada pelo método direto (sob anestesia)
foi aproximadamente 25% mais elevada no grupo NaCl 4%/Frutose 6%, se
comparada a PAM registrada em ratos expostos a dieta padrdo (126,3 + 5,87 e
100,0 £ 5,20 mm Hg, nos grupos NaCl 4%/Frutose 6% e CT, respectivamente;
Figura 10). Nesses mesmos animais avaliamos a resposta sistémica a administragéo
intravenosa de drogas vasoativas. A administracédo intravenosa de fenilefrina gerou
uma resposta hipertensora de menor intensidade no grupo Frutose 6%, se
comparado ao grupo CT. Por exemplo, a dose de 20 nmol/kg de fenilefrina elevou a
PAM dos grupos CT e Frutose 6% em 46,75 + 10,10 e 28,52 + 2,51 mmHg,
respectivamente (p < 0,05) (Figura 11A). A vasopressina administrada na dose de 20

pmol/kg também gerou uma resposta hipertensora de menor intensidade no grupo
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exposto a dieta Frutose 6% (29,9 + 1,69 mm Hg), porém apenas se comparado ao
grupo NaCl 4%/Frutose 6% (54,22 £ 2,60 mm Hg), (Figura 11B).

A administracéo intravenosa da angiotensina | (Figura 11C) promoveu efeito
hipertensor dependente da dose, que nao foi diferente entre os grupos. Entretanto, o
efeito hipertensor da angiotensina Il nas doses de 20 e 60 pmol/Kg foi mais intenso
(54,92 + 3,48 e 65,24 £ 4,67 mm Hg, respectivamente) nos animais do grupo NacCl
4%/Frutose 6%, comparado ao controle (39,27 + 4,68 e 46,61 * 4,68,
respectivamente) (Figura 11D). Apesar das diferencas encontradas nos picos das
respostas a alguns agentes vasoativos, ndo existiram alteracdes significativas no
tempo de duracdo do efeito dos vasopressores testados em nosso estudo em
nenhum dos grupos experimentais (resultados ndo mostrados).

Ao avaliarmos o efeito de agentes vasodilatadores, nossos resultados
mostraram que a administracdo intravenosa de acetilcolina promoveu efeito
hipotensor semelhante em todos os grupos experimentais (Figuras 12A). Por outro
lado a administracédo intravenosa de bradicinina, na dose de 60 nmol/kg, teve um
efeito hipotensor acentuado no grupo NaCl 4%/Frutose 6% (-51,23 + 5,17 mm Hg)
comparado ao grupo tratado com racéo padrao (-35,21+ 5,58 mm Hg) (Figura 12B).
Apesar destes resultados a duracao do efeito hipotensor induzido pela administragéo
da acetilcolina ou pela bradicinina n&do foi diferente entre os grupos (Figuras 12C e
12D).

1501 *

1001
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PAM (mm Hg)

] controle NaCl4% [ Frutose 6% [l NaCl 4% /Frutose 6%

Figura 10. Aumento na pressdo arterial média basal de ratos expostos a dieta
acrescida de NaCl 4%/Frutose 6%. A pressédo arterial média (PAM) foi registrada (mm Hg)
em animais anestesiados. Resultados estdo expressos como a média + o erro padréo da
média (n = 6-8). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se a andlise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida do pés-teste de Bonferroni. *p < 0,05, comparado ao grupo
controle.
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Figura 11. Influéncia da dieta sobre o efeito hipertensivo da fenilefrina, vasopressina,
angiotensina | e angiotensina Il. Alteracdes produzidas na PAM (mm Hg) de ratos
expostos a dieta padrao (controle), NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6%. Em A)
observamos efeito hipertensivo do tratamento com fenilefrina; em B) efeito hipertensivo da
vasopressina e em C) e D) efeito hipertensivo da administracdo da angiotensina | e
angiotensina Il, respectivamente. Resultados estdo expressos como a meédia + o erro padréo
da média (n = 6-8). A andlise estatistica entre os grupos foi verificada pela analise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo pds-teste de Dunnett’s. *p < 0,05 em Ae D
em relac&o ao grupo controle, e **p < 0,01 em B comprado ao grupo NaCl 4%/Frutose 6%.



68

Acetilcolina (nmol/kg) B Bradicinina (nmol/Kg)
A 6 20 60 6 20 60
07 0
=
<
a —~~
s ©-201 -201
T I
= 4
o E
S5 = -40 40
©
(]
@
-60- -60- ’
I+ Controle * NaCl4% 2 Frutose 6% ¢ NaCl4%/Frutose 6%
C D
3150' 400
et
2 3001
o 1001
o
° 200
o
@ 50
< 1001 ]
= f
(=] 5
0- 0
6 20 60 6 20 60
Acetilcolina (nmol/kg) Bradicinina (nmol/Kg)

] controle NaCl4% [ Frutose 6% [l NaCl4%/Frutose 6%

Figua 12. Influéncia da dieta sobre o efeito hipotensor da acetilcolina e bradicinina em
ratos anestesiados. Efeito de agentes hipotensores em ratos controle, NaCl 4%, Frutose
6% e NaCl 4%/Frutose 6%. Em A, efeito hipotensor da administracdo da acetilcolina; em C,
tempo de duracdo do efeito da acetilcolina (s); em B, efeito hipotensor da bradicinina e em
D) duracao do efeito da bradicinina. Os resultados estdo expressos como a média £ o0 erro
padrdao da média (n = 6-8). A andlise estatistica entre os grupos foi verificada pela analise de
variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. *p < 0,05 quando
comparado ao controle.
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5.4 Efeito da dieta na presséo arterial sistémica e na frequéncia cardiaca de
ratos sem o efeito de anestésico

Ratos expostos a dieta e Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6% (Figura 13B e
13C respectivamente) apresentaram niveis basais elevados da pressao arterial
sistémica na sexta semana de tratamento quando comparada a pressao arterial dos
ratos dieta padrao (controle). Além disso, os ratos dos grupos Frutose 6% e NacCl
4%/Frutose 6% (Figuras 13E e 13F, respectivamente) apresentaram aumento na
frequéncia cardiaca, sendo que os animais do grupo NaCl 4%/frutose 6%, desde a

quarta semana (Figura 13F).
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Figura 13. Presséo arterial sistélica de ratos acordados na quarta e na sexta semana
de tratamento. Em A e D) presséo arterial e frequéncia cardiaca em ratos NaCl 4%, em B e
E) presséao arterial e frequéncia cardiaca em ratos do grupo exposto a dieta Frutose 6%, e
em C e F) presséo arterial e frequéncia cardiaca de ratos NaCl 4%/Frutose 6%. Resultados
expressos como a média * erro padrdo da média (n = 6-8). A andlise estatistica foi verificada
pelo teste t de Student. *p < 0,05, quando comparado ao controle na mesma semana de
tratamento.
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5.5 Avaliagéo da presséo de perfuséo vascular renal (PPVR) em ratos expostos
a dieta acrescida de NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4 %/ Frutose 6%

A Figura 14A mostra que a PPVR basal do grupo NaCl 4%/Frutose 6% foi
aproximadamente 30% superior aquela registrada no grupo controle (72,92 + 3,51 e
55,91 + 3,75 mm Hg, respectivamente).

As preparacdes renais do grupo NaCl 4%/Frutose 6%, quando expostas a
fenilefrina (dose unica de 30 nmol), apresentaram uma reatividade mais intensa,
aumentando a PPVR neste grupo em ~70 mm Hg, enquanto que no grupo controle o
aumento na PPVR foi de ~55 mm Hg (Figura 14B). Do mesmo modo, observamos
uma hiper-reatividade no leito vascular renal no grupo NaCl 4%/Frutose 6% quando
as preparacfes foram expostas a doses crescentes de fenilefrina (10 a 300 nmol),
adicionadas de forma n&o cumulativas (Figura 14C). A administracdo da
vasopressina (0,1-300 pmol) revelou um aumento na resposta vasopressora

somente na dose de 3 pmol para o grupo NaCl 4%/Frutose 6% (Figura 14D).

5.6 Reatividade do leito vascular mesentérico (LVM) de ratos expostos a dieta

contendo NaCl 4% e /ou frutose 6%

O leito vascular mesentérico obtido de animais expostos a dieta com adi¢cao
de NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6% n&o apresentaram variacfes na
pressédo de perfusédo basal (Figura 15A). Entretanto, quando as preparacdes foram
expostas a concentracfes crescentes ndo cumulativas de fenilefrina, o aumento
gerado na pressao de perfusdo no LVM de ratos frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6%
foi aproximadamente 60% menor do que a pressao registrada no grupo que recebeu
racao controle (Figura 15B). O mesmo perfil de resposta foi observado quando as
preparacdes foram expostas a vasopressina, a pressao de perfusdo do LVM nos
grupos Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6% foi reduzida em aproximadamente 37 e

62% nas doses de 30 e 100 pmol, respectivamente (Figura 15C).
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Figura. 14 AlteracOes na reatividade vascular renal em resposta a fenilefrina e a
vasopressina em preparacdes renais obtidas de animais dos grupos NaCl 4%, Frutose
6% e NaCl 4%/Frutose 6% e seus controles. Em A, a presséo de perfusédo vascular renal
(PPVR) basal; em B, efeito agudo da administracdo da fenilefrina; em C, efeito da
administracdo de doses crescentes de fenilefrina e em D, efeito da adicdo de vasopressina.
Resultados expressos como a média + o erro padrdo da média (n = 6-8). As analises
estatisticas entre os grupos foram verificadas pela andlise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida pelo pos-teste Dunnett’s, *p < 0,05 em A e B, comparado ao controle. E andlise de
variancia (ANOVA) de duas vias seguida pelo p6s-teste Dunnett’s, *p < 0,05, **p < 0,01 e
***p < 0,001 em C e D quando comparado ao controle.
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Figura 15. Reducdo na reatividade do leito vascular mesentérico dos grupos Frutose
6% e NaCl 4%/Frutose 6% para fenilefrina e vasopressina. Efeito da fenilefrina e
vasopressina em preparacdes de leito vascular mesentérico obtidas de ratos expostos a
dieta com NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl 4%/Frutose 6%. Em A, pressdo de perfusdo basal
do leito mesentérico (PPLM) em B, efeito da adicdo crescente ndo cumulativa de fenilefring;
e em C, efeito da adicdo crescente ndo cumulativa de vasopressina. Os resultados estdo
expressos como a média + o erro padrdo da média (n = 6-8). A analise estatistica entre os
grupos foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pds-teste
de Bonferroni *p < 0,05, **p < 0,01 quando comparado ao controle.
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5.7 Estudo da reatividade vascular em preparacdes de aorta isolada de rato

5.7.1 Relaxamento vascular dependente de endotélio induzido pela acetilcolina
e independente de endotélio induzido pelo nitroprussiato de sodio

No efeito vasorrelaxante induzido pela acetilcolina, a CEso calculada a partir
dos dados obtidos na curva concentracdo resposta mostrou-se deslocada de 2,99
(2,10 - 4,28 pM) para 1,49 (1,03 — 2,00 uM) nos grupos controle e Frutose 6%,
respectivamente (Figura 16A), sem, entretanto, qualquer alteracdo na resposta
maxima. Por outro lado o vasorrelaxamento induzido pelo nitroprussiato de soédio
mostrou-se mais potente em aorta de ratos expostos a dieta frutose 6% em
preparacbes com endotélio funcional a remoc¢do do endotélio tornou as respostas
semelhantes (Figuras 16B e 16C).

