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RESUMO

Pacientes diabéticos apresentam concentragdes plasmaticas elevadas de glicose. O controle
glicémico ¢ fundamental para a prevencdo e reducdo das complicagdes micro e
macrovasculares do diabetes, sendo que no tipo 2 também ¢ necessario prevenir os demais
fatores de risco associados. Contudo, estima-se que metade dos portadores do diabetes
desconhece a sua condi¢do, sendo o diagndstico necessario para que o tratamento adequado
possa ser iniciado no intuito de alcancar o controle glicémico. Além disso, estudos
demonstram que, mesmo entre os casos diagnosticados, ¢ grande a ocorréncia do diabetes
descompensado, o que favorece o surgimento das complicagdes vasculares e amputacdo de
membros relacionada a ma perfusao tecidual. Com a hipodtese de que a disfungao vascular nas
fases iniciais do diabetes contribui para a ma perfusdo da musculatura esquelética mais
tardiamente, desenvolvemos esse estudo que tem por objetivo caracterizar a funcdo vascular
no diabetes precoce ¢ a sua contribuicao para a perfusdo da musculatura esquelética em ratas.
Para alcangarmos nossos objetivos, utilizamos a estreptozotocina para induzir a hiperglicemia
em ratas, realizamos medidas da pressao arterial e do fluxo de perfusdo tecidual em animal
anestesiado e padronizamos um novo método para a avaliacdo da perfusdo em pernas
isoladas, a fim de possibilitar a deteccdo das possiveis alteragdes presentes no leito vascular
da musculatura esquelética. Comparando com ratas controle, nas ratas diabéticas nossos
resultados demonstram: que a adrenalina e a fenilefrina foram menos eficazes em aumentar e
a isoprenalina foi menos eficaz em diminuir a pressao arterial, que a adrenalina foi mais
eficaz e a isoprenalina foi menos eficaz em elevar a frequéncia cardiaca, enquanto que a
fenilefrina e a acetilcolina foram menos eficazes em diminui-la; que a adrenalina, fenilefrina,
1soprenalina, acetilcolina e nitroprussiato de s6dio foram menos eficazes em reduzir o fluxo
sanguineo renal; que a adrenalina e a fenilefrina foram menos eficazes em aumentar o fluxo
sanguineo muscular e a isoprenalina foi mais eficaz em aumenta-lo. Avaliando os mesmos
agentes nas preparacdes de pernas isoladas de ratas controle e diabéticas de 4 semanas,
observamos no grupo das diabéticas que os efeitos da isoprenalina em reduzir a pressdo de
perfusdo foi mais duradouro e que a adrenalina foi menos eficaz em elevar a pressao de
perfusdo. Nessas preparagdes de ratas diabéticas, ndo observamos eleva¢do da pressdo de
perfusdo quando o meio contendo calcio foi substituido por meio zero célcio e que o aumento
da pressdo de perfusdo induzido por influxo de calcio extracelular estimulado por fenilefrina
foi menor. Esses resultados demonstram que as alteracdes vasculares sistémicas precedem aos
prejuizos do leito vascular periférico. E ainda que as alteragdes iniciais que precedem a
disfungdo vascular no leito da musculatura esquelética estao relacionadas com a ativacao de
receptores P-adrenérgicos e a movimentacdo de célcio. Frente a esses resultados,
demonstramos que uma disfungdo vascular no diabetes precoce parece contribuir para uma
ma perfusdo da musculatura esquelética em ratas.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus. Diabetes Mellitus Experimental. Complica¢des do
Diabetes. Musculo Esquelético. Doengas Vasculares Periféricas. P¢ Diabético.






ABSTRACT

Diabetic patients have elevated plasma glucose concentrations. Glycemic control is essential
for the prevention and reduction of micro and macrovascular complications of diabetes,
although in Type 2 diabetes it is also necessary to prevent other associated risk factors. It is
estimated that half of people with diabetes are unaware of their condition making the
diagnosis necessary for the appropriate treatment to be initiated in order to achieve glycemic
control. Furthermore, studies show that, even among diagnosed cases, the occurrence of
decompensated diabetes is high, which provides the emergence of vascular complications and
limb amputation related to poor tissue perfusion. With the hypothesis that vascular
dysfunction in the early stages of diabetes contributes to late skeletal muscle tissues poor
perfusion, we developed this study that aims to characterize vascular function in early stages
of diabetes and its contribution to skeletal muscle perfusion in female rats. For this, we used
streptozotocin to induce hyperglycemia in female rats, measured blood pressure and tissue
perfusion flow in anesthetized animals, and standardized a new method to evaluate perfusion
in isolated legs, in order to detect possible alterations in the vascular bed of the skeletal
musculature. Comparing with control rats, the results obtained in diabetic rats showed: that
adrenaline and phenylephrine were less effective in increasing and isoprenalina was less
effective in decreasing blood pressure; adrenaline was more effective and isoprenalina was
less effective in raising heart rate while phenylephrine and acetylcholine were less effective in
lowering it; adrenaline, phenylephrine, isoprenalina, acetylcholine, and sodium nitroprusside
were less effective in reducing renal blood flow; adrenaline and phenylephrine were less
effective in increasing muscle blood flow and isoprenalina was more effective in increasing it.
Assessing the same agents in the isolated leg preparations of control and 4-week diabetic rats,
we observed in the diabetic group that the effects of isoprenalina in reducing perfusion
pressure were longer lasting and that adrenaline was less effective in raising perfusion
pressure. In these preparations from diabetic rats, we did observe an increase in perfusion
pressure when the calcium-containing medium was replaced by zero-calcium medium and
that the increase in perfusion pressure induced by extracellular calcium influx stimulated by
phenylephrine was smaller. Our results demonstrate that systemic vascular changes precede to
peripheral vascular bed damage. Furthermore, the initial changes that precede vascular
dysfunction in the skeletal muscle bed are related to the activation of -adrenergic receptors
and calcium ion movement. Based on these results, we demonstrate that vascular dysfunction
in early diabetes seems to contribute to poor skeletal muscle perfusion in female rats.

Keywords: Diabetes Mellitus. Experimental Diabetes Mellitus. Diabetes Complications.
Skeletal Muscle. Peripheral Vascular Diseases. Diabetic Foot.
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1 INTRODUCAO

1.1 Uma enigmatica doenca antiga

A primeira referéncia ao diabetes ¢ atribuida ao Papiro de Ebers, confeccionado em
torno de 1500 a.C. (EBBELL, 1937, p. 62). E, enquanto no oriente essa doenca foi
denominada de madhumeha, devido a urina doce de seus portadores que era capaz de atrair
formigas e moscas (LAKHTAKIA, 2013), no ocidente ela recebeu o nome de diabetes,
fazendo referéncia ao copioso volume de urina expelido, termo atribuido por Apolonio de
Memphis em 250 a.C. (DAS; SHAH, 2011).

Entre 400 e 500 a.C., na India, Sushruta e Charaka j& haviam notado a existéncia de
duas variantes da doenga que tornava doce a urina de seus acometidos. Uma variante era
comumente observada durante a infincia ou adolescéncia, enquanto a outra somente aparecia
em adultos (LAKHTAKIA, 2013). Em todos dois casos, com o total desconhecimento da
causa da doenca o que deixava a medicina sem nenhuma opg¢do de tratamento, os pacientes
ndo resistiam e logo morriam. Aqueles que a apresentavam durante a infancia vinham a 6bito
tdo logo os sintomas apareciam, € os que eram acometidos somente na fase adulta tinham uma
sobrevida maior, porém morriam em decorréncia das diversas complicacdes que surgiam
devido a doenga (MACCRACKEN; HOEL, 1997).

A primeira descricdo da doenca foi realizada por Areteu da Capaddcia (150 d.C.) e
trazia seus principais sintomas. Na época chegou-se a um consenso de que a carne dos
acometidos pela doenca “derretia” e era eliminada através da urina, que ndo cessava sua
producdo, o que conferia a perda de peso excessiva apresentada pelos pacientes. E uma vez
que o “derretimento” ndo cessava, observado pela alta producdo de urina, a morte era
iminente. Frente ao que se acreditava a época, em 164 d.C. na Grécia Antiga, Galeno atribuiu
a causa da doenga ao rim denominando-a de “diarreia da urina” (ANTHONY, 2002; KING;
RUBIN, 2003).

Por séculos o diabetes permaneceu como uma doenca renal devido ao enorme prestigio
de Galeno na area da medicina. Todavia, com o passar do tempo, diversas perguntas que
ficaram sem a devida resposta e novas observagdes da doenga, passaram a reacender o
questionamento da origem do diabetes, uma vez que as informagdes disponiveis nao
permitiam a obten¢do de um tratamento eficaz para a doenga, muito menos a cura. Assim, na
Pérsia por volta de 1020 d.C., Avicena (Ibn Sina) em sua enciclopédia “The Canon of

Medicine” ja trazia relatos de diabéticos que embora apresentassem copioso volume urindrio,
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ndo atraia formigas como era costume ocorrer. Além disso, ele também observava, entre os
diabéticos, gangrenas e até mesmo impoténcia sexual, o que fez com que ele afirmasse que o
diabetes era uma doenga independente que apenas teria conexao com o0s rins; assim como,
também teria conexao com o figado e a certa poluicdo dos liquidos corpdreos internos.
Todavia, tudo isso apenas no campo teérico (KARAMANOU et al., 2016; SHAROFOVA et
al., 2017).

O primeiro a se distanciar dos pensamentos galénicos no campo experimental foi
Paracelsus atribuindo um papel secundéario ao rim. Isso porque em seus experimentos, ao
evaporar a urina de um paciente diabético, passou a obter um so6lido de cor branca, o qual ele
interpretou como sendo sal e considerou que este se acumulava no rim (SCHADEWALDT,
1989, p. 201). Dessa forma, o rim passava de 0rgao central para 6rgdo secunddrio que era
prejudicado por uma doenca generalizada (KING; RUBIN, 2003).

Com esses achados de Paracelsus, as pesquisas sobre o diabetes ganharam um novo
folego. Por exemplo, em 1674, Thomas Willis repetiu os experimentos de Paracelsus e ao
provar o sélido branco encontrado descobriu que o0 mesmo tinha um gosto doce, descrevendo
da seguinte maneira: “Quasi melle aut saccharo imbuta”, isto €, quase como se a urina tivesse
sido permeada por mel ou por acticar. Thomas Willis passou entdo a afirmar que o problema
do diabetes estaria no sangue, acreditava que o quilo ndo era totalmente digerido e assim se
acumularia no sangue dos diabéticos, o foco deveria sair do rim e ser considerado o percurso
estobmago-trato gastrointestinal-sangue (EKNOYAN; NAGY, 2005).

