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RESUMO

O consumo em excesso de frutose e a maior exposicao a situacdes de estresse tém
sido considerados fatores de risco independentes que predispdem o individuo ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Nesse contexto, o eixo Ang-(1-7)/
receptor Mas, constitui um importante mecanismo enddégeno que, seja por vias
centrais ou periféricas, promove efeitos benéficos importantes, atenuando a
hipertensdo arterial, melhorando o metabolismo energético, e a resposta ao
estresse. Nesse sentido, diversos estudos tém apontado que mais especificamente
a regido hipotalamica dorsomedial (DMH) é considerada uma regido-chave das vias
centrais que medeiam as respostas cardiovasculares durante a reacdo de alarme no
estresse. Assim, o presente estudo objetivou elucidar as respostas cardiovasculares
mediadas pelo aumento agudo dos niveis centrais de angiotensina-(1-7) em
condicao fisiolégica normal e na dieta rica em frutose. Para isso, ratos Wistar (7
semanas de idade) foram submetidos a ingestdo de solucao de frutose 10% (FF) ou
agua potavel (grupo controle — CTL) por 20 semanas. Ao final do estudo, em estado
anestesiado, 0s animais receberam infusdo intracerebroventricular (icv) de
angiotensina-(1-7) (grupos A7) ou de veiculo (solucdo salina 0,9% estéril; grupos
Sal). Foram avaliados: pressdo arterial média (PAM), frequéncia cardiaca (FC),
sensibilidade do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca (BRS) e resposta
cardiovascular ao estimulo dos receptores NMDA no DMH. Diferencas estatisticas
foram analisadas utilizando o teste One-Way ANOVA, ou teste t Student pareado,
quando aplicavel. Observou-se que o aumento agudo dos niveis centrais de Ang-(1-
7) melhora a resposta bradicardica no grupo FF e a resposta taquicardica do grupo
CTL. Os grupos que receberam a infusdo icv aguda de Ang-(1-7) tiveram reducdo no
tempo para normalizacdo da PA, guando comparados aos seus respectivos grupos
controle. Além disso, a infusdo icv aguda de Ang-(1-7) parece ter contribuido para a
diminuicdo do tempo para atingir o pico de resposta da FC em resposta a diminui¢ao
da PA, no grupo CTL. A resposta pressorica e taquicardica decorrente do estimulo
dos receptores NMDA no DMH foi semelhante entre os grupos experimentais, nao
havendo efeito decorrente da ingestdo cronica de frutose. Considerando que a
variacdo da PA também reduziu no grupo CTL-sal apés a infuséo icv, a infuséo icv
aguda de Ang-(1-7) parece ndo contribuir para atenuar a resposta pressoérica no
grupo FF-A7. Estes dados sugerem que a maior disponibilidade aguda do peptideo
endoégeno Ang-(1-7) por via central promove a melhora do controle barorreflexo da
frequéncia cardiaca e ndo altera a resposta cardiovascular mediada pela
estimulacdo dos receptores NMDA no DMH. Em adicéo, a atividade dos receptores
NMDA no DMH parece nao estar alterada em ratos alimentados cronicamente com
dieta rica em frutose (10 ou 20 semanas; apéndices A e B).

Palavras-chave: Frutose; Estresse; Regido hipotalamica dorsomedial;
Angiotensina(1-7).



ABSTRACT

Excessive fructose consumption and the greater exposure to stressful situations are
considered risk factors that predispose the development of cardiovascular diseases.
In this context, the Ang- (1-7) / receptor axis, an important endogenous mechanism
that either via central or peripheral pathways, promotes important and beneficial
effects, attenuating arterial hypertension, improving energy metabolism and the
response to emotional stress. Several studies have pointed out the hypothalamic
dorsomedial region (DMH) as a key region of the central pathways that mediate the
cardiovascular responses during an alarm reaction in stress. Thus, the present study
aimed at elucidate cardiovascular responses mediated by the acute increase in
central levels of angiotensin- (1-7) in normal physiological conditions and in a
fructose-rich diet. For this, the Wistar rats (6 weeks old) were submitted to a 10%
fructose solution (FF) or drinking water (control group - CTL) for 20 weeks. At the end
of the study, in an anesthetized state, the animals receive an intracerebroventricular
infusion (icv) of angiotensin- (1-7) (groups A7) or sterile 0.9% saline (vehicle groups).
The following were reduced: mean arterial pressure (MAP), heart rate (HR),
sensitivity of heart rate control (BRS) and cardiovascular response to NMDA receptor
stimulation in DMH. Statistical differences were analyzed using the one-way ANOVA
test, or student test, when applicable. An Ang- (1-7) seems to act in order to improve
the clinical response in the FF group (0.74 £ 0.06 vs 0.46 = 0.09) in face of the
increase in BP and improve the tachycardic response in the group of control,
compared to AP (1.39 + 0.35 vs 0.99 + 0.28). Both FF groups that received an acute
ic- infusion of Ang- (1-7) reduced the BP normalization time when compared to their
CTL groups (27.0 £ 3.7 vs 75.0 £ 5.6; 66, 0 + 8.0 vs 141.7 = 12.2) In addition , an
acute infusion of Ang- (1-7) seems to have contributed to decrease the time to reach
the peak HR response in response to the BP response, in the CTL group (54.0 £ 8.1
vs 96.0 + 8.1). The pressure and chemical response resulting from the stimulation of
NMDA receptors in DMH was impaired among the groups of experiments, with no
effect resulting from chronic fructose intake. Possibly the acute icv infusion of Ang-
(1-7) was responsible for attenuating a pressure response in the FF-A7 group. These
data suggest that the acute delivery of the peptide Ang- (1-7) centrally, promotes
improvements in the baroreflex control of heart rate and that the exacerbated
response to stress observed in rats chronically fed a diet rich in fructose (10 or 20
weeks; 1 and 2) due to the change in the activity of other receptors in DMH, not in
NMDA.

Keywords: Fructose; Stress; Dorsomedial hypothalamic nucleus; Angiotensin-(1-7).
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1. INTRODUCAO

Estudos realizados em humanos e em roedores indicam que 0 aumento da
ingestao em longo prazo de frutose pode estar relacionado com o aparecimento de
diferentes alteracdes cardiovasculares e metabodlicas. Esse aumento se deve
principalmente a sua maior utilizagdo na industria alimenticia como xarope de milho
rico em frutose. (Brownell; Frieden, 2009; Tappy; L€, 2010).

Em paralelo as alteracbes na dieta alimentar, a sociedade atual tem
enfrentado cada vez mais diferentes situacdes estressoras. Nas Ultimas décadas, o
ser humano passou a exigir de si mesmo uma maior capacidade de adaptacao
fisica, mental e social, se expondo a uma frequente situacédo de conflito, ansiedade,
angustia e instabilidade emocional (Araldi-Favassa; Armiliato; Kalinine, 2005).
Atualmente, sabe-se que o estresse é um importante fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, principalmente infarto agudo do
miocardio; e que a relacdo fisiopatoldgica entre estresse e o aparecimento de
doencas cardiovasculares ainda ndo é completamente bem compreendia.
(Rosengren et al., 2004).

E sabido que o sistema renina angiotensina (SRA), por meio da atividade
exacerbada e inapropriada do eixo angiotensina (Ang) Il/ receptor AT, contribui para
o desenvolvimento e o agravamento de diferentes doencas, especialmente aquelas
relacionadas as funcdes cardiaca, vascular e renal (Bader et al.,, 2001). Por outro
lado, esta bem estabelecido que o eixo Ang-(1-7)/ receptor Mas contrabalanca
muitas das acdes da Ang Il via receptor AT, e que cronicamente, a maior atividade
deste eixo constitui um importante mecanismo fisiolégico a favor da atenuacéo da
hipertensao arterial e melhora do metabolismo energético.