5.7.2 Reatividade vascular induzida por vasoconstritores em aorta de rato com

ou sem endotélio

Nas preparacfes de aorta isoladas de ratos do grupo Frutose 6%, com
endotélio funcional, a contragdo maxima induzida pela adicdo cumulativa de
concentracfes crescentes de fenilefrina foi significativamente menor (Emax. 0,98 *
0,07) do que aquela obtida em preparacdes do grupo controle (Emax: 1,73 £ 0,08 ),
(Figura 17A). Entretanto, essa diferenca ndo existiu quando as preparacdes tiveram
o0 endotélio vascular removido antes da exposi¢éo a fenilefrina (Figura 17B).
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Figura 16. Relaxamento induzido pela administracdo cumulativa de acetilcolina ou
nitroprussiato de sédio em anéis de aorta. Relaxamento obtido por vasodilatadores em
aorta de ratos controle, NaCl 4%, Frutose 6% e NaCl4%/Frutose 6%. Em A, relaxamento
vascular induzido pela acetilcolina; em B e C, resposta dos anéis de aorta ao nitroprussiato
de sodio, na presenca e auséncia de endotélio funcional, respectivamente. Resultados
expressos como a média + o erro padrdo da média (n = 6-8). A analise estatistica entre os
grupos foi verificada pela andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pés-teste
de Bonferroni. *p < 0,05 e ***p < 0,001, comparado ao grupo controle.
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Figura 17. Reducéo da reatividade vascular a fenilefrina em anéis de aorta obtidos de
animais expostos a dieta contendo frutose 6%. Os anéis de aorta foram obtidos de ratos
expostos a dietas padrao (controle), ou contendo sédio (NaCl 4%), frutose 6% (Frutose 6%),
ou ambos sédio e frutose (NaCl 4%/Frutose 6%). Em A, resposta contratil para fenilefrina
em preparacdes com endotélio vascular, e em B, contracdo induzida pela fenilefrina em
anéis de aorta sem o endotélio funcional. Resultados expressos como a média + o erro
padrdo da média (n = 6 preparacdes de diferentes animais por grupo). A andlise estatistica
entre os grupos foi verificada pela andlise de variancia (ANOVA) duas vias, seguida pelo
pos-teste de Bonferoni. **p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado ao controle.

Uma vez que encontramos alteracdes vasculares significativas na reatividade
vascular de anéis aérticos obtidos do grupo Frutose 6%, buscamos investigar as vias
intracelulares potencialmente envolvidas nesses efeitos. Por isso, a maior parte dos
resultados descritos a seguir foi obtida de experimentos realizados apenas com
vasos de animais dos grupos Frutose 6% e do Controle.

A Figura 18 mostra que a resposta contratil induzida pela adicdo de
concentracbes crescentes e cumulativas de Al (Figuras 18A) ou All (Figuras 18C)
em preparacdes de aorta com endotélio funcional foi reduzida em ~ 52 % no grupo
Frutose 6%, quando comparadas ao grupo controle. A remocao do endotélio impediu
o0 aparecimento da hiporreatividade (Figuras 18B e 18D). As respostas das
preparacdes para vasopressina ndo foram diferentes entre 0s grupos, tanto em

preparacdes com e sem endotélio funcional (Figura 18E e 18F, respectivamente).
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Figura 18. Hipo-reatividade vascular dos anéis de aorta com endotélio funcional para
angiotensina | ou angiotensina Il grupo Frutose 6%. Resposta contratil de anéis de aorta
obtidos dos animais expostos a dieta Frutose 6% e seus controles. Em A e B, reatividade
para Angiotensina |, na presenca e auséncia de endotélio, respectivamente; em C e D,
reatividade para angiotensina Il, com e sem endotélio, respectivamente e E e F, resposta
contratil para vasopressina, com e sem endotélio funcional, respectivamente. Resultados
expressos como a média + erro padrdao da média (n = 4-8). A analise estatistica entre os
grupos foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pés-teste
de Bonferroni. *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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Investigamos se a hipo-reatividade encontrada em anéis de aorta também
ocorreria em artéria caroétida isolada de ratos do grupo exposto a dieta frutose 6%.

5.7.3 Reatividade vascular induzida por vasoconstritores em artéria carétida
com endotélio funcional

Nas preparacfes de carotidas isoladas de ratos do grupo exposto a dieta
frutose 6%, com endotélio funcional, a contragdo maxima induzida pela adicdo
cumulativa de concentragcdes crescentes de fenilefrina (Figura 19A) foi
significativamente menor que do grupo controle (Emax.0,232 = 0,03 g; Emax: 0,395 +
0,02 g, respectivamente). O mesmo foi observado com a adicdo cumulativa de
angiotensina Il (Emax: 0,238 £ 0,01; Enax: 0,341+ 0,01, para frutose 6% e controle,
respectivamente) (Figura 19B).
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Figura 19. Hipo-reatividade vascular em artéria carétida para adicdo cumulativa de
fenilefrina ou angiotensina Il. Os anéis de car6tida foram obtidos de animais dos grupos
controle e grupo frutose 6%. Em A) reatividade para fenilefrina na presenca de endotélio
vascular. Em B) reatividade vascular para angiotensina Il. Resultados estdo expressos como
a média * erro padrdo da média (n = 4-). A andlise estatistica entre os grupos foi avaliada
pela andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pds-teste de Bonferroni. *p <
0,05.
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5.7.4 Participagdo da via NO/GCs na hiporreatividade vascular induzida pela
fenilefrina em aorta de ratos do grupo controle e Frutose 6%

Para avaliar como o produto da enzima NOS poderia contribuir para a
hiporreatividade a fenilefrina em aortas com endotélio as preparacées foram
incubadas com o L-NAME. A presenca do L-NAME, um inibidor ndo seletivo das NO
sintases foi capaz de aumentar a resposta maxima induzida pela fenilefrina no grupo
Frutose 6% (veiculo Eqax= 0,85 + 0,72 g; L-NAME Enax= 1,94 £ 0,15 g) (Figura 20B),
como também aumentou a resposta contratil no grupo controle (Figura 20A), efeito
semelhante a remoc¢éao do endotélio (Figura 17B).

Resultado semelhante foi obtido com o ODQ, um inibidor da enzima guanilato
ciclase soluvel, que também foi capaz de aumentar a resposta maxima induzida pela
fenilefrina tanto em anéis de aorta do grupo controle como do grupo Frutose 6%
(Figuras 20C e 20D, respectivamente).

Por outro lado a adicdo do carboxi-PTIO, um sequestrador de NO, nao
modificou a resposta no grupo controle, mas o efeito contrétil induzido pela adicédo
da fenilefrina a CEsp calculada a partir dos dados obtidos na curva dose resposta
mostrou-se deslocado de 5,87 x10® (3,51 x 10® — 8,89 x 10°®) para 1,10 x 10 (3,28
x 10 — 3,71 x 10®) no grupo Frutose 6% e Frutose 6% + C PTIO, respectivamente
(Figura 21A e 21B, respectivamente). Por sua vez a incubagdo de 1400W, um
inibidor seletivo para NOS induzida, ndo modificou a resposta da aorta de ratos dos

grupo Frutose 6% ou controle para a fenilefrina (Figura 21C e 21D).
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Figura 20. Aumento da reatividade vascular induzida pela fenilefrina em anéis de aorta
na presenca do L-NAME ou do ODQ. Contracdo induzida pela fenilefrina em anéis de
aorta obtidos de ratos do grupo controle e Frutose 6%. Em A e B, contracdo induzida pela
fenilefrina na presenca do L-NAME em anéis de aorta do grupo controle e Frutose 6%,
respectivamente; em B e C, resposta contratil induzida pela fenilefrina na presenca do ODQ
em aorta do grupo controle e frutose respectivamente. Resultados expressos como a média
+ 0 erro padrdo da média (n = 6-8). A analise estatistica entre os grupos foi verificada pela
andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo p6s-teste de Bonferroni. *p < 0,05

e **p < 0,01, quando comparado ao veiculo.
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Figura 21. Resposta contrétil induzida pela fenilefrina em aorta na presenca do
carboxi-PTIO ou do 1400W. Contracdo em anéis de aorta obtidos de ratos controle e
Frutose 6% em resposta a fenilefrina. Em A e B, resposta da fenilefrina na presenca de C
PTIO, em anéis de aorta do grupo Controle e Frutose 6%, respectivamente; em C e D
contracao induzida pela fenilefrina em anéis pré-incubados com 1400W, do grupo controle e
frutose 6%, respectivamente. Resultados expressos como a média + erro padrdo da média
(n = 5-6). A analise estatistica entre os grupos foi avaliada pela analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni. *p < 0,05 e ***p < 0,001,
comparado ao veiculo.

5.7.5 Auséncia da participacdo de prostanoides na reatividade da aorta de rato

do grupo controle e Frutose 6%

Para avaliar a participacdo de prostanoides os anéis de aorta foram pre-

incubados com indometacina ou ibuprofeno, dois inibidores ndo seletivos da
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ciclooxigenase. A Figura 22 mostra que a adicdo dessas drogas néo foi capaz de

restaurar a reatividade para fenilefrina no grupo Frutose 6%.
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Figura 22. Contracéo induzida pela fenilefrina na presenca de inibidores da producéo
de prostanoides. Curva cumulativa dependente da concentracdo para fenilefrina em anéis
de aorta obtidos de ratos do grupo controle e Frutose 6%. Em A e B, contracdo induzida
pela fenilefrina na presenca da indometacina grupos controle e Frutose 6%,
respectivamente; em C e D, contracao pela adicao de fenilefrina em aorta pré-incubada com
ibuprofeno, grupos controle e Frutose 6%, respectivamente. Resultados expressos como a
média * erro padrdo da média (n = 6-8). A analise estatistica entre os grupos foi verificada
pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pos-teste de Bonferroni. *p <
0,01, comparado ao veiculo.
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5.7.6 Efeito da dieta Frutose 6% na homeostasia do calcio intracelular e
extracelular e da via de sensibilizacdo ao célcio em aorta de rato

Em preparacbes com endotélio funcional mantidas em solugcédo nutritiva livre
de célcio, a adicdo de fenilefrina (1 uM), resultou em contratilidade reduzida no
grupo Frutose 6% (0,59 + 0,14 g), comparado a resposta obtida no grupo controle
(1,22 £ 0,15 g). A remocao do endotélio vascular foi capaz de tornar as respostas
induzidas pela fenilefrina iguais nos dois grupos (Figura 23A). Por outro lado a
resposta contratil na auséncia de endotélio induzida pela adicdo de angiotensina Il
(10 pM) foi 30 % mais intensa no grupo Frutose 6%, o mesmo foi observado com a
adicao de cafeina (100 uM), que resultou em resposta contratil 80%, maior no grupo
Frutose 6%, quando comparado ao controle (Figuras 23C e 23D, respectivamente).
N&o observamos diferenga na expressdo da SERCA2 entre os dois grupos mesmo
quando as aortas fora estimuladas com a adi¢éo de fenilefrina (1 uM) (Figura 23B).