Baseado nas afirmacgoes de Willis, em 1769, William Cullen adicionou o termo mellitus
ao diabetes, como forma de distinguir de uma variante onde ele observou que a urina dos
diabéticos era insipida ao paladar (EKNOYAN, 2010; WILLIS, 1680). Matthew Dobson
descobriu que o soro do sangue dos diabéticos também possuia um gosto doce, assim como ja
era sabido para a urina, descrevendo a hiperglicemia e comprovando a glicosuria desses
pacientes (DOBSON, 1776). John Rollo j& passou a atribuir o problema do diabetes ao
estdbmago por observar que, dependendo da alimentacdo, a quantidade de acucar expelida na
urina variava (ROLLO, 1797; ROLLO, 1798).

Michel Eugéne Chevreul, em 1815, achou similaridade dos cristais obtidos com a
evaporacao da urina dos diabéticos aos encontrados com a evaporagdao de xarope de uva
(CHEVREUL, 1815), cristais estes que em 1838 foram identificados por Eugéne-Melchior
Peligot, comprovando assim que o aglicar presente na urina era a glicose (PELIGOT, 1838).

Naquela época ndo se admitia que mamiferos pudessem ter agucar presente no sangue

em condicoes fisioldgicas: “...on admettait que le regne végétal avait seul le pouvoir de créer
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les principes immédiats que le regne animal doit détruire.” (BERNARD, 1865, p. 230).
Todavia, Claude Bernard conseguiu, em uma série de experimentos, provar que em condigdes
fisiologicas o figado era capaz de formar agucar e distribui-lo aos tecidos por meio do sangue,
descobrindo e isolando o glicogénio. Passou a afirmar que o agucar proveniente do figado
seria 0 mesmo encontrado no paciente diabético em concentracdes superiores as fisioldgicas,
trazendo o figado como possivel 6rgdo sede do diabetes (BERNARD, 1848; BERNARD,
1855; BERNARD, 1857).

Contudo, a descoberta do 6rgao-sede do diabetes s6 ocorreu com a juncdo de varios
achados, que vao desde:

1) Bouchardat (1875), discorda do papel central do figado no diabetes, uma vez que a
anatomia patologica de figados provenientes de diabéticos derrubava “la théorie hépatique du
diabete”. Notou que a pratica forcada de exercicios, associada a dieta restritiva, melhorava a
glicosuria e também atribuiu uma origem pancreatica a forma mais grave do diabetes;

2) Cawley (1788, p. 289), j4 havia relatado alguns casos de pancreas atrofiado e
fibrotico em autopsias de diabéticos e Lancereaux (1880a), também encontrava tais achados
patoldgicos ao realizar autdpsias em pancreas de diabéticos. Lancereaux (1880b), entdo
introduziu os termos diabete gras e diabete maigre; e, a este ultimo, passou a atribuir uma
causa pancreatica;

3) Mering e Minkowski (1890) discordavam do papel das enzimas pancredticas na
digestao da gordura e resolveram realizar experimentos utilizando cdes pancreatectomizados,
foi quando verificaram que estes passavam a apresentar sintomas tipicos do diabetes: poliuria
e polidipsia. Cabe ressaltar que anteriormente Brunner (1683) j& havia feito o mesmo, porém
ndo havia associado os sintomas ao diabetes como Mering e Minkowski o fizeram;

4) Minkowski (1893), passou entdo a estudar tal descoberta e conseguiu demonstrar que
0 pancreas também atuava como glandula de secre¢do interna. Laguesse (1893), conseguiu
associar a recente descoberta de Minkowski com os achados de Langerhans (1869), e atribuiu
essa funcao de secrecdo as ilhotas pancreaticas descobertas por Langerhans; e

5) Meyer (1909, p. 96), atribuiu o nome de insulina ao produto da secre¢do interna do
pancreas e Sharpey-Schéfer (1916, p. 128), também atribuiu 0 mesmo nome ao hormoénio,
ambos teoricamente. Contudo, apoOs varios pesquisadores conduzirem experimentos que
utilizavam diversas formas de extrato pancreatico para reverter o diabetes, e até mesmo o
coma diabético (para breve revisdo ver: BANTING et al., 1922a), foi somente em 1922 que
Banting e Best descobriram de fato a insulina, sob a orientacdo de MacLeod. E com o auxilio

de Collip conseguiram purifica-la (BANTING et al., 1922b). Sendo entdo entregue o Prémio
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Nobel de Fisiologia e Medicina de 1923 a Banting e MacLeod pela descoberta da insulina
(THE NOBEL PRIZE, 1925).

Restando comprovado o pancreas como 6rgao sede do diabetes mellitus tipo 1 e o papel
central da insulina no seu tratamento, as pesquisas comecaram a focar mais nos mecanismos
envolvidos, o que nos possibilitou todo o vasto conhecimento que temos atualmente acerca
dos diferentes tipos de diabetes e as suas complicagdes decorrentes’, conforme veremos um

pouco mais nos proximos topicos.

1.2 Diabetes mellitus

Atualmente, o termo diabetes ¢ utilizado para descrever um grupo de disturbios
metabolicos caracterizados e identificados pela presenca de hiperglicemia na auséncia de
tratamento. E uma sindrome de etiologia multipla, mas sua etiopatologia heterogénea inclui
defeitos na secre¢do de insulina, na a¢do da insulina, ou ainda ambas, ¢ disturbios do
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas (WHO, 2019).

Na classificacdo atualmente adotada para o diabetes estdo incorporados os estagios
clinicos dessa enfermidade, os quais transitam da normalidade, pela tolerdncia a glicose
diminuida, até chegar ao diabetes mellitus de fato. Segundo a American Diabetes Association
(2020), o diabetes pode ser classificado em quatro categorias gerais: 1) Diabetes mellitus tipo
1, ocorre devido a destruigdo autoimune das células B-pancreaticas, o que geralmente conduz
a uma deficiéncia quase absoluta de insulina; 2) Diabetes mellitus tipo 2, ocorre devido a
perda progressiva da adequada secrecdo de insulina pelas células B-pancreaticas, que acontece
frequentemente no contexto da resisténcia a a¢do da insulina; 3) Diabetes mellitus gestacional,
ocorre quando o diabetes ¢ diagnosticado no segundo ou terceiro trimestre da gravidez, ndo
tendo sido evidenciado antes da gestacdo; e 4) Tipos especificos de diabetes devido a outras
causas, como por exemplo, formas monogénicas do diabetes, doencas do pancreas exdcrino e
diabetes induzido por drogas ou produtos quimicos.

O diabetes faz parte do grupo de Doengas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT),
figurando como a sexta causa de morte no mundo quando analisado somente as DCNT, e

sétima causa de morte no geral. Em 2016 foi responsavel pela morte de 1,6 milhdes de

! Autores afirmam que, com o advento da insulina no tratamento do diabetes mellitus tipo 1, os portadores, que
antes faleciam aos oito anos, poderiam ter expectativa de vida de 30 anos; porém isso seria o suficiente apenas
para desenvolver cegueira, insuficiéncia renal e doenga coronariana (BROWNLEE, 2005). Por isso, os estudos
na area continuam sendo importantes, no sentido de cada vez mais conhecer os mecanismos por tras da doenga e
das suas complica¢des decorrentes.
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pessoas (WHO, 2018). Estimativas apontaram que em 2017, nos Estados Unidos, o custo
anual com os casos de diabetes diagnosticado (~7,6% da populagdo e 9,7% da populacao
adulta) foi em torno de 327 bilhdes de dolares (ADA, 2018).

Atualmente, ha cerca de 463 milhdes de adultos (entre 20 e 79 anos) vivendo com
diabetes, o que corresponde a 9,3% da populacdo mundial para a faixa etdria considerada.
Estudos sugerem que esse nimero aumente para 578 milhdes em 2030 e para 700 milhdes em
2045, representando um incremento no numero de acometidos de 10,2% e 10,9%,
respectivamente. Também ¢ notorio que, atualmente, a maior parte dos acometidos vive em
paises de baixa e média renda, algo em torno de 80% (IDF, 2019).

O estudo realizado por Marinho et al. (2018), utilizando os resultados do Global Burden
of Disease Study 2016 (GBD 2016) referentes ao Brasil, demonstrou que, dentre as 25
principais causas gerais de anos de vida perdidos e de anos vividos com incapacidade, o
diabetes passou da 15* posi¢do nas duas categorias, em 1990, para a 7* causa geral de anos de
vida perdidos e 11% causa de anos vividos com incapacidade em 2016 na populacdo brasileira.

O Brasil ocupou a quinta posi¢do entre os paises com o maior nimero de adultos com
diabetes em 2019 com 16,8 milhdes (IC95% 15,0-18,7) de diabéticos, devendo permanecer na
mesma posi¢ao até 2045 com 26 milhdes (IC95% 23,2-28,7) de diabéticos. Com relagao as
pessoas com mais de 65 anos, o Brasil também ocupa a quinta posi¢gdo em nimero de casos
(6,1 milhoes; IC95% 5,5-6,9), porém deve subir para a quarta posicao (14,9 milhoes; 1C95%
13,4-17,0) em 2045 (IDF, 2019).

Dados divulgados pelo Ministério da Satde, por meio da Secretaria de Vigilancia em
Satide e da Coordenacdo Geral de Informacdes e Analises Epidemiologicas, através do
Sistema de Informacgdes sobre Mortalidade, revelam que dos 1.316.719 o6bitos registrados no
Brasil no ano de 2018, 65.113 (4,9% do total) tiveram como causa CID-BR-10 o diabetes
mellitus. Sendo que, para esta causa de morte, as mais acometidas no ano foram as mulheres
com 53,8% (BRASIL, 2020). O estudo de Malta et al. (2019), também aponta uma maior

prevaléncia do diabetes entre o sexo feminino no Brasil.

1.2.1 Diagnostico do diabetes mellitus

A suspeita de diabetes pode ocorrer sempre que detectada a presenga dos sinais e
sintomas caracteristicos, que incluem a politria, a polidipsia, a polifagia e uma inexplicavel
perda de peso (WHO, 2019), mas também podem ser constatados sintomas mais vagos, tais

como fadiga, letargia, prurido vulvar ou cutaneo, balanopostite e visao turva. A triade classica
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e a perda de peso sdo comuns e bastante frequentes no diabetes mellitus tipo 1, mas ndo
raramente também podem ser observados no diabetes mellitus tipo 2. Isso ocorre porque no
diabetes do tipo 2 a maioria dos acometidos ndo apresentam sintomas e a suspeita s6 ocorre
quando detectada alguma complicacao tardia, tais como proteinuria, neuropatia periférica,
infeccdes de repeticdo e retinopatia (BRASIL, 2013).