Dados presentes na literatura sugerem que a infusédo intracerebroventricular
(icv) cronica de Ang-(1-7) normaliza a pressao arterial e reduz a atividade simpatica
cardiaca e melhora o metabolismo glicidico em ratos com dieta rica em frutose
(Guimaraes et al., 2014). Além disso, a microinjecdo aguda icv de Ang-(1-7) também
atenua a resposta taquicardica ao estresse emocional agudo em animais
normotensos (Martins et al., 2013), e promove efeito ansiolitico e antidepressivo em
animais transgénicos que apresentam baixa atividade do SRA cerebral (Kangussu et
al., 2013). No mesmo sentido, ratos transgénicos com aumento de ang-(1-7)
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circulante mostraram uma reduc¢ao no comportamento ansioso quando confrontados
com situacdes de estresse emocional (Kangussu et al., 2017).

Nesse contexto, torna-se relevante elucidar se a dieta rica em frutose altera a
atividade dos receptores NMDA no DMH, bem como se altera a resposta fisiologica
cardiovascular decorrente da maior disponibilidade aguda da Ang-(1-7); e se esta,
seja em condigdes controle, ou mesmo na dieta rica em frutose, € capaz de
influenciar na resposta cardiovascular mediada pela maior atividade dos receptores
NMDA no DMH.

Nossos principais achados sugerem que: I) a ingestao cronica de frutose 10%
por 20 semanas causou um prejuizo na resposta bradicardica e na resposta
taquicéardica barorreflexa (aumentando o tempo para normalizar a PA e diminuindo o
tempo para atingir o pico de queda da PA, frente a variacdes pressoéricas); Il) a ang-
(1-7) melhorou a resposta bradicardica, em ambos os grupos (CTL-A7 e FF-A7) e
taquicéardica, no grupo CTL-A7, sugerindo que a infusdo icv aguda desse peptideo
melhora a sensibilidade do controle barorreflexo da FC IIl) a ang-(1-7) contribuiu
para diminuir o tempo de resposta taquicardica em resposta a diminuicdo da PA no
grupo CTL-A7; V) a ang-(1-7) parece nao influenciar de forma significativa na
resposta pressorica do grupo alimentado com frutose em resposta ao estimulo dos
receptores NMDA no DMH.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Angiotensina-(1-7) e suas acdes sobre o sistema cardiovascular

A angiotensina-(1-7) é um dos peptideos bioativos do sistema renina
angiotensina (SRA) que, por meio de seu receptor especifico Mas, promove
diferentes acg0fes fisioldgicas, das quais muitas se opdem aquelas mediadas pela
angiotensina Il, via receptor AT;. Juntamente com o eixo Alamandina/ receptor
MrgD, o eixo Ang-(1-7)/ receptor Mas constituem o brago “protetor e vasodilatador”
desse sistema, enquanto o eixo Ang ll/ receptor AT1, junto da Ang A e da Ang llI
constituem o eixo “constritor e maléfico” (Figura 01). (Sanjuliane et al. , 2011; Villela
et al., 2014; Ocaranza et al., 2020).

Angiotensinogénio

Tonina lRenin
Catepsina G
Ang | ECA2 _ Ang-(1-9)
Qu:\gsl: < ECA, NEP
Catepsina A PEP ECA Ang-(1 -5)

T m;m—>
PEP, PCP
l D-Amp W
AT2 N\

Ang lll
Ang A \ AT1

AMP (@\ A
v N 2
Alamandina AnglvV ——>

Figura 1 - llustracdo simplificada das vias proteoliticas para a formacdo de peptideos de
angiotensina biologicamente ativos. ACE: enzima de conversdo da angiotensina; AD:
aspartato descarboxilase; Amp: aminopeptidase; Amp A: aminopeptidase A; APN: alanil
aminopeptidase N; D-Amp: ; D-Amp: dipeptidil-aminopeptidase I-1ll; IRAP: aminopeptidase
regulada pela insulina; MRGD: receptor Mas acoplado a proteina G; NEP: endopeptidase
neutra; PCP: prolil-carboxipeptidase; PEP: prolil-endopeptidase. (Adaptado de Santos e
Ferreira, 2007).
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Estudos em animais mostram que, perifericamente, a Ang-(1-7) € um potente
vasodilatador e apresenta efeito antitrombotico, anti-hipertréfico, e anti-hipertensivo
(Santos e Ferreira, 2007). O aumento agudo periférico deste peptideo atenua a
taquicardia ao estresse emocional (Martins et al., 2013), e facilita a acdo da insulina
em tecido muscular (Fu et al., 2014), enquanto o aumento crénico dos niveis
periféricos de Ang-(1-7) atenua a hipertensdo arterial, a resisténcia a insulina e o
remodelamento cardiaco em animais submetidos a dieta rica em frutose (Giani et al.,
2009; Giani et al., 2010).

No SNC, a Ang-(1-7) melhora o controle barorreflexo, observada tanto em
estudos com infuséo intracerebroventricular (icv) de forma aguda (Campagnole-
Santos et al., 1992) ou crdnica, em animais hipertensos (Guimaraes et al., 2012; Xue
at el., 2013), ou com hipertensdo arterial associada a sindrome metabdlica (SMet)
(Guimaraes et al., 2014). E consistente a observacdo do efeito anti-hipertensivo e
simpatoinibitério da Ang-(1-7) quando administrada por via icv cronicamente em
animais hipertensos ou com insuficiéncia cardiaca (Campagnole-Santos et al., 1992;
Guimaraes et al., 2012; Xue at el., 2013). De forma semelhante, a infuséo icv cronica
de Ang-(1-7) normaliza a presséo arterial e reduz a atividade simpatica cardiaca e
melhora o metabolismo glicidico em ratos alimentados com dieta rica em frutose
(Guimaraes et al., 2014). Além disso, a microinjecao aguda icv de Ang-(1-7) também
atenua a resposta taquicardica ao estresse emocional agudo em animais
normotensos (Martins et al., 2013), e promove efeito ansiolitico e antidepressivo em
animais transgénicos que apresentam baixa atividade do SRA cerebral (Kangussu et
al., 2013). No mesmo sentido, ratos transgénicos com aumento de ang-(1-7)
circulante mostraram uma redu¢do no comportamento ansioso quando confrontados
com situacfes de estresse emocional (Kangussu et al., 2017). Em paralelo, a
caréncia de receptores Mas foi apontada como responsavel pelo aumento da
ansiedade em camundongos (Walther et al., 1998), e, curiosamente, foi sugerido
gue a transducéo do sinal mediado pelo receptor AT, € alterada em camundongos
sem o Mas-proto-oncogene, apoiando um papel importante do receptor Mas nos
efeitos mediados pela Ang Il na amigdala, estrutura limbica conhecida por seu
envolvimento com a resposta ao estresse emocional (Halbach et al., 2000).

Em conjunto, estes estudos indicam que o estimulo cronico favorecendo a
maior atividade da Ang-(1-7), por via central ou periférica, promove efeitos benéficos

importantes, melhorando o metabolismo energético e atenuando a hipertensao
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arterial, além de sugerir que esse peptideo atue de forma benéfica em resposta ao

estresse emocional.

2.2. Resposta ao estresse e 0 maior risco cardiovascular

Atualmente, sabe-se que o estresse é um fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, principalmente infarto agudo do
miocardio; e que essa relacdo entre estresse e 0 aparecimento de doencas
cardiovasculares se mostra similar em homens e mulheres de diferentes idades,
sendo independente da condicao socioecondmica (Rosengren et al., 2004).

Nas ultimas décadas, o modo de vida moderno passou a exigir do ser
humano uma grande capacidade de adaptacéo fisica, mental e social, expondo as
pessoas a uma frequente situacdo de conflito, ansiedade, angustia e
desestabilizacdo emocional (Bauer, 2002; Araldi-Favassa; Armiliato; Kalinine, 2005).
As forcas e pressfes psicoldgicas e sociais, sob a forma de eventos ou situacoes,
podem ser referidas como fatores estressores quando exercem um efeito negativo
sobre a saude de uma pessoa (Nakajima, 1994). De acordo com a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS), o estresse afeta mais de 90% da populacdo mundial e €
considerado uma epidemia global que ndo mostra sua verdadeira face. O estresse
ndo € uma doenca em si, mas uma forma de adaptacéo e protecdo do corpo contra
agentes agressores externos ou internos (Bauer, 2002).