O efeito contrétil induzido pela adi¢éo do cloreto de céalcio a CEsp calculada a
partir dos dados obtidos na curva concentracdo resposta mostrou-se deslocada de
5,04 x 10°® (3,04 - 8,33 x 10°®) para 3,12 x 10® (1,91 - 5,10x10®) nos grupos controle
e Frutose 6%, respectivamente (Figuras 23D e 23E), porém a resposta contratil final
nao foi diferente entre os dois grupos.

A adicdo do composto Y-27632, um inibidor da ROCK (1 pM), reduziu em
aproximadamente 50% a contragcdo maxima induzida pela fenilefrina em anéis de
aorta dos animas controle (Figura 24A). Entretanto utilizando a mesma concentracao
de composto Y-27632 ndo foi capaz de modificar a resposta contratil para a
fenilefrina em anéis de aorta obtidos do grupo Frutose 6% (Figura 24B)

O relaxamento maximo obtido pela adicdo do composto Y-27632 em anéis de
aorta previamente contraidos por fenilefrina foi semelhante em todos os grupos
(Figuras 24C e 24D). A dieta Frutose 6% né&o alterou a expressao de proteina da
RhoA (Figura 25A). Mas a expressédo da proteina ROCK | (Figura 25B) em aorta de
rato exposto a dieta Frutose 6%, esta reduzida quando comparado ao rato exposto a

racao padrao, grupo controle.
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Figura 23. Participacdo do endotélio na reatividade da aorta em meio livre de calcio.
Adicdo de agentes vasoconstritores em preparacdes de aortas obtidas de ratos controle e
Frutose 6%. A) contracdo induzida pela de fenilefrina na presenca e na auséncia de
endotélio; em B) expressao total da SERCA2; em C), contragdo induzida pela angiotensina Il
na presenca e auséncia de endotélio; em D), resposta contratil pela adicdo de cafeina em
anéis com e sem endotélio; em E e F, curva concentracao resposta pela adicao de solucdo
de cloreto de célcio em preparacdes com e sem endotélio, respectivamente. Resultados
expressos como a média + erro padrdo da média (n = 6-8). A andlise estatistica entre os
grupos foi verificada usando-se o teste t de Student em A, onde *p < 0,01 quando
comparado ao controle. E em C e D analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida de
pos-teste de Bonferroni. *p < 0,01 e ***p < 0,001 quando comparado ao controle. EmE e F
andlise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida do p0Os-teste de Bonferroni. *p < 0,01
guando comparado ao controle.
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Figura 24. Efeito do composto Y-27632 sobre a reatividade de anéis de aorta. Em A)
reatividade da aorta de animais controle na presenca do inibidor da ROCK; em B) resposta
contrétil da aorta dos ratos grupo Frutose 6% na presenca do inibidor da ROCK. Em C) e D)
relaxamento dependente da concentracdo para o composto Y-27632 em anéis de aorta com
e sem endotélio vascular, respectivamente. Os resultados estdo expressos como a média +
erro padrdo da média (n = 6). A analise estatistica entre os grupos foi avaliada pela analise
de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pés-teste de Bonferroni. *p < 0,01 quando
comparado ao grupo controle e ***p < 0,001 quando comparado ao veiculo.
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Figura 25. Reducéo na expressdo da ROCK | em aorta de ratos expostos a dieta com
Frutose 6%. A expressao da Rho-A em A) e em B) expressdo da ROCK |, em aorta isolada
de ratos dos grupos controle e Frutose 6%. Os valores foram normalizados pela 3-actina em
expressos em unidades arbitrarias. Os resultados demonstrados no grafico apresentam a
média + o erro padrdao da média (n = 5). A analise estatistica foi feita usando teste t de
Student. *p < 0,05 em relagéo ao grupo controle.

5.7.7 Participacdo de canais de potassio na perda de reatividade a fenilefrina

em anéis de aorta do grupo Frutose 6%

Para avaliar a participacdo dos canais de potassio os experimentos foram
conduzidos na presenca de endotélio. Nossos resultados mostraram que o
bloqueador de canais de potassio TEA (Figuras 26A e 26B), assim como a 4-AP
(Figuras 26C e 26D), aumentaram a contracdo induzida pela fenilefrina no grupo
Frutose 6% apesar de ndo terem alterado a reatividade a fenilefrina em anéis do
grupo controle. Por outro lado a incubacao de glibenclamida ou IbTx potencializou a
resposta contratil para fenilefrina no grupo frutose 6%. O efeito vasoconstritor
induzido pela fenilefrina a CEsg calculada a partir dos dados obtidos na curva dose
resposta, mostrou- se deslocada de 3,45 x 10® (1,51 x 10®— 7,83 x107®) para 1,41 x
107 (9,09 x10® — 2,20 x 10®) nos grupos controle e Frutose 6%, respectivamente
para glibenclamida e para a IbTx CEsp 1,39 x 108 (7,52 x10° — 2,57 x 10°®) para 5,58



x 10® (3,51 x 10® — 8,89 x 10®),
(Figuras 27A, 27B, 27C e 27D).
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Figura 26. Efeito dos bloqueadores de canais de potassio na reatividade da aorta para
fenilefrina em aorta de rato exposto a dieta com Frutose 6%. Contracdo dos anéis de
aorta dos grupos controle e Frutose 6% na auséncia e na presenca do TEA em A) grupo
controle e em B) grupo frutose 6%. Em C) resposta para a fenilefrina no grupo controle na
presenca da 4-AP, e em D) resposta para a fenilefrina do grupo Frutose 6% nha presenca da
4-AP. Resultados expressos como a meédia + erro padrdo da média (n = 6-8). A andlise
estatistica foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo p6s-
teste de Bonferroni. ***p < 0,001, comparado ao veiculo.
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Figura 27. Efeito dos bloqueadores de canais de potassio na reatividade da aorta de
rato com dieta Frutose 6% para fenilefrina. Contragdo dos anéis de aorta dos grupos
controle e Frutose 6% na presenca da glibenclamida em A e B, respectivamente; e em C e
D, contracéo induzida pela fenilefrina na presenca da iberiotoxina, em aorta de rato controle
e frutose 6%, respectivamente. Resultados expressos como a média + erro padrdo da média
(n = 6-8). A andlise estatistica foi verificada pela analise de variancia (ANOVA) de duas vias,
seguida pelo pos-teste de Bonferroni. *p < 0,05, **p < 0,01 quando comparado ao veiculo.

5.7.8 Influéncia das espécies reativas de oxigénio na hiporreatividade para
fenilefrina em aorta de rato do grupo Frutose 6%

A adicao de tempol, sequestrador de anion superoxido, foi capaz de reverter a
hipocontratilidade nas aortas do grupo Frutose 6% (Figura 28B) sem modificar a
resposta no grupo controle (Figura 28A). Contudo, quando utilizamos a SOD,

também um sequestrador de anion superoxido ndo observamos modificagdo na
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resposta do grupo Frutose 6% nem do grupo controle (Figuras 28D e 28C,

respectivamente).
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Figura 28. Efeito da inibicdo da produc&o de &nion superdxido na reatividade vascular
para fenilefrina em aorta de ratos do grupo controle e Frutose 6%. Contracdo induzida
pela fenilefrina em aortas de ratos dos grupos controle e Frutose 6% ap0s a incubag¢do com:
Tempol em A e B; em C e D contragdo da fenilefrina na presenca do SOD. Os resultados
estdo expressos como a média + erro padrdo da média (n = 6-8). A diferenca entre os
grupos foi avaliada pela andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pés-teste
de Bonferroni. ***p < 0,001 quando comparado ao veiculo.

A utilizacdo da apocinina, um inibidor da NADPH oxidase e também

sequestrador de O;", reverteu a hipocontratilidade para fenilefrina na aorta do grupo



89

Frutose 6% (Figura 29B), sem modificar a resposta contratil no grupo controle
(Figura 29A).

A adicdo da Peg-catalase, que reduz os niveis de H,O,, nas concentracdes
utilizadas neste estudo, n&o alteraram a contracdo induzida pela fenilefrina nas
aortas do grupo Frutose 6% (Figura 29D), e nas aortas do grupo controle (Figura
290C).

A B
Controle Frutose 6%
21 1F veiculo 21 & veiculo
= & Apocinina (0,1 mM) - Apocinina (0,1 mM)
@
O
S 14
c
o
O
0
10 9 8 7 6 5 -10 9 8 7 6 5
Fenilefrina log [M] Fenilefrina log [M]
C
D
Controle Frutose 6%
TF veiculo 2 Veiculo
21 2
— & Peg-catalase (150 U/ml) -4 Peg-catalase (150 U/ml)
=)
o
o]
(&4
S 17 11
=
o
O
01 04

Fenilefrina log [M] Fenilefrina log [M]

Figura 29. Auséncia de efeito da SOD e da Peg-catalase na contracdo induzida pela
fenilefrina em aorta de ratos do grupo controle e Frutose 6%. Em A, e B, contracdo
induzida pela fenilefrina na presenca da Apocinina em aorta de ratos controle e Frutose 6%,
respectivamente. Em C e D, contracdo da fenilefrina na presenca da Peg-catalase, em aorta
do grupo controle e Frutose 6%, respectivamente. Os resultados estdo expressos como a
média + erro padrdao da média (n = 6-8). As analises foram obtidas pela analise de variancia
(ANOVA) de duas vias, seguida pelo pés-teste de Bonferroni. ***p < 0,001, quando
comparado ao veiculo.
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5.8 Niveis da atividade enzimatica e ndo enzimatica das defesas antioxidantes

em aorta de ratos dos grupos Controle e Frutose 6%

Apesar de ndo observarmos qualquer diferenca na atividade da catalase,
glutationa-S-transferase e nos niveis da glutationa peroxidase entre 0s grupos
controle e Frutose 6%, observamos uma reducdo significativa na atividade da
enzima superoéxido dismutase e nos niveis da glutationa reduzida no grupo Frutose
6%. Além disso, os niveis de hidroperoxidos lipidicos encontram-se aumentados em

aorta de rato do grupo Frutose 6% (Tabela 4).