Por sua vez, o diagnéstico ¢ baseado na deteccdo de niveis elevados de glicose na
corrente sanguinea dos pacientes. Dessa forma, o critério adotado para o diagnéstico do
diabetes, segundo a ADA (2020), pode ser um dos seguintes: 1) uma glicose plasmatica em
jejum > 126 mg/dL (7 mmol/L), mensurada apdés um periodo de jejum em que ndo houve
nenhuma ingesta calorica por pelo menos 8 h; 2) uma glicemia depois de duas horas > 200
mg/dL (11,1 mmol/L) durante um Teste oral de tolerancia a glicose com a ingesta de uma
carga de glicose anidra (75 g) dissolvida em 4gua; 3) uma hemoglobina glicada (A1C) > 6,5%
(48 mmol/mol); e 4) uma glicose plasmatica aleatéoria > 200 mg/dL (11,1 mmol/L) em
pacientes com sintomas classicos de hiperglicemia ou crise hiperglicémica.

A Tabela 1 contém um resumo dos testes que podem ser utilizados para o diagnostico

do diabetes, de acordo com o contexto diagnostico.

Tabela 1 — Testes utilizados para o diagndstico do diabetes e valores de referéncia
adotados em cada caso.

Teste utilizado para diagnostico do diabetes Valores encontrados
Teste de glicemia em jejum > 126 mg/dL
Teste oral de tolerancia a glicose >200 mg/dL
Teste de hemoglobina glicada (A1C) >6,5%

Teste de glicemia aleatoria quando na presenca de sintomas

>
classicos de hiperglicemia ou crise hiperglicémica 2200 mg/dL

Fonte: Associagdo Americana de Diabetes, 2020.

Ressalta-se que na auséncia de uma inequivoca hiperglicemia, o diagndstico para
diabetes ira requerer dois resultados anormais de testes separados, podendo ser da mesma
amostra ou entdo em duas amostras distintas (ADA, 2020).

Como o diabetes mellitus pode permanecer assintomatico por muito tempo, ¢ de suma
importancia a pesquisa da presenca de fatores de risco, tais como a obesidade, sedentarismo e
uma dieta pouco saudavel, para que haja um diagnostico o mais breve possivel, sendo assim,
recomendado o rastreio populacional (BRASIL, 2013), a fim de detectar tanto aqueles
portadores que ainda ndo foram diagnosticados (ADA, 2020; BRASIL, 2013; HERMAN et
al., 2015), quanto aqueles que apresentam uma tolerancia a glicose diminuida (ADA, 2020;

GONG et al., 2019), que ¢ uma condi¢do pré-diabetes mellitus do tipo 2, onde o individuo
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apresenta valores glicEémicos entre 100-125 mg/dL num teste de glicemia em jejum, ou 140-
199 mg/dL num teste oral de tolerancia a glicose, ou ainda 5,7-6,4 % num teste de
hemoglobina glicada (ADA, 2020; ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001).

Os principais critérios utilizados para o a realizagao do rastreio do diabetes mellitus
entre adultos assintomaticos incluem o excesso de peso (IMC > 25 Kg/m?) associado a um ou
mais fatores de risco, um diagnostico anterior de pré-diabetes ou diabetes gestacional e idade
igual ou superior a 45 anos, conforme pode ser observado na Tabela 2, onde sdo apresentados
0s principais critérios para a realizagdo do rastreamento do diabetes mellitus em adultos

assintomaticos (ADA, 2020).

Tabela 2 — Critérios para o rastreamento do DM em adultos assintomaticos.

1. Independentemente da idade, aqueles que apresentem excesso de peso (IMC > 25 Kg/m®) e um ou
mais fatores de risco, a seguir apresentados:

* Historia de pai ou mée com diabetes;

* Alto risco racial ou étnico (afro-americano, latino, nativo americano, asiatico-americano, etc.);

* Histéria de doenga cardiovascular;

* Hipertensao arterial (> 140/90 mmHg ou em uso de anti-hipertensivos);

* Historia de diabetes gestacional ou de recém-nascido com mais de 4 Kg;

* Dislipidemia: hipertrigliceridemia (> 250 mg/dL) ou HDL-C baixo (< 35 mg/dL);

» Exame prévio de HbAlc >5,7%, tolerancia diminuida a glicose ou glicemia de jejum alterada;

* Mulheres com sindrome de ovarios policisticos;

« Inatividade fisica; e

* Outras condi¢des clinicas associadas com a diminuigdo da sensibilidade a insulina (obesidade severa, acanthosis
nigricans).

2. Pacientes com pré-diabetes devem ser testados anualmente.

3. Mulheres que foram diagnosticadas com diabetes mellitus gestacional devem fazer o teste ao longo da
vida pelo menos a cada 3 anos.

4. Para todos os demais adultos, o rastreio deve comecar a ser feito a partir dos 45 anos.

5. Se os resultados forem normais, o teste deve ser repetido em intervalos minimos de 3 anos,
considerando que uma menor frequéncia de testes pode ser requerida dependendo dos resultados obtidos
e do nivel de risco apresentado.

Fonte: Associacdo Americana de Diabetes (2020) e BRASIL (2013).

1.2.2 Mecanismos fisiopatologicos do diabetes mellitus

Fisiologicamente, o aumento da concentragdo plasmdatica de glicose estimula, no
pancreas, as cé¢lulas B-pancreaticas a secretarem os seus granulos de insulina e também a
promoverem a sintese do hormonio, conforme Figura 1. H4 ainda uma secrecdo basal de
insulina em resposta a glicose proveniente do figado, dessa forma a insulina mantém a
glicemia dentro de uma faixa considerada normal, com valores entre aproximadamente 80 a
90 mg/dL, por processos que favorecem a interiorizacdo da glicose nas células musculares
gerando energia através da glicdlise, além de diversos outros efeitos desempenhados pelo

horménio (NISWENDER, 2011).
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Figura 1 — Regulacao fisiologica da liberacao de insulina nas células p-pancreaticas pelo

aumento na concentra¢io de glicose plasmatica e outros fatores. O aumento na concentragio
plasmatica de glicose é percebido pelas células B-pancreaticas, que a internalizam através do transportador de
glicose (GLUT-2). Uma vez dentro da célula, a glicose (C4H;,0¢) sofre o processo de glicolise dando origem a
duas moléculas de piruvato (C;H403). O piruvato segue para a mitocondria onde ¢ transformado no grupo acetil
que posteriormente se une a coenzima A, originando a AcetilCoA. A AcetilCoA segue para o ciclo de Krebs ¢ a
fosforilagao oxidativa gerando ATP como produto da reacdo. O aumento na concentragdo de ATP, faz com que
haja um aumento na propor¢do ATP/ADP e isso faz com que os canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp)
sejam ativados. Uma vez ativados, os canais de Karp se fecham, impedindo o efluxo dos ions potassio e
ocasionando a despolarizacdo da membrana celular. A despolarizagdo da membrana ocasionada ativa os canais
de calcio dependentes voltagem promovendo o influxo e, consequente, aumento na concentragdo intracelular de
calcio. A elevagdo nos niveis intracelulares de calcio promove a exocitose dos granulos de insulina, promovendo
a liberacdo do hormonio para a corrente sanguinea. Aminoacidos (AA) e acidos graxos (AG) também podem
favorecer a liberagdo de insulina nas células -pancredticas, atuando via ciclo de Krebs. De modo semelhante, a
ativagdo parassimpdtica também favorece a secrecdo de insulina; nesta, a acetilcolina interage com seus
receptores muscarinicos (M3) ativando-os. A subunidade a da proteina Gq, agora ligada a uma molécula de GTP,
ativa a enzima fosfolipase C (FLCP), a qual hidrolisa o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) dando origem ao
diacilglicerol (DAG) e ao inositol 1,4,5-trifosfato (IP;). O IP3 ird se ligar aos receptores de IP3 no reticulo
endoplasmatico, culminando na liberagdo de célcio do reticulo endoplasmatico. Tanto o aumento intracelular de
calcio quanto o DAG amplificam o sinal ativando a proteina cinase C (PKC), esta, por sua vez, passara a
fosforilar canais de calcio dependentes voltagem, favorecendo mais entrada de calcio, ¢ o aumento na
concentragdo intracelular de célcio favorece a liberacdo e a sintese da insulina. A PKC também pode ativar a
adenilato ciclase (AC; evento ndo apresentado na imagem) desencadeando toda a via a jusante. A estimulagao
das células enddcrinas presentes no intestino delgado pela glicose presente na alimentagdo ¢ capaz de promover
a secrecao de incretinas, dentre essas temos o GLP-1 (peptideo semelhante a glucagon 1) que no pancreas se liga
aos seus receptores (GLP-1r), que sdo receptores metabotrdpicos acoplados a proteina G. A subunidade o da
proteina Gs ligada a uma molécula de GTP ativa a enzima AC que catalisa a conversao de ATP em AMP ciclico
(AMPc). O aumento na concentragao intracelular de AMP ativa a proteina cinase dependente de AMP (PKA),
esta por sua vez ira fosforilar canais de célcio promovendo o aumento do calcio intracelular (evento ndo
mostrado) favorecendo a secregdo e sintese de insulina. Também, sabe-se que o GLP-1 ao atingir a circulagdo
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porta hepatica pode estimular aferéncias vagais presentes no 6rgdo aumentando a atividade eferente vagal no
pancreas. Por fim, a ativacdo simpatica consegue inibir a liberagdo e sintese de insulina ao estimular os
receptores o-adrenérgicos (aa,) presentes nas células [B-pancredticas. Esses também s3o receptores
metabotropicos acoplados a proteina G. A subunidade a da proteina Gi ligada a uma molécula de GTP inibe a
enzima AC impedindo que ela catalise a conversdo de ATP em AMPc, interrompendo a via a jusante. Imagens:
Google Imagens” e Servier Medical Art. Fonte: O autor.

Quando em excesso, a glicose passa a ser estocada através do processo de glicogénese
nos musculos e no figado, dando origem ao glicogénio (NISWENDER, 2011). Ainda
podemos observar o processo de lipogé€nese, que ocorre, por exemplo, quando temos uma
dieta rica em carboidratos, onde o excesso ¢ transformado em 4acidos graxos utilizando a
Acetil-CoA, proveniente do piruvato gerado na glicélise que entrou no ciclo de Krebs. Devido
ao aumento nos niveis de ATP, o ciclo de Krebs ¢ interrompido e a Acetil-CoA ¢é condensada
com o oxaloacetato dando origem ao citrato. A partir do citrato, fora da mitocondria, o figado
passa a sintetizar 4cidos graxos e a liberar lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL, do
inglés very low density lipoprotein) na corrente sanguinea, as quais serdo estocadas em forma
de triacilglicerol no tecido adiposo branco (HAN et al., 2016).

A insulina desempenha seu papel ao se ligar aos receptores de insulina, que sdo
receptores transmembrana do tipo tirosina cinase, presentes em diversos tecidos e o0rgaos,
como por exemplo, nas células da musculatura esquelética e nos adip6citos, o que culmina
numa cascata intracelular de segundos mensageiros que ao final favorecem a captagdo de
glicose. Assim, no musculo esquelético a insulina estimula a transloca¢do de GLUT-4 para a
membrana celular, o que favorece a entrada da molécula de glicose para o interior dessas
células para ser oxidada no processo de glicolise e formacdo de ATP (JENSEN; MEYTS,
2009; TANIGUCHI; EMANUELLI; KAHN, 2006; THEVIS; THOMAS; SCHANZER,
2010).