O fisiologista hungaro Hans Selye em 1936 introduziu o termo "stress" na area
da saude para denominar a resposta geral e inespecifica do organismo a um
estressor ou a uma situacao estressante (Selye, 1936). Posteriormente, o termo
passou a ser utilizado tanto para designar a resposta do organismo, como a situacao
gue desencadeia os efeitos desta. (De Kloet et al., 2005)

A resposta a um estressor pode compreender aspectos cognitivos,
comportamentais e fisioldgicos, tais como o aumento da frequéncia cardiaca e
respiratoria, alteracbes hemodinamicas, aumento dos niveis de cortisol e
mobilizacdo de substratos energéticos, aumento do estado de alerta e da cognicao,
euforia e analgesia. Além disso, ocorre inibicdo de outras funcbes vegetativas,
como alimentacéo, digestéo, crescimento, e reproducao (Smith e Vale, 2006).

Quando o cérebro interpreta alguma situacdo como ameacadora ou tensa,
todo organismo passa a desenvolver uma série de alteragdes denominadas por

Selye de Sindrome Geral da Adaptacdo ou Estresse. Na primeira etapa ocorre uma
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Reacdo de Alarme, onde todas as respostas corporais entram em estado de
prontiddo geral. Se o fator estressor continua por um periodo mais longo, sucede-se
a segunda fase, chamada de Fase de Adaptacdo ou Resisténcia. Nesta fase o
COrpo comega a acostumar-se aos estimulos causadores do estresse e entra num
estado de resisténcia ou de adaptacdo. Se 0 estresse continuar por um longo
periodo de tempo, o corpo todo pode entrar na terceira fase, o Estado de
Esgotamento, onde havera queda acentuada da capacidade adaptativa (Ballone,
2015).

Estudos mostram que as regides cerebrais ativadas durante a exposi¢cao ao
estresse agudo podem ser variadas dependendo do tipo de agente estressor (Pacak
and Palkovits, 2001). Nesse contexto, o hipotalamo € considerado uma das
principais regides cerebrais envolvidas na resposta cardiovascular ao estresse

agudo (Dampney, 2015).

2.3. Participacdo da regido hipotalamica dorsomedial na resposta ao estresse
agudo

O a regido hipotalamica dorsomedial (DMH) é uma estrutura diencefalica,
localizada bilateralmente e adjacente ao terceiro ventriculo, caudal ao nudcleo
paraventricular do hipotalamo (PVN) e dorsal ao nucleo ventromedial (Paxinos and
Watson, 1986; Figura 02). Ao longo de anos, diversos estudos tem apontado que
mais especificamente a regido hipotalamica dorsomedial (DMH) como uma regido-
chave das vias centrais que modulam de forma direta (e, possivelmente, também
indireta) a atividade de nucleos bulbares que possuem neurbnios pré-motores
simpaticos, que por fim, regulam a atividade simpatica periférica (em 6rgaos-alvo)
durante a reacdo de alarme (De Novellis et al. 1995; DiMicco, 2002; Fontes et al.
2011; Figura 03).

LH

Bregma-3.1 mm Bregma-3.4 mm

Figura 02 - Localizacdo da regido hipotalamica dorsomedial (sombra cinza), de acordo
com Paxinos e Watson (1986). (Adaptado de Fontes et al., 2011).
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Figura 3 - Diagrama esquematico (baseado em estudos funcionais e anatébmicos)
mostrando vias descendentes envolvidas na organizacdo da resposta cardiovascular ao
estresse emocional em diferentes niveis da neuronais. 1:Amigdala; 2:Lobo da insula; 3:
cortex pré-frontal; 4:Area pré-Optica medial; 5:Regido hipotalamica dorsomedial;
6:substancia cinzenta periaquedutal; 7-8: Regido Rostro Ventrolateral do Bulbo; 9: Ndcleo
Palido da Rafe; 10: Nucleo intermediolateral. (Adaptado de Fontes et al, 2011).

O equilibrio entre as transmissdes sinapticas excitatérias e inibitorias,
mediadas por glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA), no DMH é crucial para
regulacdo da excitabilidade dos neurbnios nessa regido e, por consequéncia,
fundamental para regular a resposta simpatica associada a resposta ao estresse
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emocional agudo (DiMicco, 2002). A inibicdo de neurdnios na regido posterior do
hipotalamo via microinjecdo de muscimol (agonista do receptor GABAA), se mostrou
eficiente em abolir o tipico aumento da resposta taquicardica frente ao estresse
agudo por jato de ar (Lisa et al. , 1989). Em adicédo, a microinjecao de bicuculina
(antagonista do receptor GABAA) no DMH promoveu um aumento pressorico e
taquicardico em ratos conscientes, semelhante a resposta padrdo encontrada em
resposta ao estresse emocional, sugerindo que os neurénios do DMH estejam sob
uma constante acao inibitéria (DiMicco, 2002). Sugere-se que durante o estresse
emocional agudo, a percepcdo de perigo do ambiente supera ou reduz a inibigao
tbnica dos neurdnios do DMH, resultando em respostas cardiovasculares
caracteristicas ao estresse (Fontes et al. , 2011).

Nesse contexto, a microinjecdo de aminoacidos excitatérios no DMH se
mostrou eficiente em promover um aumento pressoérico e taquicardico em ratos
conscientes (De Novellis et al. 1995). Em adicdo, o bloqueio dos receptores destes
mesmos aminodcidos excitatérios no DMH, suprimiu o aumento da resposta
pressoérica e taquicardica provocada na mesma regido (Soltis e DiMicco, 1992).
Esses achados sugerem que as alteracdes cardiovasculares produzidas pelo
blogueio da inibicdo gabaérgica no DMH dependem da ativacao dos receptores de
aminoacidos excitatorios na regido (Fontes et al. , 2011).

O DMH é uma regido essencial na resposta cardiovascular frente ao estresse
emocional e suas vias descendentes envolvidas nessa resposta tém sido mapeadas
ao longo dos anos (Dimicco et al., 1996; Dampney et al., 2001; Fontes et al., 2011,
Dampney, 2015). E sugerido que resposta pressorica e simpatoexcitatoria gerada
pelos neurbnios do DMH sejam dependentes da atividade neuronal na area
ventrolateral rostral do bulbo (RVLM) e a resposta taquicardica seja mediada via
ndcleos da rafe, ja que a inibicdo desse nicleo, por microinjecdo de muscimol, inibiu
a resposta taquicardica produzida pela ativacdo dos neurdnios do DMH. (Samuels et
al., 2002; Fontes et al., 2011).

Um numero crescente de evidéncias aponta para um papel importante da
maior simpatoexcitacdo , intensificando a resposta cardiovascular ao estresse, como
um fator predisponente ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares (Fontes et
al., 2014; Fontes et al., 2015). Estudos tém mostrado que ratos alimentados com
uma dieta hiperlipidica (Abreu et al., 2014) ou obesos por mutagao génica (D’Angelo

et al., 2006) manifestam reatividade cardiovascular aumentada ao estresse
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emocional. Em adi¢éo, estudos em humanos sugerem que individuos obesos podem
apresentar uma atenuacdo na resposta cardiovascular ao estresse (Brydon, 2011,
Phillips, 2011; De Rooij, 2013) ou um atraso na recuperacdo cardiovascular no
periodo pos-estresse (Steptoe; Wardle, 2005; Burch; Allen, 2014).

Por outro lado, o estresse parece influenciar tanto na quantidade, quanto nos
tipos de alimentos que a maioria das pessoas ingere. Por exempilo,
aproximadamente 35-60% das pessoas relatam ingerir mais calorias totais quando
estdo sob situacdes de estresse, enquanto aproximadamente 25-40% das pessoas
relatam perder o apetite. Além disso, muitas pessoas apresentam preferéncia por
alimentos altamente palataveis, ou seja, alimentos mais saborosos, contendo
grandes quantidades de acUcares, gorduras, ou sal. Essa selecdo de alimentos
induzidas pelo estresse € muitas vezes referida como ‘comfort food’ - um termo que
reflete a ideia de que a ingestdo de alimentos palataveis reduz as respostas do
estresse, proporcionando assim um meio em potencial para o alivio do estresse
(Ulrich-Lai et al., 2015).