Tabela 4. Nivel da atividade enziméatica e ndo enzimatica das defesas antioxidantes em

aorta de rato dos grupos controle e Frutose 6%

Controle Frutose 6%
SOD (U/mg proteina) 0,76 £ 0,08 0,58 + 0,01°
GST (nmol/mg proteina) 2,19+0,37 1,54+ 0,14
GPx (nmol/mg proteina) 10,97 £ 2,63 26,83 + 7,58
CAT (umol/min/mg proteina) 0,71 £ 0,22 0,61+ 0,10
GSH (nmol/mg proteina) 36,96 + 4,46 22,85 + 6,48%
LOOH (umol/mg tecido) 54,27 +5,79 74,84 + 4,72°

As analises foram feitas em aortas do grupo controle e Frutose 6%. Os resultados estéo
expressos como a média + erro padrdo da média. A analise estatistica entre os grupos foi
verificada pelo teste t de Student ®p < 0,05 e "p < 0,01 quando comparada ao controle.

SOD, superéxido dismutase; GST, Glutationa-S-transferase; GPx, Glutationa peroxidase;
CAT, catalase; GSH, glutationa reduzida; LOOH, Hidroperéxidos lipidicos.
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6. DISCUSSAO

A hipertensdo € uma desordem complexa e multifatorial. Evidéncias sugerem
que a hipertensdo se desenvolve por uma combinacdo de fatores genéticos
associados a fatores do estilo de vida, dentre os quais a dieta, que se destaca como
um fator capaz de afetar diretamente a presséo arterial. O estilo de vida dito como
“ocidentalizado” inclui o consumo de alimentos processados e fast foods que contém
grandes quantidades de sal e acucar (VASDEV et al., 2007b). Em nosso trabalho
investigamos o efeito da ingesta cronica de quantidades moderadas de NaCl 4%, de
Frutose 6%, e da associacdo de NaCl 4%/Frutose 6%, na pressao arterial e na
reatividade de alguns leitos vasculares de ratos.

Os altos niveis séricos de creatinina encontrados no grupo NaCl 4%/Frutose
6% estdo entre os primeiros dados interessantes neste estudo, uma vez que a
creatinina € considerada um indicador da fung&o renal (TSIKAS et al., 2010). Em
nosso estudo, na sexta semana observamos aumento na massa do rim (peso seco e
umido) em ratos dos grupos NaCl 4% e NaCl 4%/Frutose 6%. Embora nosso estudo
nao tenha sido desenhado para explorar essa questdo, buscamos interpretar esses
resultados da melhor maneira possivel. Nakayama e colaboradores (2010)
demonstraram que o consumo excessivo de frutose (60%) causou aumento na
massa renal e dano tubulointersticial em rim de ratos normais, e esse dano ocorre
por proliferacdo das células do tabulo proximal que expressam a frutocinase, enzima
responsavel por metabolizar a frutose (NAKAYAMA et al.,, 2010), causando a
hiperplasia. Estudos mostraram que o excesso de NaCl (8%), aumenta a expressao
dos componentes do SRA no cortex renal (WU et al., 2014), e niveis elevados de All
ndo sO contribuem para o aumento da pressao arterial como leva ao
desenvolvimento da glomeruloesclerose, fibrose intersticial culminando com dano
renal (MULLER et al., 2002). Além disso, a associacado de sodio e frutose (20%) a
longo prazo aumenta a atividade do NHE e sensibiliza o tubulo proximal a All
(CABRAL et al., 2014).

Nossos resultados sugerem que o aumento de peso observado no rim nao
ocorre somente pelo acumulo de liquido (edema), mas pode ser também por
alteracdes estruturais, como por exemplo, hipertrofia ou hiperplasia. Niveis séricos
de creatinina elevados também foram observados em modelo experimental onde

ocorreu a associacao de sodio (8% na dieta) e frutose (10% na agua) (TSIKAS et al.,
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2010; YANG, Y. et al., 2015). Porém, ainda ndo ha um consenso na literatura sobre
0s niveis de creatinina que efetivamente indicam dano renal (HEWITT et al., 2004),
uma vez que as concentracbes de creatinina sérica podem ser influenciadas
também por mudancas na massa muscular.

Outro dado interessante foi o0 aumento no niumero de plaquetas no grupo
NaCl 4%/frutose 6% comparado ao grupo controle. Entretanto, neste trabalho néao
podemos inferir se este resultado esta relacionado a dieta, seriam necessarios mais
estudos para observarmos se este aumento permanece.

Apesar de a frutose fornecer aproximadamente 4 Kcal/g (SCHAEFER et al.,
2009), a dieta acrescida de Frutose 6% nao foi suficiente para aumentar o peso
corporeo dos animais. De maneira interessante o grupo NaCl 4%/Frutose 6%
consumiu menor quantidade de racdo, que foi acompanhado de menor ganho de
peso. Porém, os grupos NaCl 4%/Frutose 6% e NaCl 4% consumiram mais agua e,
consequentemente, tiveram o volume urinario elevado. Em condicdes fisioldgicas os
rins adaptam sua excrecao de sal e agua para promover o equilibrio hemodinamico.
Quaisquer alteracdes nas concentracfes de NaCl aumenta a osmalolaridade que é
percebida pelos osmoreceptores (ARSENIJEVIC; BAERTSCHI, 1985) que tem como
reflexo a ativacdo do centro da sede, para aumento da ingesta de agua que é
rapidamente absorvida. Simultaneamente ocorre a liberagdo do hormonio
antidiurético (vasopressina), principalmente se a agua nao for rapidamente
encontrada, a ativacdo do mecanismo da sede promove aumento no volume de
liguido extracelular, reduzindo a osmolaridade. O rim responde a esta mudanca na
intensidade do fluxo do liquido (MCKINLEY et al., 1978; THORNTON, 2010). Esse
efeito observado em nosso estudo pode ser um mecanismo de diurese por pressao.

Os niveis séricos de acido urico e glicemia sao parametros importantes
relacionados ao metabolismo da frutose. Ratos expostos a dieta frutose (60%)
desenvolvem resisténcia a insulina, obesidade e hiperuricemia (HWANG et al., 1987;
NAKAGAWA et al., 2006). Em nosso modelo experimental os niveis séricos de acido
arico e glicemia ndo apresentaram alteracdes, permaneceram semelhantes entre
todos os grupos.

Esse conjunto de dados nos mostra que a adicdo de frutose 6% a dieta no
periodo de 6 semanas néo resultou em ganho de peso e nem modificou parametros
metabdlicos importantes, o que ocorre em outros modelos de hipertensao induzida

pela frutose (60%), sugerindo que nosso modelo experimental pode ser utilizado
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para investigar a influéncia do consumo de NaCl 4% e de Frutose 6% na pressao
arterial, sem a influéncia de acumulo de gordura, obesidade ou diabetes anomalias
associadas a hipertenséo e a sindrome metabdlica.

Apesar do consumo elevado de sal estar relacionado ao aumento da pressao
arterial, em nosso estudo os ratos com dieta acrescida de NaCl 4% né&o
apresentaram alteragbes na pressao arterial. Do mesmo modo os ratos que
consumiram a racdo somente com 0 acréscimo de Frutose 6%, também n&o
apresentaram alteracfes na pressao arterial basal, mensurada pelo método direto.
Entretanto nossos dados indicaram que associacdo de quantidades moderadas de
NaCl 4% e Frutose 6% elevam a pressao arterial, confirmando a nossa hipotese. Os
resultados até aqui demonstram, pela primeira vez, que a associacdo de
guantidades moderadas de sodio 4% e frutose 6% quando consumidas
cronicamente desde o desmame, apesar de ndo modificar parametros metabdlicos,
elevam a pressao arterial. Além disso, os ratos do grupo NaCl 4%/Frutose 6% além
de apresentarem niveis pressoéricos basais mais elevados, também tiveram
respostas hipertensora mais intensas para a angiotensina Il. E de maneira
interessante o grupo exposto a frutose 6% apresentou uma resposta reduzida para
fenilefrina em relacdo ao controle e reduzida para vasopressina em relagédo ao grupo
NaCl 4%/Frutose 6%. Dados literarios mostram uma forte correlagcdo entre o
aumento no consumo de frutose (60%) e aumento na absorcéo de sal no jejuno e no
tubulo renal, e indicam que o transportador de frutose (GLUTS5) e o transportador de
anion, estdo envolvidos neste processo (SINGH et al., 2008; SOLEIMANI;
ALBORZI, 2011). Sendo assim, o0 aumento na absorcdo de sddio, por acdo da
frutose, pode levar a sobrecarga de sodio e refletir na presséo arterial. A frutose
pode impedir a manutencdo do equilibrio osmoético por aumentar a reabsorcdo de
sbédio no tubulo proximal, e consequentemente contribuindo para a elevacdo da
pressédo arterial. Aléem disso, resposta hipotensora induzida pela bradicinina foi mais
intensa na dose de 60 nmol/kg para o grupo NaCl 4%/Frutose 6%. A bradicinina
assim como a acetilcolina leva a um aumento na producdo de substancias
vasodilatadoras como o NO pelas células endoteliais, via ativacdo da NOS-III, e
talvez possa ocorrer um aumento na produgdo de NO o0 que poderia explicar a
resposta sistémica mais intensa para a bradicinina.

Apesar da auséncia da elevacao da presséao arterial média (PAM) em animais

anestesiados do grupo exposto a Frutose 6%, quando a pressao arterial sistélica
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(PAS) foi acessada por plestimografia tanto a PAS como a frequéncia cardiaca
foram significativamente maiores no grupo Frutose 6% (em anexo artigo submetido).
O mesmo ocorreu com os animais do grupo NaCl 4%/frutose 6% quando comparada
com a pressao arterial e frequéncia cardiaca dos ratos que consumiram somente
ragéo padrao. O aumento observado pode ser em decorréncia do estresse imposto
pela contengdo do animal ou mesmo por comprometimento do controle da
resisténcia vascular, pois em ratos com dieta frutose (60%) com a atividade
simpatica blogueada (simpatectomia quimica) ndo ocorre o desenvolvimento da
hipertensdo (VERMA et al., 1999), sugerindo que a atividade simpéatica pode estar
envolvida no desenvolvimento da hipertensdo em ratos frutose (60%). Sugere-se
gue o uso de um bloqueador B-adrenérgico como o propranolol, por exemplo, o
aumento na frequéncia cardiaca observado é atenuado (SCHWARZ et al., 1992).