A ocorréncia do diabetes do tipo 1 € associada com processos autoimunes, onde o
proprio sistema imunolédgico do paciente passa a destruir suas proprias células B-pancreaticas,
prejudicando assim a produg¢do e consequente liberagdo de insulina, o que resulta em
hiperglicemia. Representa 5 a 10% dos casos de diabetes e sua ocorréncia ¢ principalmente
entre criancas e adolescentes, mas podendo ocorrer também entre adultos, embora nesta
ultima fase ndo seja muito comum (ADA, 2020; ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS,
2014; DIMEGLIO; EVANS-MOLINA; ORAM, 2018). Uma libera¢do aumentada de
glucagon, hormoénio contrarregulador, pelas cé€lulas a-pancreéticas devido a falta do efeito

inibitorio exercido pela insulina também contribui para a manuten¢ao da hiperglicemia
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observada, tanto devido ao processo de gliconeogénese como ao processo de glicogenolise,
estimulados pelo glucagon no figado (KULINA; RAYFIELD, 2016).

Embora seja aceito que o diabetes tipo 1 seja uma condi¢ao autoimune, outras hipoteses
também sdo consideradas para a ocorréncia do diabetes tipo 1 e estudos tem buscado
compreender melhor a associacdo delas com a ocorréncia da doenga. Dentre essas hipdteses
podemos citar as infec¢des virais por enterovirus (DIMEGLIO; EVANS-MOLINA; ORAM,
2018) e defeitos funcionais no sistema imunoldgico, nas células B-pancreaticas, na medula
Ossea ¢ no timo que, de forma coletiva, podem contribuir para o surgimento da doenga
(ATKINSON; EISENBARTH; MICHELS, 2014).

Por sua vez, o diabetes tipo 2 ¢ um dos mais comuns distirbios metabolicos, onde,
diferentemente do tipo 1, o pancreas ainda ¢ capaz de secretar insulina; contudo, observa-se
uma diminui¢do de sensibilidade das células-alvo ao hormonio secretado, prejudicando assim
a captacdo da glicose pelas células e uma constante hiperglicemia pode ser observada. Além
disso, essa diminui¢do da sensibilidade a insulina e a hiperglicemia resultante conduzem a
uma inadequada secre¢@o de insulina compensatoria (GALICIA-GARCIA et al., 2020).

Fatores ambientais e genéticos estdo implicados no surgimento do diabetes tipo 2, muito
embora os fatores genéticos ndo sejam tdo determinantes, uma vez que s6 exercem tal fungao
quando os fatores ambientais estdo presentes. Como, por exemplo, a exposi¢ao a um ambiente
obesogénico, isto ¢, quando o individuo apresenta comportamento sedentdrio aliado ao
consumo excessivo de aglcar e gordura, os fatores genéticos possuem maiores efeitos
(CHATTERIJEE; KHUNTI; DAVIES, 2017). E, esse ambiente obesogénico ndo ¢ muito
dificil de ocorrer nos dias atuais onde o avanco tecnologico favoreceu o sedentarismo na
sociedade, impulsionando o aumento em novos casos de doengas cronicas, como o diabetes
(BULL; BAUMAN, 2011; ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001).

Dessa forma, o diabetes tipo 2 estd mais associado ao estilo de vida (sedentarismo e
obesidade abdominal), apresentando assim fatores de risco modificaveis (obesidade, baixa
atividade fisica e uma dieta pouco saudavel). Representa cerca de 90 a 95% dos casos e ocorre
mais comumente em adultos (ADA, 2020; GALICIA-GARCIA et al., 2020). Geralmente,
quando diagnosticado os pacientes ja apresentam uma perda de até 50% das células B-
pancreaticas. Contudo, quando esse tipo de diabetes ocorre em pacientes jovens (entre 10 a 17
anos de idade) a perda das células B-pancredticas observada ¢ mais rapida (CHATTERIJEE;
KHUNTI; DAVIES, 2017).

As principais caracteristicas do diabetes tipo 2 incluem diminui¢do da sensibilidade a

acdo da insulina, hiperinsulinemia e faléncia gradual das células P-pancreaticas
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(CHATTERJEE; KHUNTI; DAVIES, 2017). Tudo isso ¢ explicado pelo fato de que, nesse
contexto de hiperglicemia instaurado, as células B-pancreéticas ndo s6 continuam a secretar
insulina, como propende a aumentar a secre¢do do hormonio para tentar obter € manter uma
normoglicémia, uma vez que os niveis circulantes de glicose continuam altos, o que propicia
um ambiente hiperinsulinémico (REAVEN, 1988).

Nesse contexto, frente a alta concentracdo de glicose na corrente sanguinea, que
estimula o fator de transcricdo ChREBP (proteina de ligacao do elemento de resposta sensivel
a carboidratos), e também a hiperinsulinemia que se instaura, estimulando o fator de
transcricdo SREBP-1c (proteina 1c ligadora do elemento regulatorio de esterol), o processo de
lipogénese ¢ super estimulado no figado, aumentando a produgdo de acidos graxos livres.
Ocorre também actimulo de triglicerideos hepaticos, uma vez que a obesidade e a diminui¢ao
da sensibilidade a acao da insulina pelos adipocitos resultam em um aumento da liberagao de
acidos graxos livres (BROWNING; HORTON, 2004).

Além disso, com o passar do tempo (anos) e com a evolugdo natural da doenga, a
supereficiéncia evocada nas células B-pancreaticas pode ocasionar uma diminui¢ao da massa
dessas células. Quando as células B-pancreaticas entram em processos de apoptose, ¢ até
mesmo perda de seu fendtipo diferenciado, o paciente, além de apresentar a diminuigdo a acao
da insulina ja relatada anteriormente, passa a apresentar também um prejuizo na secrecao da
insulina (BENSELLAM; JONAS; LAYBUTT, 2018; CHRISTENSEN; GANNON, 2019;
GALICIA-GARCIA et al., 2020; REMEDI; EMFINGER, 2016). Nessa situagdao o uso de
insulina exdgena ¢ aconselhado para obtencdo do adequado controle da hiperglicemia
(BRASIL, 2013; ZIMMET; ALBERTI; SHAW, 2001).

Aliado a i1sso, muito mais possivelmente devido a uma perda da inibi¢do da insulina
sobre as células a-pancredticas do que a falta da producdo de insulina impossibilitando seu
efeito inibitorio nessas células, evento este que s6 ocorre em fases mais avangadas da doenga,
no diabetes tipo 2 observa-se um quadro de hiperglucagonemia, concomitante a
hiperglicemia. Esse quadro ¢ observado tanto em periodos de jejum como no pds-prandial,
contribuindo para o contexto hiperglicémico observado no diabetes, uma vez que o glucagon
induz a producdo hepatica de glicose (HEDERSDAL et al., 2018; KULINA; RAYFIELD,
2016).

Além do pancreas, no desenvolvimento do diabetes tipo 2 diversos outros 0rgdos e
tecidos também estdo envolvidos, como figado (PETERSEN et al., 2005), musculo
esquelético (PETERSEN et al., 2007), tecido adiposo (PITYA; MCTERNAN; KUMAR, 2013)
e o intestino delgado (PURANDARE; PHALGUNE; SHAH, 2019; RUBINO et al., 2006).
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Também o efeito das incretinas, as alteragdes no colon, a desregulagdo imunoldgica, os
processos inflamatdrios e as alteragdes da microbiota intestinal vém se mostrando importantes
na fisiopatologia e sdo estudados como potenciais alvos terapéuticos (CHATTERIJEE;
KHUNTI; DAVIES, 2017).

A insulina em altas concentra¢des plasmaticas em portadores do diabetes também atua
no nucleo arqueado do hipotadlamo aumentando a ativacdo do sistema nervoso simpatico,
consequentemente, ativagao de processos que culminardo em aumento da retencao de sodio e
agua elevando a pressdo arterial desses pacientes. Por ser uma ativacdo de forma cronica,
favorece o desenvolvimento da hipertensdo arterial (SALVETTI et al., 1993; SILVA et al.,
2020). E também contribui para a ocorréncia da hipertensdo o enrijecimento dos vasos
sanguineos, decorrente do efeito anabdlico da insulina sobre o espessamento da parede dos
vasos, o que dificulta os processos de vasorrelaxamento e vasoconstrigdo (CERNES;
ZIMLICHMAN; SHARGORODSKY, 2008; STEHOUWER; HENRY; FERREIRA, 2008;
WESTERBACKA; YKI-JARVINEN, 2002).

Por fim, a diminuigdo da sensibilidade a insulina estd presente na obesidade. Na década
de 80, Reaven (1988), observou que ela era o vinculo existente entre a obesidade e as outras
doencas associadas a obesidade. Assim, a presenca da obesidade juntamente com a
diminui¢do da ag¢do da insulina, intolerdncia a glicose, aumento na pressdo sanguinea,
hiperglicemia, hiperinsulinemia, aumento plasmatico de VLDL e diminuicao de lipoproteinas
de alta densidade (HDL, do inglés high density lipoproteins) caracterizava a presenga da
Sindrome X e significava um aumento no risco para o desenvolvimento de complicagdes
cardiovasculares.

Atualmente, a Sindrome X ¢ conhecida como Sindrome metabdlica e a sua presenga,
além dos riscos cardiovasculares, também aumenta o risco para o desenvolvimento do
diabetes e da aterosclerose, sendo constatada quando trés ou mais critérios sdo atingidos: 1)
obesidade abdominal, verificada pela circunferéncia da cintura, nos homens > 102 cm e nas
mulheres > 88 cm; 2) hipertrigliceridemia, valores > 150 mg/dL; 3) colesterol HDL, valores <
40 mg/dL (em homens) e < 50 mg/dL (em mulheres); 4) hipertensdo, valores pressoricos >
130/85 mmHg; e 5) glicemia em jejum alterada, valores > 100 mg/dL (HUANG, 2009;
SWARUP et al., 2021).
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1.3 Diabetes experimental utilizando estreptozotocina

A estreptozotocina (STZ) ¢ um antibidtico extraido e purificado a partir de Streptomyces
achromogenes, uma bactéria gram-positiva, que também possui acao como agente
antineoplésico alquilante (HERR; JAHNKE; ARGOUDELIS, 1967; JUNOD et al., 1967). Em
1963, Rakieten, Rakieten e Nadkarni relataram a capacidade diabetogénica da STZ ao
realizarem sua administra¢ao por via intravenosa em caes e ratos. Essa capacidade ¢ explicada
pela acdo citotoxica especifica, rapida e irreversivel que a STZ apresenta sobre as células -
pancreaticas (JUNOD et al., 1967). Isso a tornou um dos principais compostos utilizados para
a indugdo de diabetes experimental em roedores (SZKUDELSKI, 2001).