Estudo em modelo experimental apontou que o estresse cronico e niveis
elevados de corticosterona impulsionam a maior ingestdo calérica de alimentos
palataveis, que por sua vez induzem a maior deposicdo de gordura abdominal
(Dallman et al., 2003). Da mesma forma, em humanos, um estudo mostrou que
individuos que respondem ao estresse com niveis elevados de cortisol aumentam a
ingestao de alimentos (Epel et al., 2001). Consequentemente, agueles que ingerem
mais alimentos durante o estresse terdo maior secre¢ao de insulina,e deposicdo de

gordura abdominal.

2.4. Frutose: o doce vildo

A frutose é um acgucar encontrado naturalmente na cana de agucar, no mel e
nas frutas. Contudo, com o desenvolvimento tecnolégico na industria alimenticia, o
consumo de frutose por humanos aumentou significativamente nas ultimas cinco
décadas, o que € em grande parte devido ao desenvolvimento do xarope de milho
rico em frutose, um aditivo comercial de agucar que contém grandes quantidades de
frutose livre. O xarope de milho rico em frutose é frequentemente adicionado a
alimentos processados e bebidas, em parte porque € um excelente adocante, mas

ainda mais porque sua producdo é de baixo custo. Embora a frutose em

combinagcdo com fibras, vitaminas e minerais, como presente nas frutas, seja uma
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fonte saudavel de energia, a frutose livre adicionada a alimentos processados tem
sido associada a ocorréncia de vérios disturbios de saude, como a resisténcia a
insulina e hipertenséo arterial (Brown et al., 2008; Lowette et al., 2015).

A literatura cientifica mostra que a ingestdo aguda de frutose aumenta a
pressao arterial média, a frequéncia cardiaca e a atividade simpética, bem como
reduz a sensibilidade do controle barorreflexo da FC em humanos saudaveis (Brown
et al.,, 2008). De acordo, a ingestdo crénica desse monossacarideo por individuos
com sobrepeso esta relacionada com o aumento da massa adiposa abdominal, dos
niveis de triacilglicerois (TAG) pés-prandial, da glicemia e insulinemia de jejum, bem
como com intolerancia a glicose (Teff et al., 2009).

De acordo, estudos em roedores também reportam que a ingestdo em longo
prazo de frutose promove diferentes alteracbes nas funcdes do sistema
cardiovascular e do metabolismo energético que constituem fatores de risco ao
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e diabetes tipo I, tais como: aumento
da presséo arterial, prejuizo na sensibilidade barorreflexa, maior simpatoexcitacéo
cardiaca, intolerancia a glicose e maior deposicao de gordura visceral (De Angelis et
al., 2012; Guimaraes et al., 2014; Machi et al., 2013; Morvan et al., 2013). Além
disso, uma dieta rica em frutose e gordura foi apontada como um gatilho para um
comportamento depressivo e ansiolitico em modelo experimental (Gancheva et al.,
2017).

E, apesar do numero crescente de estudos que apontam a frutose como um
“doce vilao” a saude, ha pouca evidéncia cientifica acerca da relacédo entre ingestédo
aumentada de frutose e a resposta do individuo ao estresse, seja ela no aspecto
homeostético (ex.: ajustes cardiovasculares e metabdlicos) ou comportamental (ex.:
luta ou fuga). Até o momento, sabe-se apenas de um estudo publicado
recentemente que relaciona o consumo crbénico de frutose em animais com a
resposta cardiovascular ao estresse (Thompson et al., 2016). Esse estudo apresenta
diferentes limitacdes metodoldgicas, e apesar disso sugere que 0 consumo crénico
de frutose prejudica a atividade vasodilatadora beta-adrenérgica pos-estresse,
retardando a recuperacao desses animais quanto a resposta pressorica no periodo
poOs-estresse.

Dados recentes e ainda ndo publicados pelo grupo de estudo (apéndices A e
B) sugeriram que roedores alimentados cronicamente com dieta rica em frutose (10

ou 20 semanas) apresentaram resposta cardiovascular exacerbada ao estresse
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emocional agudo, quando comparados aos animais controle. Em adic¢do, resultados
prévios do mesmo grupo de pesquisa mostraram que o0 aumento crénico dos niveis
cerebrais de Ang-(1-7) normaliza a atividade simpatica cardiaca de animais
alimentados cronicamente com dieta rica em frutose, além de promover outros
efeitos cardiovasculares e metabdlicos benéficos (Guimaraes et al, 2014). No
entanto, ainda resta saber se os efeitos deletérios produzidos pela dieta rica em
frutose podem decorrer de um prejuizo na atividade endégena do eixo Ang-(1-7)/
receptor Mas.

Considerando o exposto, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar as
respostas cardiovasculares mediadas pelo aumento agudo cerebral de Ang-(1-7) em
ratos alimentados com dieta rica em frutose e se estas acdes podem permear as
respostas fisiologicas evocadas pela estimulacdo dos receptores NMDA no DMH.
Por fim, este estudo pretende avaliar se a estimulacdo dos receptores NMDA no
DMH esta alterada na dieta rica em frutose.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral
Avaliar as respostas cardiovasculares decorrentes do aumento agudo dos
niveis cerebrais de angiotensina-(1-7) em animais alimentados com dieta rica em

frutose.

4.2 Objetivos especificos

1) Avaliar o efeito mediado pelo aumento agudo dos niveis cerebrais de
angiotensina-(1-7) sobre:

a) pressao arterial e frequéncia cardiaca de repouso

b) sensibilidade do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca

c) resposta cardiovascular ao estimulo dos receptores NMDA no hipotalamo
dorsomedial.

2) Avaliar se a ingestéo cronica de frutose altera a resposta cardiovascular ao
estimulo dos receptores NMDA no hipotalamo dorsomedial;

3) Avaliar se os possiveis efeitos mediados pelo aumento agudo dos niveis
cerebrais de angiotensina-(1-7) estdo alterados nos animais alimentados com dieta

rica em frutose.
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5. METODOLOGIA

5.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (6 semanas de idade) provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas. Os animais foram acomodados
em sala apropriada com com renovacao de ar, temperatura controlada (22-24°C) e
ciclo claro-escuro de 12-12h (06:00h-18:00h), em caixas de polipropileno
adequadas para roedores (2-3 animais/ caixa), com livre acesso a racao padréo para
roedores e e ingestéo de liquido (agua potavel ou solugéo de frutose).

Todos os procedimentos experimentais foram realizados com a aprovacéo da
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFAL (protocolo n. 71/2016).

5.2. Dieta rica em frutose

A partir da 72 semana de idade, parte dos animais recebeu solucéo de frutose
10% (Synth®) para beber (grupo FF). A solucdo foi preparada utilizando agua
potavel, e sendo renovada a cada 48h, durante 20 semanas ad libitum. Ao grupo

controle foi ofertada dgua potavel (grupo CTL).

5.3. Procedimentos cirurgicos

Ao final das 20 semanas de dieta rica em frutose, os animais foram
anestesiados com Uretana (1,2 a 1,4g/kg; Sigma-Aldrich) por via intraperitonial (i.p.),
tricotomizados nas regides inguinal, traqueal e da cabeca, e devidamente
acomodados em superficie plana de temperatura controlada a 37 °C (heat pad,
Insight).

Inicialmente os animais foram tragueostomizados, com o intuito de facilitar o
fluxo de ar pelas vias respiratorias, por meio da insercdo de um cateter intravenoso
tipo abocath 21G (1,5 cm) na traqueia. Em seguida, os animais foram submetidos a
canulacdo de artéria e veia femoral por meio de uma pequena inciséo (1,0 cm) no
trigono femoral, para permitir o registro dos parametros cardiovasculares e a
administracdo de drogas vasoativas, respectivamente (Moldestad et al., 2009). As
canulas vasculares foram preparadas a partir da polimerizagdo por aquecimento de

tubos de polietileno PE10 (3,5 cm - artéria; 2,5 cm - veia) e PE50 (17 cm) e
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preenchidas com solucéo de heparina (150 Ul/ ml) — artéria, ou salina estéril 0,9% -
veia.