Em nosso estudo ndo avaliamos a pressao arterial por telemetria, neste
procedimento os ratos ndo precisam ser contidos e 0s animais sdo mantidos em
condicbes sem nenhuma perturbacdo. Assim, qualquer variacdo na pressao arterial
nas 24 h é atribuida a variacdo sem interferéncia do observador. Por outro lado, na
mensuracao pelo método tail-cuff o rato é contido e aquecido. Essa manipulacao
impde estresse sobre os animais, levando ao aumento da atividade simpatica, e este
pode ser o estimulo para desmascarar a hipertensdo, em decorréncia de estresse
fisico gerado pela contencdo do rato. Além disso, em muitos casos, a pressao
arterial periférica reflete a soma da pressdo central mais a periférica (conhecido
como “aumento periférico”), por isso a pressado sistélica periférica, como a
mensurada por tail-cuff, pode ser mais elevada que a pressdo central, como a
mensurada por telemetria, com transdutor na aorta ou carétida. Este mesmo efeito
ocorreu com a infusdo continua de angiotensina Il (5 ng/Kg/min), potente
vasoconstritor. Foi observado que a infusdo continua com All ndo causa uma
hipertenséo sustentada quando acessada por telemetria, porém causa uma resposta
hipertensora exacerbada quando os animais sdo submetidos a mensuracéo por tail-
cuff (BROWN, A. J. et al., 1981; DICKINSON; LAWRENCE, 1963; ORTIZ et al.,
2001; PELAEZ et al., 2003).

Os nossos resultados da PAS demonstram pela primeira vez que quantidades
moderadas de Frutose 6% adicionados a dieta podem elevar a presséo arterial de
ratos. Apesar de existirem poucas evidéncias da frutose causar alteragbes na
frequéncia cardiaca em estudos experimentais e na clinica (LE et al., 2012;
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ZEMANCIKOVA; TOROK, 2014), encontramos que quantidades moderadas de
frutose na dieta (6%) resultou em taquicardia e 0 mesmo ocorreu em animais que
receberam NaCl 4%/frutose 6% na dieta.

Esse novos resultados nos levaram a indagar qual seria a influéncia da dieta
modificada com NaCl 4% e Frutose 6% em outros leitos vasculares que também
participam da modulagédo da pressao arterial, como o leito renal e o leito arterial
mesenteérico.

O controle da presséao arterial requer a integracdo de mecanismos complexos
em Varios sistemas fisiologicos. E 0 aumento sustentado na presséo arterial reflete
na deficiéncia de um ou mais destes mecanismos de controle da pressao
(COFFMAN, 2011; TAKAHASHI et al.,, 2011). Os rins participam do controle da
pressdo arterial, e a habilidade de manejo de sédio pelos rins € determinante na
elevacdo da pressao arterial (COFFMAN, 2014). Em nosso modelo experimental a
dieta modificou a presséo de perfusédo vascular renal basal nos grupos tratados com
dieta NaCl 4% e NaCl 4%/Frutose 6% e todos 0s grupos apresentaram hiper-
reatividade para fenilefrina. Em modelo experimental onde os ratos sdo expostos a
dieta high-salt, os animais tendem a compensar o excesso de sodio por ingestdo de
volumes maiores de 4gua (LATTA; LEE, 1983). O maior consumo de agua leva a
expansao no volume extracelular com aumento no débito cardiaco, e ao rim cabe o
ajuste para restaurar o equilibrio de fluidos no corpo, regulando a excrecéo de sédio
e agua. Além do desajuste na hemodinamica, acredita-se que 0 CONSUMO exXcessivo
de sbédio promova alteracdes que nao estdo relacionadas ao aumento na pressao
arterial, como por exemplo, a hipertrofia cardiaca, disfuncdo endotelial, estresse
oxidativo e dano renal (FARQUHAR et al., 2015; KITIYAKARA et al., 2003; YU et
al., 1998). De acordo com este principio fica claro que alteracbes a longo prazo na
hemodinamica e na pressao arterial, ndo ocorrem sem a participacdo do rim. A
frutose, por sua vez, aléem de aumentar a absorcdo de sal pode por si s6 também
causar dano renal. Porém, vale ressaltar que até o momento os trabalhos
relacionam apenas grandes quantidades de frutose (60%) com o dano renal
(NAKAYAMA et al., 2010). Em nosso estudo quantidades moderadas de Frutose 6%
ja foram suficientes para produzir uma hiper-reatividade vascular no rim. E possivel
qgue a frutose, que chega ao rim pela urina é absorvida, mais especificamente no
segmento S3, levando a alteracdes locais como o estresse oxidativo (CIRILLO et al.,

2009). Além disso, as células renais metabolizam a frutose no rim formando seus
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metabolitos. Em alguns experimentos onde sdo utilizadas concentracdes supra-
fisiologicas de frutose as respostas metabdlicas sdo mais robustas, porém, em
carater de magnitude sdo similares as respostas observadas quando sdo utilizadas
doses moderadas de frutose, como por exemplo, 6% (CIRILLO et al., 2009). Como a
pressao arterial € modulada a longo prazo pelos rins, € de se supor que alteracdes
na funcionalidade renal possam refletir diretamente na presséo arterial. Apesar de
nao nos aprofundarmos nos danos renais podemos sugerir que o consumo de NaCl
4% e NaCl 4% associado a Frutose 6% causam alteracdes na funcdo/morfologia
renal que culminaram com a elevacdo da pressao de perfusdo renal e este efeito
pode refletir no aumento da presséo arterial observada no grupo que foi exposto a
dieta NaCl 4%/Frutose 6%.

Juntamente com o rim, o leito vascular mesentérico (LVM) produz resisténcia
vascular para desenvolver pressao sanguinea e regular o fluxo de sangue para os
tecidos, tendo participacdo importante na manutencéo da presséo arterial sistémica.
A pressao de perfusdo basal no leito mesentérico ndo foi diferente entre os grupos.
Entretanto, a exposi¢cdo continua a dietas Frutose 6%, ou NaCl 4%/Frutose 6%,
tornou o LVM hipo-reativo tanto para fenilefrina como para a vasopressina. A
regulacdo da pressao arterial, quando elevada, acontece com a reducdo da
resisténcia vascular periférica em combinacdo com a reducdo do débito cardiaco
e/ou reducao do volume extracelular. O leito vascular mesentérico é rico em artérias
de resisténcia, portanto a circulagdo mesentérica possui papel importante na
manutencdo da pressao arterial sisttmica (MULVANY; AALKJAER, 1990). A
preservacdo da funcionalidade do endotélio vascular no LVM é fundamental para o
relaxamento. O LVM quando perfundido com agonista aj-adrenérgico induz uma
contracdo sustentada que decresce ao longo de 180 min. Porém quando o endotélio
vascular é removido a contracdo permanece ao longo dos 180 min, sugerindo que o
endotélio desempenha um papel importante na inibicdo da contracdo induzida
através da liberacdo de fatores relaxantes derivados do endotélio (JIN et al., 2011).
A regulacado do ténus vascular pelo LVM é mantida principalmente pela liberacdo do
EDHF, que esta envolvido com a ativagdo de canais de K*. Em pequenas artérias de
resisténcia o EDHF é considerado o maior participante na resposta para substancias
vasoativas (MULVANY; AALKJAER, 1990; SCOTLAND et al., 2001; SHIMOKAWA
et al., 1996). Embora n&do tenhamos nos aprofundado nos mecanismos responsaveis

pela hipo-reatividade do LVM, é possivel especular que alteracdes na producao e
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liberacdo de fatores relaxantes derivados de endotélio no LVM, possam
comprometer a reatividade vascular do leito mesentérico.

Estudos biolégicos com animais sao desenvolvidos para o entendimento das
alteracdes na pressao arterial. S&o utilizados varios leitos vasculares como o renal,
mesentérico, e artérias de resisténcia. Embora a artéria aorta ndo participe
efetivamente do controle da presséo arterial, 0 estudo neste vaso contribui para a
compressdo dos mecanismos celulares envolvidos nas patologias.

Para entender melhor as implicacdes destes resultados prosseguimos nosso
trabalho investigando o efeito das diferentes dietas na reatividade vascular em
preparacdes de aorta isolada de rato.

Em nossos experimentos observamos que da mesma forma que no LVM, os
anéis de aorta de ratos do grupo Frutose 6% apresentaram hipo-reatividade para
fenilefrina, um agonista a1-adrenérgico. Alguns fatores podem estar envolvidos na
reducdo da resposta contréatil para fenilefrina em aorta de ratos do grupo Frutose
6%. Os ratos expostos a Frutose 6% apresentaram aumento na pressao arterial,
portanto a resposta reduzida para fenilefrina, embora a principio surpreendente e
inesperada, pode ocorrer por alteracdes funcionais compensatdrias em resposta a
mudancas na hemodinamica. De forma bastante interessante, com a remogé&o do
endotélio vascular a hipo-reatividade ndo foi mais observada (ver Figuras 16A e
16B), sugerindo que em vasos de animais do grupo Frutose 6%, mediadores
liberados pelo endotélio modularam negativamente a resposta contratil a fenilefrina,
de forma mais intensa do que a ja descrita e bem conhecida acdo que fatores
relaxantes derivados do endotélio (ex. NO, PGI,) exercem se contrapondo a eventos
vasoconstritores (ex. tbnus simpéatico).

Em um primeiro momento poderiamos pensar que a contratilidade reduzida
para fenilefrina seria uma resposta benéfica para o vaso. Entretanto, quando
avaliamos a resposta da aorta para a acetilcolina (ACh), um agonista de receptores
muscarinicos M3 (acoplado a proteina Gqg) nas células endoteliais, muito utilizado
experimentalmente para avaliar a fungéo endotelial e o relaxamento dependente de
endotélio, mostrou-se menos potente para induzir relaxamento nas aortas do grupo
Frutose 6% (ver Figura 15A). Por outro lado, o oposto foi observado quando
utilizamos o nitroprussiato de sodio (SNP), um doador de NO, que teve seu efeito
potencializado nas aortas do grupo Frutose 6% na presenca do endotélio.
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A estimulacdo do endotélio vascular pela ACh em condic¢es fisiolégicas ativa
a enzima NOS-IIl a produzir o NO que promove suas ac¢des nas células do musculo
liso vascular, porém quando o endotélio é exposto a fatores de risco como, por
exemplo, tabagismo, consumo excessivo de alcool, etc, o endotélio tenta manter a
producdo de NO para a protecdo do endotélio. Entretanto, quando os fatores de
risco permanecem, o endotélio passa a produzir o &nion superdéxido que reage com
o NO e forma o peroxinitrito reduzindo a protecédo vascular. Neste caso reduzindo a
relaxamento induzido pela ACh. Em nosso estudo evidenciamos uma resposta
reduzida para a ACh no grupo Frutose 6% e quando observamos a resposta
potencializada pelo nitroprussiato de sédio, que € um doador de NO, podemos
entender que o NO produzido ndo esta sendo utilizado para a ativacdo da GCs, essa
via menos ativa pode estar mais expressa, 0 que justificaria a potencializacdo da
resposta ao SNP/NO.