STZ ¢ uma glicosamina-nitrosureia que possui estrutura quimica semelhante a glicose
(SZKUDELSKI, 2001), que teve a sua estrutura quimica elucidada por Herr, Jahnke e
Argoudelis, (1967). Conforme pode ser observado na Figura 2, hd uma substituicdo do C2 da
molécula 2-deoxy-D-glucose por um grupamento N-methyl-N-nitrosourea (BOLZAN;
BIANCHI, 2002). Devido a essa semelhanca com a molécula de glicose, a STZ consegue
facilmente ser captada pelas células B-pancredticas através de GLUT-2 expressos nessas

células (SZKUDELSKI, 2001).
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Figura 2 — Estrutura quimica e formula molecular da 2-Deoxy-2-(3-methyl-3-

nitrosoureido)-D-glucopyranose (CsH;sN307) e da 2-Deoxy-D-glucose (C¢H;205). Fonte: O
autor, a partir de dados disponiveis em https://www.merckmillipore.com/, Merck KGaA® (2021).
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Uma vez dentro das células B-pancreaticas a STZ exerce sua agdo citotoxica, além da
geracdo de radicais livres, por promover a alquilagdo do DNA celular juntamente com a
ativacdo da enzima nuclear Poli (ADP-ribose) polimerase, essas agdes sao responsaveis por
depletar o NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo) nessas células, isso ocasiona a redugao
dos niveis de ATP e, finalmente, acaba por inibir tanto a sintese como a secrecdo de insulina
(BENNETT; PEGG, 1981; BOLZAN; BIANCHI, 2002).

A severidade do diabetes induzido pela STZ ¢ melhor observada através da anéalise do
conteudo de insulina pancreatica por técnicas de radioimunoensaio, contudo, por ser de mais
facil acesso e mais econdmico, ¢ comum utilizar os valores glicémicos para constatar a
indugdo do diabetes nos animais apés a administragio de STZ. E possivel observar
hipoglicemia e hiperinsulinemia nos animais 7 h apds a administracdo da STZ. Somente 24h
apos a administracdo os valores glicémicos se elevam consideravelmente, momento em que se
observa uma irreversivel redu¢do do conteudo de insulina pancreatica (perda de mais de
95%), a qual nao retorna mais aos valores basais, pré-administracio de STZ. Por sua vez,
quando comparado com a hiperglicemia observada 24 h apo6s a administragdo de STZ,
observa-se uma leve flutuagcdo nos valores glicémicos, sem contudo os animais deixarem de
ser hiperglicémicos, hd uma leve queda 7 dias apds o tratamento, mas no 28° dia retorna a
valores proximos aos observados no tempo 24 h (JUNOD et al., 1967).

Além da obtencdo de um diabetes semelhante ao diabetes mellitus do tipo 1 (JUNOD et
al., 1967), a administracdo de STZ também pode ser utilizada para mimetizar um estado
semelhante ao que ocorre no diabetes mellitus do tipo 2, seja pela administragao de STZ em
ratos neonatos (ver BAIG; PANCHAL, 2020), seja pela sua administragdo multipla em
roedores em baixas doses, associado a dieta rica em gorduras (ANSARI;
GOPALAKRISHNAN; KURIAN, 2019; NATH; GHOSH; CHOUDHURY, 2017).

Ainda diversos outros meios podem ser utilizados para a obtencdo de um diabetes
experimental, tais como a utilizagdo da aloxana, que também ¢ um analogo toxico da glicose,
e que teve em 1943 reportada pela primeira vez a sua capacidade diabetogénica (DUNN;
MCLETCHIE, 1943); sendo comumente utilizada para a obten¢do de um diabetes semelhante
ao diabetes mellitus do tipo 2 (ALTAN et al., 1994; SRINIVAS, 2014). Ha ainda alguns
autores que demonstraram que a administrag¢ao intraperitoneal de glutamato monossodico em
ratos da linhagem SHR neonatos também ¢ capaz de desenvolver nestes, quando na fase
adulta, um estado de diabetes semelhante ao diabetes mellitus do tipo 2 associado com a

manifestagdo de sindrome metabolica (IWASE et al., 1998).
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Também podem ser utilizados modelos animais de diabetes experimental baseados na
programacao fetal, onde intervengdes durante a gestacdo induz nos fetos o desenvolvimento
de sintomas similares ao diabetes, quando estes alcangam a fase adulta (SIMMONS;
TEMPLETON; GERTZ, 2001). Outros meios de obtencdo de diabetes experimental em
animais incluem o uso de modelos genéticos, que podem mimetizar tanto o diabetes mellitus
do tipo 1 quanto do tipo 2 (AL-AWAR et al., 2016), ou mesmo modelos que se baseiam na
dieta utilizada, isto ¢é, oferecendo aos animais dietas com elevados teores de carboidratos e/ou

gorduras, que mimetizam habitos alimentares nao saudaveis (HEYDEMANN, 2016).

1.4 Complicacoes do Diabetes mellitus

Os sintomas caracteristicos do diabetes incluem a poliuria, a polidipsia, a polifagia e a
perda de peso. Como manifestagdes clinicas agudas mais graves estio a cetoacidose diabética
e o estado hiperglicémico hiperosmolar, que podem levar a desidratagdo, ao coma e, quando
ndo adotada as medidas de tratamento adequadas, a morte (WHO, 2019). A outra complicag¢dao
aguda do diabetes ¢ a hipoglicemia (glicose sanguinea < 60 mg/dL), a qual pode chegar a um
quadro de hipoglicemia severa (glicose sanguinea < 40 mg/dL). O quadro de hipoglicemia ¢
decorrente do tratamento continuo da hiperglicemia e esta associado a um aumento de duas a
trés vezes na mortalidade. A hipoglicemia ocorre aproximadamente em 30 a 40% dos
pacientes com diabetes tipo 1 e em aproximadamente 10 a 30% dos pacientes com diabetes
tipo 2 que utilizam insulina exdgena para o tratamento do diabetes (FRIER, 2014;
UMPIERREZ; KORYTKOWSKI, 2016; WEXLER et al., 2007).

Todavia, assim como sdo preocupantes os quadros agudos de hipoglicemia, também
chamam aten¢do a instauracdo cronica de um estado hiperglicémico ndo controlado e seus
prejuizos decorrentes, uma vez que os niveis de glicose ndo controlados estdo associados a um
aumento da mortalidade e da carga de doencas cardiovasculares (NAVARRO-PEREZ et al.,
2018). Nao obstante, a adesdo a um tratamento apropriado que controle os niveis glicémicos
também ¢ capaz de prevenir essas complicagdes cronicas, isto ¢, tanto as doengas
microvasculares (DCCT RESEARCH GROUP, 1993, 1994) como as doengas
macrovasculares (NATHAN et al., 2003, 2005), mas isso apenas em pacientes com diabetes
tipo 1. Entre os pacientes com diabetes tipo 2, o controle glicémico ¢ capaz de diminuir
apenas o risco de complicagdes microvasculares, mas ndo das macrovasculares (UKPDS,

1998).
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Conforme esquematizado na Figura 3, a explicagdo para essa aparente dualidade ¢ que
muitas vias moleculares que levam ao aumento do estresse oxidativo, inflamacao e disfun¢ao
endotelial sdo influenciadas pela hiperglicemia (ver FORBES; COOPER, 2013). E se
examinarmos um pouco mais, perceberemos que a disfungdo endotelial® é encontrada no
inicio tanto dos prejuizos microvasculares quanto dos macrovasculares (SHI; VANHOUTTE,
2017); porém, enquanto figura como um dano obrigatério no desenvolvimento das
complicagdes microvasculares, atua apenas como um dano introdutério para as
macrovasculares, uma vez que outros fatores de risco, tais como dislipidemia e hipertensao
arterial (YAMAZAKI; HITOMI; NISHIYAMA, 2018), assim como a idade atual do portador,
a idade quando foi diagnosticado e o tempo de duragdo do diabetes (ZOUNGAS et al., 2014),
também desempenham importante papel na progressdo das complicagdes macrovasculares
(FORBES; COOPER, 2013).

O diabetes consegue ainda influenciar negativamente demais fatores de risco
cardiovasculares. Em suma, o tabagismo, a obesidade central, a hipertensdo, a
hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia sdo exemplos de fatores de risco para o
desenvolvimento de doengas cardiovasculares que sdo agravados pelo diabetes (KHAMAISI
et al., 2003), uma vez que elementos presentes no diabetes aceleram o dano ocasionado pelos
fatores de risco citados. Exemplos desses elementos sdo: a inflamacdo cronica (proteina C
reativa e interleucina-6) (PRADHAN et al., 2001), a disfungdao endotelial (SHI;
VANHOUTTE, 2017), a susceptibilidade genética (KHAMAISI et al., 2003), os produtos
finais de glicosilacdo avancada — PGAs (SINGH et al., 2014), e a elevacdo dos niveis do
inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 — PAI-1 (LYON; HSUEH, 2003) e do
fibrinogénio (BEMBDE, 2012).

> Uma melhor descricio do endotélio e da disfungdo endotelial decorrente do estado de hiperglicemia sera
apresentada no topico 1.5.7 Disfungdo endotelial, p. 52.
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Figura 3 — Fatores que previnem e que desencadeiam as complica¢c6es microvasculares e

macrovasculares no diabetes mellitus tipo 1 e no diabetes mellitus tipo 2. Devido a
hiperglicemia, tanto no diabetes mellitus tipo 1 quando no diabetes mellitus tipo 2, observa-se a disfung@o
endotelial como precursora das complicagdes microvasculares e macrovasculares. O tratamento com insulina
exogena ¢ capaz de prevenir a disfun¢do endotelial, consequentemente previne o aparecimento das complicagdes
microvasculares ¢ macrovasculares oriundas da disfun¢do endotelial. Todavia, diferentemente do que ¢é
observado para o diabetes mellitus do tipo 1 onde a disfun¢@o endotelial aparece como principal fator para a
ocorréncia das disfungdes vasculares, no diabetes mellitus tipo 2 percebe-se a presenca concomitante de outros
fatores de risco que podem gerar complicagdes macrovasculares, como a dislipidemia, a hipertensdo arterial, o
tabagismo e a obesidade central, os quais também sdo agravados pelo proprio diabetes. Aliado a esses fatores de
risco, tem-se também as proprias especificidades do diabetes, como a idade atual do portador, a idade quando foi
diagnosticado e o tempo de duracdo do diabetes. A aterosclerose por si s6 ja funciona como um processo
patologico primario que predispde a ocorréncia de complicagdes macrovasculares, sendo que na presenca do
diabetes mellitus essa predisposi¢do torna-se ainda maior. Dessa forma, apenas o tratamento com insulina no
diabetes mellitus tipo 2, ndo é capaz de prevenir as complicagdes macrovasculares, sendo necessaria também a
atuacdo também nos demais fatores de risco presentes. Db — diabetes mellitus tipo 2; e I — tratamento com
insulina exdgena. Imagens: Hospital Israclita A. Einstein®, Google Imagens” e Servier Medical Art. Fonte: O
autor.