Na sequéncia, os animais foram acomodados um instrumento estereotaxico
de 2 torres (Bonther®) a 3,3 mm abaixo do plano interaural (barra incisiva = -3,3
mm) e por meio das barras auriculares, a cabeca foi mantida em uma posicao fixa.
Em seguida, foi realizada uma incisdo mediana para exposicdo do créanio e
localizacdo do bregma, que foi usado como referéncia para a leitura das
coordenadas. Com o auxilio de uma broca esférica odontolégica foram produzidos
dois furos no cranio, que permitiram a entrada das canulas nas regifes. As
coordenadas alvo foram: 1) DMH: -3,3 mm antero-posterior, -0,6 mm lateral, -8,2 mm
dorso-ventral e 2) icv: -1,0 mm antero-posterior, +1,5 mm lateral, -4,5 mm dorso-
ventral (Paxinos e Watson, 1997). As canulas injetoras (agulhas gengivais, DMH:
30G curta e icv: 27G longa) ficaram presas as torres do esterotdxico, e assim,
permitiram a microinje¢cdo de drogas na regido intracerebroventricular e na regido
hipotalamica dorsomedial durante os procedimentos experimentais. Apos o estimulo
dos receptores NMDA no DMH, as torres do esterotaxico ndo foram movimentadas,

a nao ser verticalmente.

5.4. Registro da Presséo Arterial Média e da Frequéncia Cardiaca

A céanula da artéria femoral foi conectada ao transdutor de pressdo (SP 844/
Memscap; PowerLab/ADInstruments®). O registro foi obtido pelo software LabChart
8.0 Pro® em uma frequéncia de amostragem de 2000 Hz.

Os parametros cardiovasculares basais de pressédo arterial média (PAM) e
frequéncia cardiaca (FC) foram obtidos a partir da PA pulséatil e monitorados por
aproximadamente 30 minutos antes do inicio da avaliacdo do controle barorreflexo
da FC.

5.5. Avaliacédo da sensibilidade do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca

A avaliacdo da sensibilidade do controle barorreflexo da FC (BRS) foi
realizada por meio da administracdo endovenosa do agonista a-adrenérgico
fenilefrina (PE; 50ug/ml; e.v.; Sigma-Aldrich®) e de Nitroprussiato de soédio (NP;
50ul/ml; e.v.; Sigma-Aldrich®), utilizando uma bomba de infusdo (Scienlabor®) na
taxa de 350pul/min com a finalidade de alterar a PAM em 50 mmHg no intervalo de 60

a 90 segundos. A avaliacdo da BRS foi realizada antes e durante os 30 minutos
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finais da infusdo icv de veiculo ou angiotensina-(1-7). Para analise da BRS (ms/
mmHg) foram obtidos os valores correspondentes da FC dentro dos picos de
alteracdo da PAM (20, 30, 40 e 50 mmHg) durante o tempo de infusdo das drogas
vasoativas. O ganho no barorreflexo cardiaco foi determinado pela razdo AFC/
APAM, expressa em intervalo de pulso (milissegundos) por milimetro de mercurio
(ms/mmHg).

5.6. Estimulo dos receptores NMDA na regido hipotalamica dorsomedial

Para a estimulacdo dos receptores NMDA na regiéo hipotalamica dorsomedial
foi utilizado o acido N-metil-D-aspartato (Sigma-Aldrich®), na concentracdo de 100
pmol em 100 nl de salina estéril. Para esse procedimento foi utilizada uma seringa
Hamilton de 5 pl, conectada por meio de um tubo de polietiieno PE-10 a agulha
injetora fabricada a partir de uma agulha gengival 30G. Com o auxilio da bomba de
perfusédo (Scienlabor®) o volume de 100 nl foi microinjetado no DMH, com duragao
de 30 segundos para cada microinjecdo. O estimulo foi realizado antes e ao final da

infusdo intracerebroventricular de salina 0,9% ou angiotensina-(1-7).

5.7. Infuséo intracerebroventricular aguda de Angiotensina (1-7)

A infusédo intracerebroventricular de angiotensina-(1-7) (2,0 ug; Sigma-Aldrich
®) ou de solucdo salina estéril 0,9% (solucéo veiculo), foi realizada no ventriculo
lateral cerebral esquerdo, na taxa de 3,0 pl/hora por 2h30min (duas horas e meia;
volume total = 7,5ul), com o auxilio de uma seringa Hamilton de 10 pl, conectada por
um tubo de polietileno PE-10 a agulha injetora (27G) e acoplada a bomba de

perfusdo (Scienlabor®).

5.8. Desenho experimental e grupos experimentais

A Figura 04 ilustra o desenho do protocolo experimental para registro dos
parametros cardiovasculares realizado em animais anestesiados ao final das 20
semanas de ingestao de dieta rica em frutose. Para realizagcdo desse protocolo, 0os
animais a partir de 7 semanas de idade foram agrupados a cada 2-3 animais/caixa e
separados em 4 grupos experimentais:

a) CTL-Sal: ratos Wistar alimentados com ragdo para roedores e agua potavel

para beber e receberam infuséo icv de salina 0,9%.
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b) FF-Sal: ratos Wistar alimentados com racédo para roedores e solucdo de
frutose 10% para beber e receberam infuséo icv de salina 0,9%.

c) CTL-AT7: ratos Wistar alimentados com racdo para roedores e agua potavel
para beber e receberam infuséo icv de angiotensina 1-7.

d) FF-A7: ratos Wistar alimentados com racédo para roedores e solugao de
frutose 10% para beber e receberam infuséo icv de angiotensina 1-7.

30 min 30 min 150 min
[ |
Registro Avaliagdo  |Estimulacdo do Hipotdlamo | Infusdo de Angiotensing -y ag3o Estimulagdo do Hipotdlamo
P e FC do BRS Dorsomedial 1-7 do BRS Dorsomedial
(receptores NMDA) ou Sal [receptores NMDA)

Figura 04 — Desenho experimental mostrando a sequéncia temporal do protocolo

experimental

5.9.Eutanésia
Ao final dos experimentos, os animais foram eutanasiados por sobredose

anestésica com tiopental sddico (40 mg/kg, e.v; Cristélia®).

5.10. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e
"n" representa 0 nimero de animais utilizados nos protocolos experimentais. Foi
realizada uma andlise descritiva dos resultados para avaliagcdo da normalidade e da
variabilidade amostral. Diferencas entre os 4 grupos experimentais foram analisadas
por One-Way ANOVA seguido do pés-teste de Newman-Keuls (# p<0,05 vs CTL-sal,
& p< 0,05 vs FF-sal; ¢ vs CTL-A7), diferencas dentro de cada grupo em funcédo da
infusdo icv foram analisadas pelo teste t Student pareado (*p<0,05; antes vs

depois), e diferencas entre os grupos CTL e FF quanto aos parametros basais foram
analisadas por teste t Student ndo pareado, quando apropriado (1p<0,05). Foi
considerado como nivel de significancia p< 0,05. As andlises foram realizadas

utilizando os programas estatisticos GraphPad Prism® 6.0 e Sigma-Plot® 12.0.
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6. RESULTADOS

6.1. Parametros Cardiovasculares Basais

A figura 05 mostra os valores basais de PAM (CTL-Sal = 89,01 + 2,5 mmHg;
FF-Sal = 86,99 + 6; CTL-A7 = 89,12 + 3,4; FF-A7 = 85,81 £ 3,6) e FC (CTL-Sal =
316,6 + 6,9; FF-Sal= 335,6 + 8,9; CTL-A7=291,9 + 13,9; FF-A7= 313,4 £+ 11,5) para
0S quatro grupos experimentais. Como observado, a PAM e a FC basais néo

diferiram entre os grupos.
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Figura 05 - Pressdo arterial média (A) e frequéncia cardiaca (B) basais de ratos Wistar
submetidos a ingestdo crbnica de frutose a 10% por 20 semanas. Os valores estédo
apresentados como média + EPM. CTL-Sal = Controle Salina (n=6); FF-Sal= Frutose salina
(n=6); CTL-A7= Controle angiotensina-(1-7) (n=5); FF-A7= Frutose angiotensina-(1-7) (n=6);
N =nUmero amostral.
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6.2. Sensibilidade do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca

A Figura 06 mostra que os animais do grupo FF-sal (Fig. 05B) apresentaram
uma reducdo de aproximadamente 50% de prejuizo barorreflexo da FC em relagéo
ao grupo CTL-sal (Fig. 06A; 1 p<0,05). De acordo, tal prejuizo persistiu apos a
infus&o icv de solucéo veiculo (FF-sal; p=0,08). Por outro lado, os animais do grupo
FF-A7, que também apresentaram inicialmente (barra clara) prejuizo na resposta
bradicardica a PE (Fig. 06B), apresentaram uma melhora significativa apds a
realizacdo da infusdo aguda icv de Ang-(1-7) (barra escura, Fig.06B).