Nossos resultados evidenciam que as alteracbes mais interessantes
acontecem com 0s ratos expostos a dieta Frutose 6%. Com esse tratamento os ratos
ficaram hipertensos e apresentaram hipo-reatividade para fenilefrina e ACh,
sugerindo contribuicdo do endotélio vascular nestas respostas. Considerando as
alteracbes anteriormente descritas o nosso estudo foi continuado apenas com o
grupo Frutose 6%. Mais uma vez reforcando a participacdo do endotélio vascular,
verificamos hipo-reatividade dos anéis de aorta do grupo Frutose 6%, tanto para
angiotensina I, como para angiotensina Il. Do mesmo modo com a remocdo do
endotélio vascular a resposta contratil do grupo Frutose 6% se equiparou a resposta
obtida no grupo controle. Nossos resultados sugerem que o endotélio vascular da
artéria aorta do grupo Frutose 6% apresenta uma producdo maior de NO, e que
possa ser o efetor da hipo-reatividade encontrada. Além disso, a artéria cardtida com
endotélio funcional dos animais expostos a dieta frutose 6% também foi hipo-reativa
tanto para fenilefrina como para a angiotensina Il. A artéria carétida, e a aorta sao
artérias elasticas e possuem uma produgdo basal de éxido nitrico maior que nos
vasos musculares como a artéria femoral e mesentérica (LELOUP et al., 2015). Até
0 momento Nossos resultados sugerem que em artéria aorta de animais expostos a
dieta frutose 6% possa ocorrer uma producdo basal maior de NO, e que este
aumento na producédo basal de NO possa atenuar a contragéo induzida pela adi¢ao
de fenilefrina.
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Neste momento lembramos que a hipotese principal do nosso trabalho seria
de que a associacado de NaCl 4% com Frutose 6% a dieta de ratos por 6 semanas
elevaria a pressado arterial, o que foi observado. Entretanto, no decorrer do nosso
estudo os resultados obtidos nos indicaram que a Frutose 6% sozinha também foi
capaz de elevar a pressdo arterial e a frequéncia cardiaca, e que seu consumo
isoladamente, também tem consequéncias sobre a biologia vascular.

A participacdo do NO na hipo-reatividade para a fenilefrina em aorta de
animais do grupo exposto a dieta com Frutose 6% foi investigada com o uso de
drogas que inibem a sintese ou que removem o NO do ambiente celular, como o L-
NAME (um inibidor ndo seletivo das isoformas de NOS), e o ODQ (inibidor da
guanilato ciclase soluvel), foram capazes de restaurar a contracdo induzida pela
fenilefrina no grupo Frutose 6%. O aumento na resposta contratil induzida pela
fenilefrina em anéis de aorta com endotélio na presenca do L-NAME tornou-se
semelhante a obtida em anéis de aorta sem endotélio vascular, 0 que sugeriu a
participacdo da via NO/GCs na hipo-reatividade.

A NOS-Il é induzida por estimulos imunoldgicos, e apesar de todas as
isoformas de NOS precisarem de Ca*'/calmodlina para serem ativadas, a NOS-I|
possui alta afinidade pela calmodulina e permanece ligada a ela, mesmo em baixas
concentracdes de célcio o que Ihe confere alta atividade catalitica. Sendo assim a
NOS-II produz uma grande quantidade de NO de maneira continua, até que o0s
substratos se tornem limitados (GROSS; WOLIN, 1995). Nestas circunstancias o NO
produzido pode causar dano tecidual e até morte celular. A hipotensdo que ocorre
durante a sepse induzida por lipopolissacarideo esta associada a inducao NOS-II, e
0 bloqueio da NOS-II pelo 1400W nessas condi¢gdes reverteu a hipotensao (WRAY
et al., 1998) e aumentou a resisténcia periférica e o débito cardiaco em estudos pré-
clinicos (CHENG et al., 2003). Tendo em vista estudos que demonstraram que a
perfusdo de coracéo de ratos saudaveis por 2 h com uma solugéo nutritiva acrescida
de glicose (33,3 mmol/L) aumentou a expressdo de mRNA da NOS-II, elevando a
producdo de 6xido nitrico e superéxido, e induzindo apoptose das células cardiacas
(CERIELLO et al., 2002), investigamos se em nosso trabalho se a hiporreatividade
observada poderia ocorrer por aumento na producdo de NO por ativacdo da NOS-II.
Para isso usamos o 1400W, um inibidor seletivo da NOS-Il (GARVEY et al., 1997).
Entretanto, em nosso estudo a adicdo do 1400W ndo modificou a resposta contratil

induzida pela fenilefrina no grupo Frutose 6%, e nem no grupo controle, indicando
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gue em nosso estudo, a0 menos em vaso como a aorta, a NOS-Il ndo participa da
hipo-reatividade para fenilefrina.

Com esses resultados tornou-se interessante avaliar se o uso de um
sequestrador de NO poderia reverter a hipo-reatividade encontrada. Os PTIOs séo
compostos que reagem com o NO para formar nitratos e nitritos, e sdo considerados
monitores de NO, ou seja, a formacao de nitrato e nitrito indica a presenca do NO
(AKAIKE et al., 1993; HOGG et al., 1995; JOSEPH et al., 1993). O PTIO ou C-PTIO
(andlogo do PTIO solavel em agua) € oxidado pelo NO. Na presenca do C-PTIO a
contragdo induzida pela fenilefrina foi mais potente em aorta de rato exposto a
Frutose 6%, indicando que o C-PTIO reagiu com o NO produzido. Com esse bloco
de resultados podemos sugerir que ocorre aumento na producdo de NO, ou de seus
metabdlitos, produzidos em aorta de ratos tratados com dieta Frutose 6% e que
provavelmente ndo séo provenientes da ativacdo da NOS-Il, mas sim da NOS-III.
Nossos resultados indicam que a reducdo na reatividade vascular a constritores
depende da producao do NO.

Além do NO, os metabdlitos do acido araquidénico como a prostaciclina
(PGIl,) e tromboxano A, (TXA;) tém papel essencial na manutencdo da homeostasia
vascular. A PGI, e 0 TXA; sédo produtos do metabolismo do acido araquidénico pela
acao da ciclooxigenase (COX). S&o conhecidas duas isoformas de COX, a COX-1,
gue é expressa constitutivamente na maioria das células, e a COX-2, que € induzida
por estimulos inflamatérios como endotoxinas bacterianas e citocinas.

Em nosso estudo observamos que tanto a adicdo da indometacina como do
ibuprofeno (dois inibidores néao seletivos da enzima COX) ndo modificou a resposta
contratil para a fenilefrina no grupo tratado com Frutose 6%. Entretanto, para nossa
surpresa, verificamos que a presenca da indometacina reduziu a resposta contratil
do grupo controle. Esse mesmo padrdo de resposta para indometacina no grupo
controle foi encontrado por Silva R.B. (2013), na Tese que tem como Titulo “A
resposta contratil induzida pela fenilefrina € modulada pelo perdoxido de hidrogénio
em aorta de ratos hipertensos renais”. Esse grupo de estudo sugeriu que no controle
a COX endotelial quando néo inibida deva contribuir com a producdo de um fator
contratil e que esse fator € perdido apds sua inibicdo ou que a COX apoés sua
inibicdo contribua para potencializagdo na producdo de um fator relaxante. Apesar
de o nosso modelo experimental diferir do modelo do grupo de estudo mencionada

acima, nossos resultados com a incubacdo da indometacina em aorta no grupo
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controle foram semelhantes. Entretanto trabalhos recentes mostram que a exposi¢céo
continua dos vasos ao aumento da pressdo arterial como acontece, por exemplo,
em animais espontaneamente hipertensos (SHR), torna esse vaso hipo-reativo
quando exposto a agonistas a;-adrenérgicos (ZHAO et al., 2015), esses receptores
sdo alvo para adrenalina e noradrenalina, mediadores enddgenos do sistema
nervoso simpético. Os autores sugerem a existéncia de um “crosstalk” entre
receptores aj-adrenérgicos e receptores TP (receptores para tromboxano A;) uma
vez que observaram que a contracdo induzida pela PGE; foi reduzida quando a
aorta foi pré-contraida pela fenilefrina, em animais SHR, mas ndo em animais
normotensos. A ativacdo de receptor aj-adrenérgicos causou dessensibilizacdo de
receptores prostanoides (TP), em aorta de animais SHR e que provavelmente seja
em decorréncia a uma super expressdo da PKC e da [B-arrestina 2, e que este
mecanismo possa ser de protecdo dos vasos em animais espontaneamente
hipertensos. Entretanto, mais estudos s&o necessérios para avaliarmos este
resultado interessante.

Estudando a participacdo do calcio na contracdo induzida pela fenilefrina
encontramos que a hipo-reatividade em anéis de aorta do grupo Frutose 6%
permaneceu na auséncia de calcio do meio extracelular, porém somente na
presenca de endotélio vascular. Mais uma vez nos indicando uma participacao do
endotélio vascular. O influxo de calcio participa da contracdo do musculo liso
vascular. O aumento de calcio no meio intracelular € finamente controlado para
atender a necessidade do musculo liso vascular. Entretanto, o célcio ndo ativa
diretamente as proteinas do musculo liso vascular. O aumento nas concentracdes
de calcio intracelulares resulta em maior ligacdo deste a calmodulina. O calcio ligado
a calmodulina forma um complexo que ativa a cinase da cadeia leve da miosina
(MLCK), que por sua vez fosforila a cadeia leve da miosina (MLC) possibilitando a
interacdo molecular entre os filamentos de actina e miosina, promovendo a
contracdo do musculo liso vascular (BOLTON, 1979; TAKUWA, 1996). O aumento
nos niveis de calcio livre no citosol pode ocorrer por entrada de calcio através da
abertura de canais de calcio localizados na membrana apés despolarizacdo, ou
estimulacdo por agonistas. A liberacéo de calcio dos estoques intracelulares (reticulo
sarcoplasmatico) € uma maneira secundaria de aumentar as concentracfes de
calcio livre no citosol, e pode ser desencadeada pela ativagdo de canais conhecidos
como receptores rianodina (RyR) (ZUCCHI; RONCA-TESTONI, 1997), ou pela
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ligacdo do IP3 aos seus receptores (FERRIS; SNYDER, 1992), abrindo os canais e
permitindo a liberag&o do calcio.

Em nossos resultados na auséncia da influéncia do endotélio funcional essa
via se apresentou mais sensivel em aorta de rato Frutose 6%. A cafeina em meio
livre de cdlcio, induziu uma contracdo transitéria pequena que € atribuida a liberacéo
de célcio dos estoques intracelulares do reticulo sarcoplasmatico (SATO et al., 1988;
WATANABE, C. et al.,, 1992). Entretanto, a remocdo do endotélio aumentou
significativamente a resposta contratil induzida pela cafeina em aorta de rato
expostos a dieta frutose 6%. O mesmo ocorreu com a adicdo da angiotensina II.
Mais uma vez nossos resultados demonstram participacdo do endotélio na resposta
contratil. O endotélio modulando negativamente a contracéo induzida pela fenilefrina
e na auséncia de endotélio ocorrendo aumento da resposta contratil.