Estudos afirmam que anualmente adultos com diabetes apresentam o dobro da taxa de
morte quando comparados com adultos nao diabéticos, consolidando o fato de que o diabetes,
independentemente do tipo, aumenta o risco relativo de morbidade. Por exemplo, esse
aumento ¢ de 40 vezes para amputagdes, 20 vezes para cegueira, 25 vezes para doenga renal
cronica em estagio final, 2 a 5 vezes para infarto agudo do miocardio e 2 a 3 vezes para

acidente vascular cerebral (DONNELLY et al., 2000).
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Dados recentes demonstram que metade das pessoas que possuem diabetes (50,1%)
ainda ndo foram diagnosticadas, ou seja, os portadores desconhecem sua condi¢do (IDF,
2019, p. 43), e estando estes mais sujeitos aos riscos ¢ complicagdes decorrentes do diabetes
descontrolado (ASMELASH et al., 2018). Porém, a falta de diagnostico nao ¢ tdo recente
assim, estudos ja demonstram que ha muito tempo isso ¢ recorrente (BEAGLEY et al., 2014;
HOME, 2003; KING; REWERS, 1993), além do que, também se soma a esse grupo de risco
os casos diagnosticados que sao mal controlados (CREVEL; VIJVER; MOORE, 2017).

Estudos demonstram altas taxas de inadequado controle do diabetes (MIRZAEI et al.,
2020), isto €, hemoglobina glicada (HbA1c) > 7% para adultos (ADA, 2020, p. S71), e que os
portadores de diabetes descontrolado apresentam maiores prejuizos decorrentes do diabetes
do que aqueles que conseguem atingir as metas glicémicas (ADVANCE, 2008; CARVALHO
et al., 2021; GADE et al., 2003; HADAEGH et al., 2008). Além do controle glicémico por
medidas farmacoldgicas, a associagcdo com intervengdes ndo-farmacologicas, como adogdo de
uma dieta balanceada, a pratica orientada de exercicios fisicos e o abandono do tabagismo,
contribui para a redu¢do do risco de doencas cardiovasculares e complicagdes
microvasculares em pacientes com diabetes mellitus tipo 2 (GZADE et al., 2003; HUANG et
al., 2017).

Em suma, a incapacidade de produzir a insulina, ou de utilizd-la, faz com que a
concentracdo de glicose se mantenha elevada na corrente sanguinea. Em longo prazo, tal
descontrole pode causar lesdes em oOrgdos-alvos (IDF, 2019), como os olhos (CHEUNG;
MITCHELL; WONG, 2010), os nervos (CALLAGHAN et al, 2020), a pele
(QUONDAMATTEO, 2013), os rins (SELBY; TAAL, 2020) ¢ os pés (MISHRA et al., 2017).
Essas lesdes implicam no desenvolvimento de incapacitagdes e complicagdes potencialmente
mortais, tais como: doenga cardiovascular, neuropatia, retinopatia e nefropatia (IDF, 2019).
Além disso, o diabetes também pode desencadear disfuncdes sexuais (BARGIOTA et al.,
2011; VARKONYI; KEMPLER, 2014) e doenga periodontal (KOCHER et al., 2018), dentre

varias outras complicagoes.

1.5 Prejuizos cardiovasculares no diabetes mellitus

O primeiro estudo que demonstrou a contribuicdo do diabetes para a ocorréncia de
doengas cardiovasculares data de 1979 (antes havia apenas relatos) e utilizou os dados
coletados pelo Framingham Study (KANNEL; MCGEE, 1979), desde entdo muito ja foi

descoberto. Hoje sabemos que as complicagdes cronicas do diabetes envolvem tanto as
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doengas microvasculares (DCCT RESEARCH GROUP, 1993, 1994) como as doencas
macrovasculares (NATHAN et al., 2003, 2005).

As doencas microvasculares sao especificas do diabetes e incluem a neuropatia
diabética, a retinopatia diabética e a nefropatia diabética (CALLAGHAN et al., 2020;
CHEUNG; MITCHELL; WONG, 2010; DONNELLY et al., 2000; SELBY; TAAL, 2020).
Por sua vez, as doencas macrovasculares ndo sdo especificas do diabetes, apenas sendo
agravadas quando na presenca deste, € sao as que mais contribuem para a morbimortalidade
ocasionada pelo diabetes. Sdo exemplos de complicagdes macrovasculares do diabetes: a
doenga arterial coronariana, o acidente vascular cerebral, a disfungdo erétil e a doenga arterial
periférica (DONNELLY et al., 2000; HUANG et al.,, 2017, SARWAR et al., 2010;
VARKONYI; KEMPLER, 2014). E sabe-se que a aterosclerose é o processo patologico
primdrio associado a todas essas complicagdes citadas (KATTOOR et al., 2017), sendo que o
diabetes propicia fatores capazes de acelerar a propria aterosclerose (LUNDER; JANIC;
SABOVIC, 2019).

Por vezes, também pode ocorrer das complicacdes microvasculares se somarem as
complica¢des macrovasculares e desencadear outros agravos. Como exemplo, podemos citar
as ulceras no pé e a amputacao deste, condigdes estas que podem ser resultantes tanto de uma
neuropatia diabética, como de uma doenga arterial periférica, ou ainda de ambas. Destaca-se
que as duas complicagdes citadas (Glceras e amputagdo) sdo bastante comuns nos pacientes
diabéticos e figuram como importantes causas de morbimortalidade entre os acometidos
(ADA, 2020; FORBES; COOPER, 2013).

Mas quais mecanismos estdo por tras dessas complicacdes micro e macrovasculares
ocasionadas pela exposicao prolongada as altas concentragdes de glicose? De modo geral, a
literatura demonstra que sdao diversos mecanismos moleculares que estdo por trds da
ocorréncia dessas complicacdes (BROWNLEE, 2005), mecanismos estes que influenciados
por determinantes genéticos da suscetibilidade individual s3o capazes de determinar a
extensdo do dano ocasionado ao tecido diabético (GIACCO; BROWNLEE, 2010).

Em suma, o questionamento realizado acima possui diferentes respostas, uma vez que
diferentes mecanismos estdo envolvidos na génese das complicagdes micro e
macrovasculares. A via dos poliodis, os produtos finais de glicosilacao avancada, a ativacao da
proteina cinase C, a via da hexosamina e o estresse oxidativo podem contribuir de forma
importante nos mecanismos fisiopatologicos das complicagdes microvasculares
(BROWNLEE, 2005; LUNDER; JANIC; SABOVIC, 2019), sendo que a produgéo do radical

anion superoxido (O,") pela cadeia de transporte de elétrons mitocondrial é tida como a base
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desses diferentes mecanismos patogénicos que a hiperglicemia induz (GIACCO;
BROWNLEE, 2010).

Ja no que se refere as complicagdes macrovasculares, parece que quem desempenha o
papel principal para a ocorréncia delas ¢ o aumento da oxidacao dos acidos graxos (GIACCO;
BROWNLEE, 2010), uma vez que a propria resisténcia a insulina per se ja aumenta o risco de
doenga cardiovascular em individuos com tolerancia normal a glicose (YIP; FACCHINI;
REAVEN, 1998).

Estudos evidenciam que mesmo na auséncia da hiperglicemia, a resisténcia a insulina ja
¢ capaz de promover aterogénese, pois faz com que os adip6citos aumentem a liberacdo de
acidos graxos livres na corrente sanguinea a partir dos triglicerideos armazenados.
Experimentos demonstram que nas cé€lulas endoteliais da artéria aorta, sem a presenga de
insulina e expostas a concentragdes de acidos graxos semelhantes as encontradas no contexto
de resisténcia a insulina, hd aumento na oxidacdo dos 4cidos graxos, que consequentemente
induz aumento na produgao de superdxido. O superdxido, por sua vez, & capaz de ativar sinais
pro-inflamatoérios, os quais também sdo ativados num contexto de hiperglicemia, e inativar a
sintase da prostaglandina I2 (ciclooxigenase; COX) e a sintase do 6xido nitrico endotelial
(eNOS), ambas, além de envolvidas no processo de relaxamento vascular, sdo enzimas
antiaterogénicas (DU et al., 2006).

A disfun¢do endotelial associada ao diabetes estd diretamente envolvida com a génese
das complicacdes vasculares diabéticas (SHI; VANHOUTTE, 2017), sendo que diversos
estudos em humanos ja demonstraram sua presenca entre os diabéticos. Podemos citar o
estudo de Waring et al. (2006), que buscava avaliar se a administragdo de acido urico (agente
antioxidante) seria capaz de melhorar a disfuncdo endotelial presente em pacientes com
diabetes tipo 1 e em fumantes, por ambos fazerem parte de grupos que t€ém aumento do
estresse oxidativo, consequentemente excesso de atividade de radicais livres. Nesse estudo, os
autores conseguiram demonstrar melhoras na fun¢do endotelial com a utilizagao do &cido
urico. Contudo, para além desse resultado encontrado, também ¢ perceptivel no estudo que
tanto os pacientes diabéticos como o grupo fumante possuiam acentuada disfun¢do endotelial,
caracterizada pela avaliacdo do fluxo sanguineo apds administragdo de doses crescentes de
acetilcolina. Ambos os grupos ainda apresentaram respostas semelhantes ao grupo controle
quando utilizado o nitroprussiato de sodio, demonstrando a presenca apenas do prejuizo
endotelial e ndo na maquinaria contratil da musculatura lisa vascular.

No que se refere aos pacientes com diabetes tipo 2, podemos citar o estudo conduzido

por McVeigh et al. (1992), que buscou investigar as respostas vasculares dependentes e
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independentes do endotélio nesses pacientes. Os autores demonstraram, através da avaliacdo
do fluxo sanguineo, tanto a disfuncdo endotelial, quando administrada doses crescentes de
acetilcolina, como também prejuizos na musculatura lisa vascular, quando administrada doses
crescentes de trinitrato de glicerina.

A disfuncao endotelial ja ¢ tdo bem estabelecida entre os diabéticos que serve de base
para estudos que procuram demonstrar o efeito benéfico de determinadas intervengdes
farmacologicas na melhoria desse prejuizo. Como exemplo, podemos citar o estudo de
Mather, Verma e Anderson (2001), que buscou demonstrar o efeito benéfico da metformina,
atualmente farmaco de escolha para o tratamento do diabetes tipo 2, sobre a disfungdo
endotelial de pacientes diabéticos. Nesse estudo a utilizagdo de metformina durante trés meses
foi capaz de melhorar a resposta vascular dependente do endotélio quando comparado com o
uso do placebo em pacientes também diabéticos, avaliado pelo fluxo sanguineo apods a
administracao de doses crescentes de acetilcolina.