De forma diferente, a resposta taquicardica ao NP nao diferiu inicialmente
entre os grupos experimentais (barras claras, Fig. 06C e D), ao passo que, apds a
infusdo icv de veiculo ou A7 os animais dos grupos CTL apresentaram uma maior
resposta taquicardica quando comparados a resposta antes da infusdo, enquanto
iISSO n&o ocorreu nos animais dos grupos FF-sal e FF-A7 (barras escuras; Fig. 06C e
D). Nao houve diferenca entre os grupos CTL-sal e CTL-A7 para a resposta
taquicardica apos a infusao icv (barras escuras; Fig. 06C).

As tabelas 01 e 02 mostram os valores da sensibilidade do controle
barorreflexo e a variagdo maxima da PAM e da FC na avaliagdo do controle
barorreflexo da FC antes ou depois da infusédo icv aguda de Ang-(1-7) ou veiculo,

respectivamente.
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Figura 06 — Sensibilidade do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca em resposta ao
aumento da pressao arterial com PE (A e B) e em resposta a reducdo da pressao arterial
com NP (C e D). Legenda: barras claras correspondem aos valores obtidos antes da infuséo
icv; barras escuras: valores obtidos apés a infuséo icv. Os valores estdo expressos como
média + EPM. CTL-Sal = Controle Salina (n=6); FF-Sal= Frutose salina (n=6); CTL-A7=
Controle angiotensina (1-7) (n=5); FF-A7= Frutose angiotensina (1-7) (n=5); N =numero
amostral. *p<0,05; teste t Student pareado. T p<0,05 vs CTL; teste t student ndo pareado.

Tabela 01 — Valores da sensibilidade do controle barorreflexo (em ms/mmHg) antes e apds
a infusdo intracebroventricular aguda de angiotensina-(1-7) ou solucao veiculo.

PE NP
Grupo
Experimental antes depois antes depois
CTL-Sal 0,70+ 0,13 0,82+0,12 -0,19 £ 0,01 -0,29 £ 0,02*
FF-Sal 0,29 + 0,10 0,37 £ 0,06 -0,24 + 0,06 -0,19 + 0,03
CTL-A7 0,99 + 0,28 1,39+0,35 -0,17 £ 0,03 -0,45 + 0,05*
FF-A7 0,46 + 0,09 0,74 £ 0,06* -0,18 £ 0,04 -0,27 £ 0,10

Valores apresentados como média + EPM. CTL-Sal = Controle Salina (n=6); FF-Sal= Frutose salina
(n=6); CTL-A7= Controle angiotensina (1-7) (n=5); FF-A7= Frutose angiotensina (1-7) (n=5); PE=
agonista a-adrenérgico fenilefrina; NP= nitroprussiato de sddio; N =nimero amostral. *p<0,05 teste t
Student pareado.
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Tabela 02 — Variacdo maxima (A) da pressdo arterial média (mmHg) e da frequéncia
cardiaca (bpm) na avaliacdo do controle barorreflexo da FC antes ou depois da infusédo
intracebroventricular aguda de angiotensina-(1-7) ou veiculo.

PE
Grupo Exp antes depois
APAM AFC APAM AFC
CTL-Sal 51,25+0.5 -51,44+7.9  48,46+2.8 -66,27+9.5
FF-Sal 48,61+1.9 -25,89+7.3  39,11+2.2 -33,13+5.2
CTL-A7 49,27+2.0 -52,97+12.6  32,20+5.5 -72,26%+10.9
FE-A7 51,08+0.04 -35,74+8.6  37,03+3.5 -49,74+2.5
NP
antes depois
APAM AFC APAM AFC
CTL-Sal -44,21+2 .4 14,41+2.27 -51,36%0.5 35,72+6.4
FF-Sal -45,89+2.6 19,17+5,0 -48,12+1.8 27,96+2.8
CTL-A7 -43,46%3.2 19,00+5.9 -47,74+2.0 52,43+5.4
FF-A7 -36,88+2.5 12,18+2.3  -46,19+2.6 29,30+10.53

Valores apresentados como média £ EPM. CTL-Sal = Controle Salina (n=6); FF-Sal= Frutose salina
(n=6); CTL-A7= Controle Angiotensina (1-7) (n=5); FF-A7= Frutose Angiotensina (1-7) (n=5); PE=
agonista o-adrenérgico fenilefrina; NP= nitroprussiato de sédio; N =niimero amostral. PAM = pressao
arterial média; FC = frequéncia cardiaca.

Com o objetivo de melhor avaliar a influéncia da infusdo aguda de Ang-(1-7)
sobre as respostas pressorica e bradicardica (ou taquicardica) em decorréncia da
infusédo das drogas vasoativas (agonista a-adrenérgico fenilefrina e nitroprussiato de
sbdio), foi realizada a medicdo do tempo (em segundos) para se atingir o pico das
respostas (inf-pico), bem como o tempo para a normalizacdo dos parametros
cardiovasculares (pico-norm) apos a ocorréncia deste pico.

Como observado na tabela 03, ndo houve diferenca entre 0S grupos
experimentais quanto ao tempo para se alcancar o pico da variacdo da PA, nem
para a normalizacdo deste parametro, seja em decorréncia da administracao
endovenosa de PE ou de NP antes da realizacdo da infuséo icv.

Em contraste, ap0s a realizac&o da infusdo icv, observa-se que os grupos que
receberam a infuséo icv aguda de Ang-(1-7) (CTL-A7 e FF-A7) apresentaram uma
reducdo no tempo necessario para normalizar a PA em resposta ao seu aumento
pelo agonista a-adrenérgico fenilefrina, quando comparados aos grupos controle que
receberam infusdo de salina (Fig. 07B e Tabela 04). Em adi¢cdo, o tempo para se
atingir o pico de PA e o tempo para normalizar a PA foram maiores no grupo FF-sal
comparado ao CTL-sal (Fig 07A e B e Tabela 04).
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Por outro lado, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
experimentais em relacdo ao tempo para a queda da PA provocada pela infuséo de

nitroprussiato de sodio, nem para a normalizacéo desta (Fig. 07C e D e Tabela 04).

Tabela 03 — Valores do tempo total (segundos) para 0 pico e para a normalizacdo da
presséo arterial antes da infuséo intracebroventricular de angiotensina-(1-7) ou veiculo.

PE NP
Grupo
Experimental inf-pico pico-norm inf-pico pico-norm
CTL-Sal 75,8+ 8.2 100,0+4.4 58,3+4.0 83,3+6.1
FF-Sal 70,0+ 6.8 130,8 + 11.7 46,0+ 4.0 68,0+ 5.8
CTL-A7 84,0+6.7 104,0 £ 6.7 66,0 +4.0 82,0+8.0
FF-A7 76,6 £4.9 126,0+ 7.1 75,0+ 2.2 71,647

Valores apresentados como média £+ EPM. CTL-Sal = Controle Salina (n=6); FF-Sal= Frutose salina
(n=6); CTL-A7= Controle Angiotensina (1-7) (n=5); FF-A7= Frutose Angiotensina (1-7) (n=5); PE=
agonista o— adrenérgico fenilefrina; NP= nitroprussiato de sédio; N =numero amostral. Inf-pico =
tempo do inicio da infusdo e.v até o pico da resposta; pico-norm = tempo para normalizar o parametro
apos o alcance do pico da resposta.
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Tabela 04 — Valores do tempo total (segundos) para 0 pico e para a normalizacdo da
presséo arterial depois da infusdo intracebroventricular de angiotensina-(1-7) ou veiculo.