Nossos resultados demonstraram que as aortas do grupo Frutose 6% foram
mais sensiveis a adicdo cumulativa de CaCl, na presenca de endotélio, sugerindo
uma possivel alteracdo na entrada de calcio do meio extracelular.

O relaxamento do musculo liso ocorre com a remocéo do estimulo contratil ou
por acdo direta de substancias que inibam o estimulo do mecanismo contratil. Porém
seja qual for o mecanismo envolvido, o relaxamento requer a redugdo na
concentracdo de Ca®" no meio intracelular e o aumento na atividade da fosfatase da
cadeia leve da miosina (MLCP) (SOMLYO et al., 1999). Dentro das células o calcio é
armazenado no reticulo sarcoplasmatico (RS) (GABELLA, 1971;1984). A funcdo do
RS é contribuir com a homeostasia de céalcio e manter os niveis de célcio intracelular
baixos via ativacdo da Ca*-ATPase (SERCA). A SERCA é responsavel por
transportar o Ca®* para dentro do RS, sendo que existem trés subtipos de SERCA
classificados como 1, 2 e 3. Apesar dos vasos apresentarem 0s subtipos 2 e 3, a
SERCA2 parece ser expressa em maior quantidade/densidade nos mesmos
(CARAFOLI, 1987). Em nosso estudo ndo observamos alteragdes na expressao
e/ou atividade da SERCA2 que possam comprometer o fluxo de célcio do citosol
para o reticulo sarcoplasmatico, mesmo quando as aortas foram estimuladas com
fenilefrina.

Ligantes como a fenilefrina, angiotensina Il e noradrenalina estimulam
receptores de membrana acoplados a proteina Gy e Ggi213, @ qual estimula a
atividade da fosfolipase C (FUKATA et al., 2001). Esta enzima promove a formacao

de dois segundos mensageiros, 0 IP3 e o DAG. A ligacéo do IP3 ao seu receptor no
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reticulo sarcoplasmatico resulta em liberagédo de célcio para o citosol. Além disso, o
calcio junto com DAG ativa a proteina cinase C (PKC), que fosforila proteinas
especificas (KARAKI, 2004; KARAKI et al., 1997, MCFADZEAN; GIBSON, 2002). O
estado de fosforilacdo da MLC é regulado pela fosfatase da MLC (MLCP) e pela
MLCK (FUKATA et al., 2001; RIDLEY, 1996; SOMLYO et al.,, 1999). A MLCP
defosforila a MLC, inibindo a contragdo. A inibicdo da atividade da MLCP permite
que a MLC continue fosforilada mantendo a contracdo. As proteinas G de baixo
peso molecular RhoA e seu alvo Rho-cinase (ROCK) possuem papel importante na
regulacdo da atividade da MLCP (SEASHOLTZ et al., 1999). A ROCK fosforila a
subunidade da MLCP (especificamente a subunidade 1 da miosina fosfatase, MYPT-
1), inibindo sua atividade, assim mantendo o estado de fosforilacdo da MLC
(CHITALEY et al., 2001; UEHATA et al., 1997). Além disso, a All pode ativar a RhoA
gue em seu estado inativado liga se ao GDP. A All quando liga-se ao receptor AT1
acoplado a uma proteina G513, ativa o fator de troca (GEF), que facilita a troca do
GDP por GTP. A RhoA ligada ao GTP migra para a membrana plasmatica e ativa a
ROCK, que fosforila a MYPT-1, aumentando a sensibilizacdo ao Ca**. Alteracdes na
atividade da via RhoA/ROCK podem contribuir para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, como a hipertensao (WIRTH, 2010). Considerando-se que esta via
RhoA/ROCK estd mais ativa em modelos de hipertensao, avaliamos o efeito de
inibidores desta via. O inibidor farmacolégico da ROCK Y-27632, blogueia sua
atividade por competir com o ATP em seu sitio de ligagdo na ROCK. Na
concentragdo usada em nosso estudo, 0 mesmo ndo modificou a resposta contratil
induzida pela fenilefrina no grupo Frutose 6%, porém reduziu significativamente a
resposta no grupo controle. Provavelmente esse efeito demonstra uma menor
atividade desta via em ratos Frutose 6%, sendo necesséarias concentragdes maiores
para inibir a contragdo no grupo Frutose 6%. Porém, vale ressaltar que a
contratilidade da aorta neste grupo é menor que no grupo controle e esses
experimentos foram feitos em aorta com endotélio funcional. O relaxamento obtido
com a adicdo do composto Y-27632 mostrou-se ser mais potente no grupo Frutose
6%, na presenca de endotélio. A avaliagédo da atividade da via RhoA/ROCK em aorta
de rato Frutose 6% n&o mostrou alteracdo na expressao e/ou atividade da RhoA.
Entretanto, a expressao e/ou atividade da ROCK | mostrou-se reduzida na aorta do
grupo Frutose 6%. Esses resultados sugerem que hd uma menor ativacdo da via
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RhoA/ROCK, o que pode contribuir para a hipo-reatividade observada nas
preparacdes de aorta do grupo Frutose 6%.

Um mecanismo importante na limitacdo do influxo de calcio para o meio
intracelular é a ativacdo de canais de potassio por meio de hiperpolarizacdo da
membrana das células do musculo liso vascular, favorecendo o relaxamento
(NELSON; QUAYLE, 1995). Por isso investigamos se a hipo-reatividade encontrada
em aorta de ratos Frutose 6% poderia envolver a ativagdo de canais de K.
Observamos que tanto o TEA, bloqueador inespecifico de canais de K*, como a 4-
AP, um bloqueador seletivo de canais K,, modificaram a hipo-reatividade encontrada
na aorta do grupo Frutose 6%. A resposta contratil induzida pela fenilefrina na
presenca destes bloqueadores foi semelhante a resposta encontrada no grupo
controle, no qual a presenca do TEA ou da 4-AP ndo modificou a resposta contratil
para a fenilefrina. A glibenclamida, um bloqueador de canais Karp, € a IbTx, um
bloqueador de canais BKc, ndo modificaram a resposta maxima, porém
potencializaram o efeito contratil induzido pela fenilefrina em aorta de ratos expostos
a dieta Frutose 6%. Nossos resultados sugerem que a hipo-reatividade encontrada
em aorta do grupo Frutose 6% parece envolver a ativacdo dos canais de K7,
principalmente dos K,. Canais de potassio podem ser ativados por mediadores como
0 NO, bem como por EROs e a ERNs. Por exemplo, o ONOO" ativa os canais de
potassio na membrana do musculo liso vascular levando a vasodilatacdo (ARCHER
et al.,, 1994; BRAYDEN et al., 1991; ONOUE; KATUSIC, 1997). Li e colaboradores
mostraram que em aorta isolada o relaxamento induzido pelo ONOO™ foi inibido na
presenca do TEA, mas nao pela glibenclamida (LI, J. et al., 2005), indicando que 0s
canais de K" podem ser ativados por ERNSs.

E descrito na literatura que em modelo animal de hipertensao arterial, assim
como em humanos hipertensos existe uma forte relacdo entre o estresse oxidativo
vascular e a hipertensdo que envolve a formacéo de O, (MUNZEL et al., 2005;
PARAVICINI; TOUYZ, 2008). O tecido cardiaco e o vascular sdo fontes de EROs,
incluindo o O,” H,O, e NO. Todos os tipos de células nas paredes dos vasos
produzem e séo reguladas por EROs (GRIENDLING et al., 2000; SUZUKI, Y. J.;
FORD, 1999).

Em condicdes fisiologicas a dismutacdo do O, pela enzima SOD ocorre de
maneira em que a concentracdo de NO e sua biodisponibilidade sejam mantidas.

Entretanto, alteracdes na velocidade da reacéo entre NO e O,~ ou na producao de
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NO, pode favorecer a formacdo do ONOO’, reducdo na expressao da NOS, ou a
falta de cofatores para a NOS-III (CRIMI et al., 2007).

Por isso, passamos a avaliar se as EROs poderiam contribuir de alguma
maneira para a hipo-reatividade observada em aortas do grupo Frutose 6%. Na
presenca de um inibidor seletivo da enzima NADPH oxidase (apocinina) observamos
que a resposta contrétil induzida pela fenilefrina foi restaurada no grupo tratado com
Frutose 6%, mas ndo no grupo controle, sugerindo uma possivel participacdo desta
enzima e de seu produto na modulacdo da resposta vascular a fenilefrina na aorta
do grupo tratado com Frutose 6%, uma vez que o sequestro do O, restabeleceu a
contracéo induzida pela fenilefrina nesses vasos.

A enzima SOD é responsavel pela catalise de O, a H,0,. A adicdo da SOD
nao alterou a resposta contrétil induzida pela fenilefrina no grupo Frutose 6% ou no
grupo controle. A SOD é uma metaloenzima que catalisa a dismutacdo do O~
protegendo as células do dano oxidativo, mas que possui meia vida curta e
praticamente ndao permeia as membranas celulares (RILEY, 2000). Em razdo dessas
caracteristicas, pequenas moléculas capazes de mimetizar a atividade da SOD tém
sido desenvolvidas (AFONSO et al., 2007; SAFAVI et al., 2010). O tempol, uma
dessas moléculas, € um mimético da atividade da SOD que permeia a membrana
celular (AUGUSTO et al., 2008; SAMAI et al., 2007). Nossos resultados mostraram
que o tempol modificou a resposta maxima contratil induzida pela fenilefrina no
grupo Frutose 6%, e como a apocinina, ndo alterou a resposta contratil no grupo
controle. Nossos resultados indicam que nestas condi¢cdes o tempol, por dismutar o
O,", contribuiu para a restauracdo da resposta contratil induzida pela fenilefrina.
Com base em nossos resultados é possivel pressupor que a dieta com Frutose 6%
contribua para o distarbio no sistema redox e que o O,  formado em excesso
contribua para a a hipo-contratilidade a fenilefrina em vasos de animais expostos a
Frutose 6%. O O," é dismutado pela SOD formando H,O,, que ao contrario do O,"
nao possui carga e é relativamente estavel. Por essa razdo o H,O, difunde-se
facilmente para dentro das células (TOUYZ; BRIONES, 2011). O aumento na
producdo de H,O, leva a alteracBes na sintese de ATP, desregula o Ca** celular
além de predispor a morte celular (DELANO et al., 2006). A enzima catalase
promove a degradacdo de H,O, em &gua e oxigénio. Ao longo do estudo
hipotetizamos que a atividade da catalase poderia estar reduzida na aorta do grupo

Frutose 6%. Porém a remocédo de H,O, pela Peg-catalase (a catalase conjugada
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permeia a membrana celular além de aumentar sua meia vida (BECKMAN et al.,
1988)) ndo foi capaz de modificar a resposta contrétil para fenilefrina no grupo
Frutose 6% e nem no grupo controle. O que significa que provavelmente os niveis
de H,0O, ndo estdo aumentados em aorta de ratos com tratamento de Frutose 6%.