Por fim, cabe ressaltar que parece haver diferenca entre sexos na ocorréncia das
complicagdes micro e macrovasculares, enquanto os homens tendem a apresentar maior risco
para a ocorréncia de complicagcdes microvasculares associadas ao diabetes, as mulheres
diabéticas sofrem maiores consequéncias das complicacdes macrovasculares. Fato
interessante este, posto que, durante grande parte de suas vidas, as mulheres possuem risco
muito menor para doengas micro € macrovasculares quando comparado com os homens,
sendo essa protecdo comumente atribuida a presenca dos hormodnios sexuais. De certa forma,
possuir diabetes parece ser mais prejudicial as mulheres, j4 que confere maior risco de
complicagdes vasculares nestas (para revisao ver MARIC-BILKAN, 2017).

Por sua vez, no que se refere as doencgas cardiovasculares e aos eventos cardiovasculares
agudos’, para as suas ocorréncias os fatores de risco comportamentais figuram como os
principais. E sabe-se que os efeitos desses fatores comportamentais de risco se manifestam
através do aumento na pressdo arterial, de hiperlipidemia, do ganho de peso excessivo e da
elevacao dos valores glicémicos. Dessa forma, podemos perceber que o diabetes também
figura como um dos principais fatores de risco para a ocorréncia de doengas cardiovasculares

e dos eventos cardiovasculares agudos, sendo assim de suma importancia o seu correto

3 Segundo a Organizagio Pan-Americana da Saude (2021), as doengas cardiovasculares configuram como um
grupo de doengas que acometem o coragdo e/ou 0s vasos sanguineos, tais como: doenga coronariana, doenga
cerebrovascular, doenca arterial periférica, doenga cardiaca reumatica, cardiopatia congénita, trombose venosa
profunda e embolia pulmonar. Por sua vez, os ataques cardiacos e os acidentes vasculares cerebrais sdo
caracterizados apenas como eventos agudos e que comumente estdo ocasionados a presenca de placas de ateroma
que impedem o fluxo sanguineo para o coragao e o cérebro, respectivamente.
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tratamento do diabetes para a reducdo do risco cardiovascular e preven¢do de ataques
cardiacos e acidentes vasculares cerebrais (OPAS, 2021).

Uma vez que ja ¢ sabida a associagdo existente entre o diabetes e as doengas
cardiovasculares e seus eventos agudos, no proximo topico discorreremos um pouco mais
sobre o comprometimento dos vasos sanguineos devido a sua exposicdo ao contexto
hiperglicémico. Contudo, antes de iniciarmos o proximo topico, detalharemos algumas das
bases fisiopatoldgicas das complicagdes microvasculares e macrovasculares observadas no

diabetes mellitus.

1.5.1 Via do polidis (sorbitol)

Uma das vias alternativas para a glicose livre, principalmente em contextos
hiperglicémicos, ¢ a via do poliol que, ao final do processo, a transforma em frutose. Duas
enzimas sdo determinantes nesse processo: a aldose redutase, que catalisa a conversdo
enzimatica da glicose (C¢H;206) no polidlcool sorbitol (C¢H;406) com oxidagdo do NADPH a
NADP", ¢ a sorbitol desidrogenase, que oxida o sorbitol convertendo-o em frutose (C¢H;,0¢)
e reduzindo o NAD" a NADH (OATES, 2002).

A enzima aldose redutase pode ser encontrada em determinados tecidos, onde estd
amplamente localizada em células especificas destes. Por exemplo, ela pode ser encontrada no
epitélio do cristalino, nas células de Schwann presentes nos neurdnios no sistema nervoso
periférico, nas papilas renais e nas ilhotas pancreéticas (GABBAY, 1973).

A aldose redutase funciona como a enzima citosélica que controla a taxa da reagdo
enzimatica na via do poliol (HE et al., 2019), estando a sua expressdao aumentada nos tecidos
quando temos um diabetes descompensado. Isso ocasiona maior produ¢do de sorbitol, tanto
pelo aumento da quantidade de enzimas disponiveis como pelo aumento do proprio substrato,
a glicose (BURG; KADOR, 1988), além de gerar diminui¢do nos niveis de NADPH
(SRIVASTAVA et al., 1986).

E, além disso, o fator agravante ¢ que, nos diabéticos, hd maior disponibilidade de
glicose, uma vez que estudos demonstram que a hexocinase, enzima que fosforila a glicose,
tem sua atividade reduzida no diabetes experimental (BROH-KAHN; MIRSKY, 1947,
YALCIN; WINEGRAD, 1963) e, em humanos, isso também ¢ observado pela propria falta da
acao da insulina que ¢ a responsavel por aumentar a atividade da hexocinase (DIMITRIADIS

et al.,, 2011), sendo inclusive benéfica uma futura utilizacdo de ativadores enzimaticos
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seletivos para a hexocinase IV, a fim de se obter a redugdo da liberacdo hepatica de glicose
(TOULIS et al., 2020).

O NADPH ¢ necessario para promover a regeneragao da glutationa reduzida (GSH) e,
uma vez que, para que ocorra o processo de reducao da glicose em sorbitol, ha consumo de
NADPH, o contexto hiperglicémico intensifica esse consumo e assim favorece o aumento do
estresse oxidativo intracelular (TRIPATHI; SRIVASTAVA, 2006), conforme demonstrado na
Figura 4.

ALDOSE
REDUTASE

Figura 4 — Acio da glicose-6-fosfato desidrogenase na reducio celular de fatores
oxidantes, acdo da aldose redutase inativando aldeidos toxicos e a influéncia do contexto
hiperglicémico sobre a via dos polidis, onde é demonstrada a competicio da aldose

redutase com a glutationa redutase pelo NADPH. A enzima hexocinase (1) catalisa a conversdo da
glicose em glicose-6-fosfato, a qual ¢ oxidada pela glicose-6-fosfato desidrogenase (2) a 6-fosfogluconolactona,
processo onde ocorre a redugio de NADP" a NADPH. A deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase torna a
célula mais vulneravel aos agentes oxidantes provenientes do estresse oxidativo. A enzima glutationa redutase
(3) reduz a glutationa dissulfeto (GSSG) para a sua forma sulfidril (GSH), processo este que requer nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), a qual durante o processo é convertida a sua forma oxidada (NADP™).
Por sua vez, a enzima glutationa peroxidase (4) catalisa a conversdo do peréxido de hidrogénio (H,0,), uma
espécie reativa de oxigénio moderadamente reativa, em agua (H,O); e para que esse processo ocorra, ha
concomitante oxidacdo da glutationa reduzida (GSH) a glutationa dissulfeto (GSSH). As espécies reativas de
oxigénio (EROs) podem proporcionar a formag¢ao de aldeidos toxicos que serdo inativados ao serem convertidos
em polialcoois inativos pela via do poliol, processo este onde a NADPH ¢ oxidada a NADP™. Ocorre que, num
contexto hiperglicémico, o excesso de glicose passa a ser desviado para a via dos polidis onde é convertida
enzimaticamente ao poliol sorbitol. E, como essa reagio ocasiona a reducio do NADPH em NADP", essa maior
demanda da via do poliol propiciada pela hiperglicemia ocasiona a diminuigdo da disponibilidade de NADPH, o
qual ¢é necessario para que ocorra a regeneragdo da GSH a partir da GSSH. Dessa forma, o aumento do consumo
de NADPH para converter glicose, disponivel em altos niveis, a sorbitol pode induzir e/ou exacerbar o estresse
oxidativo intracelular. Enzimas: 1 — hexocinase, 2 — glicose-6-fosfato desidrogenase, 3 — glutationa redutase e 4
— glutationa peroxidase. Fonte: O autor, a partir de Brownlee (2005) e Srivastava et al. (1986).
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Em condigdes fisioldgicas os solutos organicos osmoticamente ativos, dos quais faz
parte o sorbitol, através dos seus efeitos osmoticos auxiliam na manutencdo do volume
celular, quando este ¢ desafiado pelo meio extracelular, como por exemplo, um desafio por
uma alta concentracdo extracelular de sodio (BURG; KADOR, 1988). Por sua vez, em
estados hiperglicémicos, como nos observados com o diabetes, o acimulo de sorbitol nas
células perturba os processos de osmorregulagdo delas e ocasiona danos, como os observados
na neuropatia periférica (AKAMINE et al., 2018), retinopatia (BURG; KADOR, 1988) e
nefropatia (GREWAL et al., 2016; HE et al., 2019).

Tais danos ocorrem porque nessa perturbacdo osmotica, além de se observar niveis
elevados de sorbitol e o estresse osmatico celular, ocorre também a deplecdo do mioinositol
(HE et al., 2019), o qual tem importante participacao na homeostase metabolica e resposta ao
estresse, dentre diversas outras (ver BIZZARRI et al., 2016), sendo inclusive benéfico tanto a
prevengdo como ao tratamento do diabetes (OZTURAN et al, 2019). A deple¢io do
mioinositol pode ser explicada, pelo menos em partes, pela elevada excregdo urinaria de
inositol e sorbitol em pacientes diabéticos que se correlacionam diretamente com a excre¢ao

urindria de glicose (HEAP; GALTON, 1975).

1.5.2 Produtos finais de glicosilagdo avangada

Um dos mecanismos pelo qual a hiperglicemia ocasiona dano celular ¢ através do
aumento na formacdo dos produtos finais de glicosilagdo avangada (SINGH et al., 2014).
Inicialmente, Maillard (1912), descreveu a obtengdo de uma substancia de cor marrom atraveés
de uma reag¢do ndo enzimatica entre acucares redutores e aminoacidos. Em seguida, Monnier e
Cerami (1981), conseguiram demonstrar que a reagdo de Maillard, ou glicosilacio ndo
enzimdtica, também ocorria no organismo humano contribuindo para o processo de
envelhecimento, uma vez que essas proteinas glicosiladas, denominadas de produtos finais de
glicosilagdo avangada, depositam-se em tecidos insulinodependentes. Dessa forma, Monnier e
Cerami conseguiram relacionar que, no diabetes, a reacdo de Maillard atua como um fator
importante para a ocorréncia de aterosclerose e o surgimento precoce de cataratas, devido a
exposicao desses tecidos as altas concentragdes de glicose.

Em suma, os acucares redutores, como por exemplo, a glicose, reagem com um
aminoacido numa reagdo niao enzimadtica, reacdo de Maillard, que, apds sofrer o processo de
desidratacdo dara origem a base de Schiff, que, por ser instavel, sofre rearranjo de Amadori,

originando um composto mais estavel (SAKURALI et al., 2003), sendo que um dos produtos
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de Amadori mais conhecido é a hemoglobina glicada (JAKUS; RIETBROCK, 2004) que é
comumente utilizada como parametro clinico para avaliar os niveis glicémicos retrospectivos
nos pacientes diabéticos (HELLWIG; HENLE, 2014).