PE NP
Grupo
Experimental inf-pico pico-norm inf-pico pico-norm
CTL-Sal 68,0 £ 4.8 75,0+ 5.6 58,33 + 3.07 70,83 +4.3
FF-Sal 101,7 + 6.5" 141,7 + 12.2° 55,0 + 3.1 68,0+ 3.7
CTL-A7 84,0 £10.3 27,0+ 3.7 70,0+ 8.3 74,0+£7.4
FF-A7 113,3+4.2 66,0 + 8.0%° 66,6 £ 6.1 71,6+7.9

Valores apresentados como média £+ EPM. CTL-Sal = Controle Salina (n=6); FF-Sal= Frutose salina
(n=6); CTL-A7= Controle Angiotensina (1-7) (n=5); FF-A7= Frutose Angiotensina (1-7) (n=5); PE=
agonista o—adrenérgico fenilefrina; NP= nitroprussiato de sédio; N =ndmero amostral. Inf-pico =
tempo do inicio da infusdo e.v até o pico da resposta; pico-norm = tempo para normalizar o parametro
apos o alcance do pico da resposta. # p<0,05 vs CTL-sal; & p<0,05 vs FF-sal; ¢ vs CTL-A7; One-way
ANOVA seguido por Newman-Keuls
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Figura 07 — Tempo total (segundos) para o pico da pressdo arterial (A e C) e para a
normalizagcdo da presséo arterial (B e D) em resposta a administragdo do agonista o-
adrenérgico fenilefrina (PE) (A e B) e nitroprussiato de sodio (NP) (C e D) depois da infusédo
icv aguda de Ang-(1-7) ou veiculo. Os valores estdo expressos como média + EPM. CTL-Sal
= Controle Salina (n=6); FF-Sal= Frutose salina (n=6); CTL-A7= Controle angiotensina-(1-7)
(n=5); FF-A7= Frutose angiotensina-(1-7) (n=5); N =namero amostral. # p<0,05 vs CTL-sal;
& p<0,05 vs FF-sal; ¢ vs CTL-A7; One-way ANOVA seguido por Newman-Keuls.
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De forma diferente, ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
experimentais quanto ao tempo para o pico da FC, ou para a normalizacdo desta,
em funcdo da administracdo de PE ou NP antes da infusdo icv de Ang-(1-7) ou
veiculo (Tabela 05). Por outro lado, foi observada uma reducdo no tempo para se
alcancar o pico da FC nos grupos experimentais, quando comparados ao CTL-sal,

apos a realizacao da infusdo de Ang-(1-7) ou veiculo (Tabela 06).

Tabela 05 — Valores do tempo total (segundos) para o pico e para a normalizacdo da
frequéncia cardiaca antes da infuséo intracebroventricular de angiotensina-(1-7) ou veiculo.

PE NP
Grupo
Experimental inf-pico pico-norm inf-pico pico-norm
CTL-Sal 70,83 £ 6.6 68,33+ 9.0 49,00 £ 4.5 108,3 +15.5
FF-Sal 60,0 + 5.7 75,0 £ 10.57 56,0 + 6.7 98,0+ 11.14
CTL-A7 82,0+4.8 76,0 £11.22 65,0 £ 5.0 105,0 £ 11.9
FF-A7 63,3+ 6.6 66,67 + 6.6 48,0 + 8.3 73,33+ 8.02

Valores apresentados como média + EPM. CTL-Sal = Controle Salina (h=6); FF-Sal= Frutose salina
(n=6); CTL-A7= Controle Angiotensina (1-7) (n=5); FF-A7= Frutose Angiotensina (1-7) (n=5); PE=
agonista o adrenérgico fenilefrina; NP= nitroprussiato de sédio; N =nimero amostral.

Tabela 06 — Valores do tempo total (segundos) para o pico e para a normalizacdo da
frequéncia cardiaca depois da infuséo intracebroventricular de angiotensina-(1-7) ou veiculo.

PE NP
Grupo
Experimental inf-pico pico-norm inf-pico pico-norm
CTL-Sal 68,0 + 4.8 90,0 £ 26.4 96,0+ 8.1 78,0+ 17.7
FF-Sal 82,00 + 3.7 108,3 £ 25.0 64,0 + 5.0 98,0 £ 10.2
CTL-A7 88,0124 50,0+ 104 54,0 + 8.1" 95,0+124
FF-A7 88,0 + 3.7 74,0 £ 16.3 66,0 + 8.1 106,0 + 16.6

Valores apresentados como média + EPM. CTL-Sal = Controle Salina (h=6); FF-Sal= Frutose salina
(n=6); CTL-A7= Controle Angiotensina (1-7) (n=5); FF-A7= Frutose Angiotensina (1-7) (n=5); PE=
agonista o adrenérgico fenilefrina; NP= nitroprussiato de sédio; N =nimero amostral.
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6.3. Resposta cardiovascular ao estimulo dos receptores NMDA da regido
dorsomedial do hipotalamo

A Figura 08 mostra a resposta pressorica (A e B) e taquicardica (C e D)
decorrentes do estimulo dos receptores NMDA no hipotalamo dorsomedial dos 4
grupos experimentais. Nesta, é possivel observar que houve uma discreta reducao,
porém significativa, da variagcdo da PAM nos grupos experimentais CTL-sal e FF-A7
apos a realizacdo da infuséo icv (barras escuras), quando comparados aos valores
prévios a infusdo (barras claras; Fig 07 A e B; tabela 7). De forma interessante, tais
reducdes na variagdo da PAM nédo foram acompanhadas por alteracdes na variacao
da FC (Fig 07 C e D; tabela 7). Com relacao ao tempo total da resposta taquicérdica
em resposta ao estimulo dos receptores NMDA no DMH, a Ang-1-7 parece ter

diminuido o tempo total dessa resposta apenas no grupo CTL-A7 (tabela 8).
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Figura 08 — Variacdo da presséo arterial média (A e B) e da frequéncia cardiaca (C e D) ao
estimulo dos receptores NMDA no hipotdlamo dorsomedial. Os valores estdo expressos
como média £+ EPM. CTL-Sal = Controle salina (n=6); FF-Sal= Frutose salina (n=6); CTL-
A7= Controle angiotensina-(1-7) (n=5); FF-A7= Frutose angiotensina-(1-7) (n=6); N =numero
amostral. *p<0,05 teste t Student pareado.
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Tabela 07 — Valores da variacdo da pressao arterial média e da frequéncia cardiaca ao
estimulo dos receptores NMDA no hipotdlamo dorsomedial antes e depois da infusédo
intracebroventricular de angiotensina-(1-7) ou veiculo.

PAM FC
Grupo
Experimental antes depois antes depois
CTL-Sal 15,49+ 1,24 10,60 £ 2.1* 52,01+5.9 57,02+ 7.3
FF-Sal 17,61 +1.37 12,60+ 2.4 49,48 + 4.8 41,33 £ 6.06
CTL-A7 13,18 +1.71 1191+ 2.2 45,42 £5.9 49,39 £5.9
FF-A7 13,37 + 2.88 6,09 + 2.8* 47,50+ 7.7 47,76 £9.5

Valores apresentados como média + EPM. CTL-Sal = Controle Salina (n=6); FF-Sal= Frutose salina
(n=6); CTL-A7= Controle angiotensina-(1-7) (n=5); FF-A7= Frutose angiotensina-(1-7) (n=5); N
=numero amostral. *p<0,05 teste t Student pareado.

Tabela 08 — Valores (minutos) do tempo total da resposta taquicardica em resposta ao
estimulo dos receptores NMDA no hipotdlamo dorsomedial antes e depois da infusédo
intracebroventricular de angiotensina-(1-7) ou veiculo.

antes depois
CTL-Sal 12,17 +1,7 960+1,4
FF-Sal 12,83+ 1,4 9,30+1,6
CTL-A7 18,00 £ 2,6 6,80 + 1,0*
FF-A7 11,80+£1,6 11,00+£1,2

Valores apresentados como média + EPM. CTL-Sal = Controle Salina (h=6); FF-Sal= Frutose salina
(n=6); CTL-A7= Controle angiotensina-(1-7) (n=5); FF-A7= Frutose angiotensina-(1-7) (n=5); N
=nUumero amostral. *p<0,05 teste t Student pareado.
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7. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as respostas cardiovasculares
decorrentes do aumento agudo dos niveis cerebrais de angiotensina-(1-7) em
animais alimentados cronicamente com dieta rica em frutose. Os principais achados
foram que: I) a ang-(1-7) melhorou a sensibilidade do controle barorreflexo da FC em
ratos submetidos a uma dieta crbnica rica em frutose e ratos controle; Il) a ang-(1-7)
reduziu o tempo necessario para normalizar a PA em resposta a droga vasoativa; e
[II) a ang-(1-7) parece nao alterar a resposta pressorica e taquicardica ao estimulo
dos receptores NMDA no DMH.