Esse conjunto de dados obtidos em aorta de rato expostos a Frutose 6% nos
sugere um desequilibrio na producdo das EROs, uma vez que o inibidor da NADPH
oxidase e o sequestrador de O, conseguiram reverter a hipo-reatividade encontrada
em aorta de ratos Frutose 6%. Em situacdes de aumento na producdo de EROs os
organismos Vivos possuem as defesas antioxidantes, que sao substancias presentes
em baixas concentracdes em relacdo a um substrato oxidavel, retardando ou
impedindo a oxidacdo do substrato. As defesas antioxidantes compreendem acdes
enzimaticas e ndo enzimaticas. As principais enzimas antioxidantes vasculares sao
a SOD, a catalase e a glutationa peroxidase (GONGORA et al., 2006; SINDHU et
al., 2005).

A SOD é produzida e secretada pelas células do musculo liso vascular e liga-
se a glicosaminoglicanos na matriz extracelular vascular na superficie das células
endoteliais (WASSMANN et al., 2004), é a principal enzima envolvida na eliminacao
do O," convertendo-o em H,0O,. A glutationa peroxidase reduz H,O, e perdxidos
lipidicos em a&gua e em seus alcoois equivalentes, esses produtos sédo altamente
citotoxicos, e por sua vez oxidam a glutationa em glutationa dissulfeto. O sistema
glutationa é importante quando os niveis de estresse oxidativo sdo baixos. Em nosso
estudo tanto os niveis da SOD como os da glutationa estédo reduzidos em aorta do
grupo Frutose 6%. A catalase é um antioxidante intracelular, que catalisa a reacéo
do H,O, em agua e oxigénio molecular, sendo efetiva em niveis elevados de
estresse oxidativo, protegendo as células do H,O,. A catalase é importante em
casos onde os niveis de glutationa estdo limitados ou a atividade da glutationa
peroxidase esta reduzida (CAI, 2005). Em nosso estudo nédo observamos alteracbes
nos niveis da catalase. O que indica que o aumento na producdo de EROs
observada na aorta do grupo tratado com Frutose 6% provavelmente ndo é
proveniente do H,O,, uma vez que a adi¢cdo da catalase ndo modificou a contracao
induzida pela fenilefrina e os niveis da enzima CAT néo estéo alterados.

Existem evidéncias que demonstram que o estresse oxidativo esta presente
em humanos hipertensos (FORTUNO et al., 2004), essas evidéncias sado baseadas

em niveis plasmaticos elevados de biomarcadores do estresse oxidativo como, por
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exemplo, a peroxidacéo lipidica (WARD et al., 2004). A oxidacdo de componentes
celulares como proteinas, lipideos e acidos graxos poliinsaturados presentes nas
membranas celulares e nas lipoproteinas pelas EROs inicia um processo conhecido
com peroxidacao lipidica ou lipoperoxidacdo (LOOH) (GILLE; SIGLER, 1995). Este
processo leva a destruicdo das membranas celulares, comprometendo sua estrutura
e as trocas metabdlicas podendo levar & morte celular (BENZIE, 1996). A
peroxidacao lipidica ocorre quando um oxigénio molecular se incorpora a um acido
graxo poliinsaturado para produzir um LOOH, essa reacdo pode ser desencadeada
via COX ou ter a participacdo das EROs ou ERNs (AL-MEHDI et al., 1993; PORTER
et al., 1995). Além disso, a decomposicdo do ONOO' forma radical hidroxila e radical
diéxido de nitrogénio, ambos participam do processo de peroxidacdo lipidica
(BARTESAGHI et al., 2006; RADI et al., 1991). Em nosso estudo observamos niveis
elevados de LOOH em aorta de rato Frutose 6%, todo este processo culmina com
alteracdes celulares estruturais. Esse resultado nos indica que o tratamento com a
Frutose 6% pode ser responsavel por alteracdes funcionas da aorta, uma vez que
peroxidacao lipidica é responsavel por danos na estrutura das celulares. Além disso,
a decomposicdo do ONOO™ gera a formacéo de nitrito (NO;) e nitrato (NO3) e
ambos reagem com lipideos levando a peroxidacdo lipidica (CARBALLAL et al.,
2003; QUIJANO et al.,, 1997), o que nos permite sugerir que em aorta de rato
exposto a Frutose 6%, pode haver aumento da peroxidacéo lipidica, pois 0s niveis
de LOOH se encontraram elevados.

Tendo em vista os efeitos dos agentes sequestradores de O, na resposta
contratil da aorta podemos sugerir que exista um aumento nos niveis de EROs
produzidos pelo complexo enzimatico NADPH oxidase, e que a principal espécie
reativa envolvida possa ser o ONOQO’, uma vez que o agente sequestrador de O, 0
tempol, produziu efeito sobre a hipo-reatividade da aorta e os niveis da enzima
catalase ndo estdo modificados. O O," que pode ser produzido em excesso €
liberado e ndo é totalmente dismutado pela SOD, uma vez que 0s niveis desta
enzima estao reduzidos em aorta de ratos Frutose 6%. Nessas condicbes o Oy~
complexa com o NO e forma o ONOO’, que mesmo possuindo uma vida
relativamente curta, possui habilidade em permear as membranas, e isso implica
gue depois de formado o ONOO™ pode influenciar as células que estdo ao seu redor
(DENICOLA et al.,, 1998; MARLA et al., 1997). Além disso, o0 relaxamento

observado em aorta de rato pode ser pela acdo do ONOO' via ativacao de canais de
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K" cujo efeito foi bloqueado pelo TEA, um blogueador ndo especifico de canais de
K" (LI, J. et al., 2005). O mesmo efeito pode ser evidenciado em nossos
experimentos, onde o blogueio dos canais de K* com o TEA e o 4-AP restauraram a
contracao induzida pela fenilefrina em aorta do grupo Frutose 6%. Além de participar
da ativacdo de canais de K*, 0 ONOO™ em pequenas concentragdes, pode estimular
a atividade da SERCA aumentando a recaptacdo de Ca®* para o reticulo
sarcoplasmatico, e ativar diretamente a MLCP reduzindo a resposta contrétil (LI, J. et
al., 2005). Apesar de ndo termos observado alteracdes nos niveis da SERCA, uma
investigacdo mais aprofundada devera ser feita, uma vez que esse efeito pode ser
mediado também pela GSH, que se liga a SERCA ativando-a (COHEN; ADACHI,
2006). Foi demonstrado também que o ONOO™ desencadeia relaxamento por
aumentar os niveis intracelulares de GMPc, uma vez que na presenca do ODQ o
relaxamento € anulado e por ativar a fosfatase da cadeia leve da miosina,
produzindo relaxamento (LI, J. et al., 2005). O ONOO" também promove a oxidagao
do BH,4 que é um cofator essencial para a funcionalidade da NOS. Baixos niveis de
BH, podem gerar um ciclo de sua propria destruicdo, que é mediado pela formacéo
de peroxinitrito pela propria NOS levando ao desacoplamento da NOS, mecanismo
responsavel por contribuir para disfuncéo endotelial, induzido pelo estresse oxidativo
(FORSTERMANN; MUNZEL, 2006; KUZKAYA et al., 2003; MILSTIEN; KATUSIC,
1999).

Nosso conjunto de resultados mostram que a associacdo de quantidades
moderadas de NaCl 4% e Frutose 6% a dieta por um periodo de 6 semanas
promoveu elevacao da pressao arterial, assim como mudancga na pressao vascular
renal, e que o consumo de Frutose 6% por si s ja é o suficiente para elevar a
pressao arterial e a frequéncia cardiaca e promover altera¢des funcionais vasculares
importantes. E necessario mais estudos para relacionar nossas descobertas em
modelo animal para os seres humanos, e para estabelecer o quanto o consumo de
frutose aumenta os riscos cardiovasculares. Por fim, limitagdes importantes no
presente estudo devem ser consideradas e questdes ainda deverao ser avaliadas: 1)
seria interessante conduzir o tempo de tratamento por mais tempo; 2) utilizar fémeas
e avaliar a prole; 3) dosagens plasmaticas e teciduais de ERNs; 4) tratar os animais
com antioxidantes. Na figura 30, temos uma representacdo esquematica dos efeitos
da dieta acrescida de frutose 6% em aorta de ratos desde o dia do desmame por

seis semanas.
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Figura 30. Esquema proposto para as principais contribuicbes do ONOO
possivelmente envolvidas na hipo-reatividade a fenilefrina em aortas de ratos tratados
com dieta Frutose 6%. Em preparacdes de aortas com endotélio vascular obtidas de ratos
expostos a 1) Frutose 6% provavelmente ocorreu aumento na producdo de EROs e de
ERNs. Um aumento na producéo de 2) O, pode resultar na sua ligacdo com o 3) NO
gerando a formag&o do 4) ONOO'. O ONOO™ além de oxidar o 5) BH,, tornando a 6) NOS-III
desacoplada que passa a produzir 2) O, ao invés de 3) NO, também ativa diretamente 7)
canais de potassio, 8) GCs e a 9) MLCP. Intensificando os mecanismos 10 ) vasodilatadores

induzidos pelo NO e inibindo 0 11) mecanismo contratil induzido pela fenilefrina.
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7. CONCLUSOES

A analise do conjunto de dados obtidos em nosso estudo com ratos expostos
desde o dia do desmame por 6 semanas a dieta acrescida de NaCl 4% ou Frutose
6% ou NaCl 4%/Frutose 6% nos permite concluir que:

1) A associacao de NaCl 4% e Frutose 6% a dieta de ratos causa aumento
na pressao arterial, e reflete na pressdo de perfusdo vascular renal, na
reatividade vascular renal e na reatividade do leito vascular mesentérico;

2) A dieta com Frutose 6% afetou a biologia vascular, que foi caracterizada
pela hipertensédo e por alteracdes na reatividade vascular;

3) Mostramos também que o endotélio vascular modulou negativamente a
contragdo induzida pela acdo da fenilefrina em aorta de rato exposto a
Frutose 6%,

4) Sendo a hipo-reatividade regulada por ativacdo da via NO/GCs;

5) A hipo-reatividade vascular em anéis de aorta do grupo tratado com
Frutose 6% parece ser pelo menos em parte, devido a uma maior
producdo de NO que reage com o anion superéxido formando ONOO'.

Como conclusdo final, respondendo a nossa hipotese inicial a dieta
ocidentalizada com niveis de sodio e frutose acima do recomendado mostrou-se
capaz de promover alteracbes na presséo arterial e nos vasos contribuindo para

aumentar os riscos cardiovasculares.
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