Como observado no presente estudo, os parametros cardiovasculares basais
de PAM e FC se mantiveram semelhantes entre os grupos. O aumento da PA
induzido pela ingestao cronica de frutose ja foi observado e discutido em diferentes
estudos. Nesse contexto, h4 autores que observam o aumento da PA induzido pela
ingestao crénica de frutose em modelo experimental com animais acordados (Farah
et al., 2006; De Angelis et al., 2012; Guimaraes et al., 2012), enquanto outros nao
observaram a mesma correlagédo (Bezerra et al., 2001; D’ Angelo et al., 2005;
Thompson et al,, 2016). Quanto a FC basal, muitos estudos em roedores
alimentados com dieta rica em frutose reportam valores basais de FC inalterados
(Mostarda et al., 2012; Machi et al., 2013; Guimaraes et al., 2014). Nesse contexto, o
presente estudo realizou a obtencédo dos dados de PA e FC basais em ratos Wistar
anestesiados com uretana, o que provavelmente ocultou possiveis efeitos da frutose
sobre tais parametros, uma vez que esse agente anestésico causa uma significativa
reducao destes (Kubota et al., 2006).

Corroborando com estudos prévios, nossos dados sugerem que ratos
submetidos a dieta alimentar rica em frutose apresentam prejuizo no controle
barorreflexo da FC (De Angelis et al., 2012; Machi et al., 2013; Morvan et al., 2013;
Guimaraes et al., 2014). Estudo recente de Bernardes e cols (2018) indicou que ja
na primeira semana de uma dieta rica em frutose, ratos SHR (espontaneamente
hipertensos) apresentaram prejuizo no controle barorreflexo da FC, precedendo,
inclusive, quaisquer alteracdes metabolicas.

Estudos agudos em animais hipertensos ou normotensos mostraram que a
Ang-(1-7) no SNC participa da melhora do controle barorreflexo da FC
(Campagnole-Santos et al. 1992; Oliveira et al. 1996; Britto et al. 1997; Heringer-
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Walther et al. 2001). De forma interessante, a microinjecdo icv de D-Ala’-Ang-(1-7),
antagonista do receptor da Ang-(1-7), promove uma piora no controle barorreflexo
(Oliveira et al., 1996, Britto et al. 1997). Estendendo os achados da literatura, o
presente estudo indica que a administracdo aguda icv de ang-(1-7) € capaz de
melhorar o controle barorreflexo da FC em ratos alimentados cronicamente com
frutose.

Corroborando com os achados de estudos prévios (Soltis e Dimicco, 1991;
Soltis e Dimicco, 1992; DiMicco et al., 2002), foi observado que a microinjecdo do
aminoécido excitatorio NMDA no DMH de animais anestesiados evocou aumento
significativo na FC e efeito pressor relativamente modesto. Estes mesmos autores
mostraram que o bloqueio simultaneo dos receptores NMDA e ndo-NMDA no DMH é
capaz de atenuar a resposta taquicardica ao estresse por jato de ar, indicando a
participacdo da atividade glutamatérgica no DMH na resposta ao estresse. Em
adicdo, estudos mostraram que a desinibicdo de neurénios no DMH evoca um
padrdo de alteracbes cardiovasculares que se assemelham a reacdo de defesa
classica, e que essa resposta €, pelo menos em parte mediada pela atividade dos
receptores NMDA, GABA,4 e glutamatérgicos no DMH (Martins et al., 2013).

Dados recentes e ainda nao publicados pelo grupo de pesquisa (apéndices A
e B) apontaram para uma resposta cardiovascular exacerbada ao estresse em
animais submetidos a uma dieta rica em frutose. No presente estudo, foi mostrado
gue a resposta pressoérica e taquicardica decorrente do estimulo dos receptores
NMDA no DMH foram similares entre animais controle e aqueles alimentados com
dieta rica em frutose. Estes achados sugerem que a resposta exacerbada ao
estresse nos animais FF pode ser, pelo menos em parte, decorrente de alteracdes
na atividade de outros receptores (que ndo o NMDA), ou mesmo receber influéncia
de outras regides cerebrais que ndo o DMH. Considerando que o presente estudo,
por limitacdes metodoldgicas, foi realizado em animais anestesiados, é possivel que
a resposta cardiovascular observada tenha sido atenuada em decorréncia da
anestesia. Deste modo, torna-se interessante elucidar a atividade desses receptores
em animais conscientes. Estudos futuros serdo necessarios para elucidar tais

questodes.
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Em adicdo, dados da literatura cientifica mostram que a administracéo central
de Ang-(1-7) atenua a resposta taquicardica, mas ndo pressorica, em ratos
conscientes submetidos a estresse por jato de ar e em resposta ao estimulo do DMH
por bicuculina metiodide (antagonista do receptor GABAA) em animais anestesiados
(Martins et al., 2013).

Nesse contexto, nossos dados sugerem que a infuséo aguda icv de Ang-(1-7)
diminui a resposta pressorica em ratos submetidos a uma dieta rica em frutose em
resposta ao estimulo dos receptores NMDA no DMH, mas ndo nos ratos CTL-A7.
Considerando que os ratos do grupo CTL-sal também tiveram reducdo discreta na
resposta pressorica apos a infuséo icv, € possivel que estes achados ndo estejam
relacionados a acao da Ang-(1-7) em si, mas sim a outro fator, como por exemplo, a
duracédo do protocolo experimental. De forma intrigante, os grupos CTL-A7 e FF-sal
nao apresentaram alteracdes significativas deste parametro. Assim, a elucidacao
dos mecanismos que envolvem a atenuacédo pressorica observada nos grupos CTL-
sal e FF-A7 em resposta ao estimulo dos receptores NMDA no DMH apdés a infuséo

icv requerem estudos adicionais futuros.
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8. CONCLUSAO

O presente estudo corrobora e estende os achados da literatura cientifica,
mostrando que a ingestdo cronica de frutose 10% por 20 semanas ocasionou
prejuizos na resposta barorreflexa da FC e que a administracdo central de ang-(1-7)
conseguiu reverter em parte esse prejuizo. Além disso, o presente estudo sugere
gue a resposta exacerbada ao estresse emocional agudo, encontrada em estudos
recentes do grupo de pesquisa, ndo decorre da atividade inapropriada dos
receptores NMDA no DMH. Por fim, o presente estudo sugere que o aumento agudo
dos niveis cerebrais de Ang-(1-7) ndo altera de forma significativa a resposta

pressorica decorrente do estimulo dos receptores NMDA no DMH.
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APENDICE A
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Figura 09 - Resposta pressorica e taquicardica ao estresse emocional agudo por contencao
em ratos Wistar provenientes do BIOCEN submetidos a ingestdo cronica de solugédo de
frutose 10% por 10 semanas (CEUA 19/2015). Valores absolutos de pressao arterial média
(PAM; A) e frequéncia cardiaca (FC; B), variacbes da PAM (C) e na FC (D) e area sob a
curva de variacdo da PAM (E) e da FC (F). CTL = grupo controle (n = 7); FF = grupo
frutose (n = 6). * p<0,05 vs CTL, Two-way ANOVA com medidas repetidas/ Newman-Keuls
(A - D), test t-Student ndo pareado (E e F).
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APENDICE B
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Figura 10 - Resposta pressorica e taquicardica ao estresse emocional agudo por contencao
em ratos Wistar provenientes do BIOCEN submetidos a ingestao crénica de solugcédo de
frutose 10% por 20 semanas (CEUA 19/2016). Valores absolutos de presséo arterial média
(PAM; A) e frequéncia cardiaca (FC; C), variagbes da PAM (B) e na FC (D). CTL = grupo
controle (n = 5); FF = grupo frutose (n = 5). * p<0,05 vs CTL, Two-way ANOVA com
medidas repetidas/ Newman-Keuls.