Ocorre que esses produtos de Amadori originados ainda podem também sofrer diversas
reacdes que, ao final, culminardo na formagdo de produtos finais de glicosilagdo avancada
(SAKURALI et al., 2003). Os produtos finais de glicosilagdo avancada, por sua vez, ao se
ligarem em seus receptores de membrana desencadeiam uma cascata de sinalizagao
intracelular que induz a ativagao do fator de transcricdo pro-inflamatorio NF-kB (fator nuclear
kappa B). E sabe-se que a maior parte dos estressores celulares atuam aumentando a formagao
de EROs (espécies reativas de oxigé€nio) e a ativagao transitéria de NF-kB, o que é observado
para os produtos finais de glicosilacdo avancada (BIERHAUS et al., 2005).

O diabetes acelera a formagao de produtos finais de glicosilagdo avangada e isso implica
em prejuizos celulares, uma vez que até mesmo células que fisiologicamente nao expressam
significativamente receptores para produtos finais de glicosilagdo avancada, tais como
monocitos/macrofagos, fibroblastos, células da musculatura lisa, células neuronais e células
endoteliais, podem aumentar a sua expressdo em situacoes onde ha alta concentracdo de
ligantes ou ha elevacdo de ativacdo de fatores de transcricao regulados pelos receptores de
produtos finais de glicosilagdo avancada. Além disso, a ativacao dos receptores de produtos
finais de glicosilacdo avancada ocasiona a supressio da GSH e do acido ascorbico,
contribuindo para o aumento do estresse oxidativo intracelular (BIERHAUS et al., 2005).

Estudos ainda propdem que ha um aumento na razio NADH/NAD" citosélica devido a
oxidagdo do sorbitol pelo NAD", aumento este que inibe a atividade da enzima gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase, enzima essencial na via da glicolise e da gliconeogénese. A inibi¢ao
dessa enzima ocasiona o aumento das concentragdes de triose fosfato, que aumentam a
formacao de metilglioxal, que é precursor para produtos finais de glicosilagdo avancada e

diacilglicerol (BROWNLEE, 2001).

1.5.3 Ativagao de PKC

Conforme relatado anteriormente, ha um aumento na produgdo de diacilglicerol,
estimulado pelo proprio contexto hiperglicémico (BROWNLEE, 2001). Isso ocorre porque a
hiperglicemia inibe a enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase o que ocasiona o acumulo
de gliceraldeido-3-fosfato, nessa situacdo ¢ gerado um isdémero triose dessa molécula dando

origem a diidroxiacetona-3-fosfato. Na sequéncia, a diidroxiacetona-3-fosfato ¢ reduzida a
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glicerol-3-fosfato, que ¢ capaz de se combinar com acido graxos na sintese “de novo” de
diacilglicerol, pela ac¢do da 1-acilglicerol-3-P aciltransferase e fosfatidato fosfohidrolase
(IGHODARO, 2018).

Esse aumento na disponibilidade de diacilglicerol favorece nao somente maior ativagao
das isoformas B e 6 da PKC, mas também de outras isoformas dessa enzima. Além do que, os
proprios produtos finais de glicosilagdo avangada, originados com a hiperglicemia, ao se
ligarem em seus receptores podem ativar indiretamente as isoformas da PKC (BROWNLEE,
2001; IGHODARO, 2018). Em suma, tanto o diacilglicerol quanto a PKC funcionam como
moléculas de sinalizagdo intracelular, cruciais as fungdes vasculares, regulando diversos
processos, tais como a permeabilidade, a liberagdo de moléculas vasoconstritoras, a ativagao
endotelial e a sinalizagdo dos fatores de crescimento (TRIPATHI; SRIVASTAVA, 2006). Por
exemplo, a ativacdo de PKCP induzida pela hiperglicemia intermedia anormalidades do fluxo
sanguineo na retina e nos rins (TRIPATHI; SRIVASTAVA, 2006) e ¢ capaz de reduzir a
disponibilidade do 6xido nitrico produzido pelas células endoteliais, ao antagonizar a ativagao
da sintase do 6xido nitrico mediada pela enzima fosfatidilinositol-3-cinase (BECKMAN et al.,
2002).

Para o surgimento das doengas metabdlicas ¢ sugerido que defeitos na captagdo de
glicose pelo musculo mediada pelas PKB/Akt e PKCs atipicas independentes de calcio e
diacilglicerol sejam um importante fator, demonstrando assim a importancia também das PKC
atipicas nesse processo. Isso porque a sinalizacdo mediada pela PKB/Akt ja ¢ conhecida por
desempenhar um efeito pleiotropico para a ocorréncia dessas doengas, uma vez que essa
proteina estd diretamente envolvida na captagdo de glicose mediada pela via
IR/IRS/PI3K/Akt, via ativada pela insulina que promove a translocacdo de GLUT-4 para a
membrana plasmadtica, além de outros efeitos (COPPS; WHITE, 2012).

Por exemplo, a ativagdo excessiva de PKCs atipicas no figado pode ocorrer tanto pela
ativacao por lipidios provenientes da dieta, como pela propria insulina quando instaurada a
hiperglicemia. Essa maior ativacdo de PKCs atipicas hepaticas aumenta a expressao de fatores
gliconeogénicos, lipogénicos e também pro-inflamatorios, ambos envolvidos no
desenvolvimento da intolerdncia a glicose, diminui¢do da sensibilidade a insulina,
hiperlipidemia e obesidade (FARESE; LEE; SAJAN, 2014).

Por fim, o aumento da atividade da PKC, evocado pela hiperglicemia, ocasiona o
aumento na atividade da fosfolipase A2 citosolica promovendo maior produ¢do de acido
araquidénico e prostaglandina E2, os quais atuam como inibidores da bomba Na'/K'/ATPase,

a qual € crucial para a manutencao do equilibrio celular (GREENE et al., 1987; TRIPATHI;
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SRIVASTAVA, 2006). Ainda nessas condi¢des de aumento na atividade da PKC, enzimas
geradoras de EROs sdo estimuladas, tais como as NADPH oxidase e as lipoxigenases, que

conjuntamente cooperam para uma exacerbagdo do ambiente oxidativo celular IGHODARO,

2018).

1.5.4 Via da hexosamina

Fisiologicamente, uma pequena parcela da frutose-6-fosfato proveniente da glicélise
entra na via da hexosamina. A enzima glucosamina-frutose amidotransferase funciona como
limitante da taxa e da rea¢do que converte a frutose-6-fosfato a glucosamina 6-fosfato, a qual
¢ convertida em uridina difosfato N-acetilglicosamina pela a¢do da enzima uridina difosfato
N-acetilglicosamina sintase. Contudo, em condi¢des hiperglicémicas a frutose-6-fosfato ¢
canalizada para a via da hexosamina de forma excessiva e a atividade da enzima glucosamina-
frutose amidotransferase também ¢ aumentada conduzindo a elevagdo dos niveis do produto
final da via (IGHODARO, 2018). Essa via tem importante participagdo na ocorréncia da
diminuicdo da sensibilidade a ac¢do da insulina pelas células, tanto induzida pela hiperglicemia
como por gordura (DU et al., 2000).

A uridina difosfato N-acetilglicosamina pode modificar proteinas e alterar a expressao
génica ocasionando dano tecidual, uma vez que ela também pode ser utilizada como substrato
da enzima O-GlcNAc (do inglés, O-linked -N-acetylglucosamine) transferase que promove a
transferéncia do grupamento N-acetilglicosamina para residuos de serina e treonina de
proteinas (VERY et al., 2018). Como exemplo dessas proteinas que recebem o grupamento N-
acetilglicosamina temos o fator de transcri¢do Spl que, quando recebe a transferéncia da N-
acetilglicosamina, ocasiona um aumento na producao de PAI-1 (DU et al., 2000), comumente
envolvido nos distirbios tromboticos (ASO, 2007). Também podemos citar o fator de
transformagao do crescimento TGF-B1, fator importante para a proliferacdo e diferenciagdao
celular, associado a retinopatia diabética (KOLM-LITTY et al., 1998) e a nefropatia
(IGHODARO, 2018; SUN et al., 2018).

Recorda-se que a hiperglicemia cronica atua como provedora de um fluxo constante de
substrato para a via da hexosamina, o que contribui para o aumento do estresse oxidativo, uma
vez que, com essa via ativada, também ocorre a inibi¢ao da producdo celular do antioxidante
glutationa reduzida (HORAL et al., 2004), contribuindo ainda mais para aumentar o risco de
desenvolvimento das complicagdes observadas no diabetes (TRIPATHI; SRIVASTAVA,
2006).
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1.5.5 Estresse oxidativo

Por meio de processos enzimaticos € ndo enzimaticos, a hiperglicemia ¢ capaz de
aumentar o estresse oxidativo (TRIPATHI; SRIVASTAVA, 2006), o qual desempenha
importante papel tanto no inicio quanto na progressdo das disfun¢des cardiovasculares
associadas, dentre outras doengas, também ao diabetes (TANIYAMA ; GRIENDLING, 2003).
E, conforme pode ser observado ao apresentarmos nos subtdpicos da via dos polidis, dos
produtos finais de glicosilagdo avancada, da ativagdo de PKC e da via da hexosamina, o
estresse oxidativo esta presente em todas as anormalidades ocasionadas pela hiperglicemia
por meio desses processos.

O que ocorre ¢ que a hiperglicemia, por ser capaz de diminuir a atividade da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, ocasiona substantivo aumento de todos os
intermediarios glicoliticos a montante da enzima, isto €, do gliceraldeido-3-fosfato, envolvido
na ativagdo da via da PKC e utilizado na via dos produtos finais de glicosilagao avancgada, da
frutose-6-fosfato, que ¢ desviada para a via da hexosamina, e da propria glicose, que segue
para a via dos polidis (BROWNLEE, 2005).

O estresse oxidativo ¢ um estado onde se observa um excesso de EROs de tal modo que
sobrecarrega os sistemas antioxidantes endogenos. E dentre as diversas EROs que podem
ocorrer no organismo, o superdxido desponta como uma das mais importantes EROs capaz de
desempenhar efeitos vasculares prejudiciais, tanto sobre as células musculares lisas como
sobre as células endoteliais, podendo chegar a ocasionar at¢ mesmo apoptose (TANIYAMA;
GRIENDLING, 2003).

O superoxido possui tamanho impacto sobre a ocorréncia das complicagdes
cardiovasculares ocasionadas pelo diabetes que ja foi demonstrado que a superexpressdo da
enzima superdxido dismutase (SOD), enzima que catalisa a dismutagdo do superoxido em
oxigénio e peroxido de hidrogénio, foi capaz de prevenir a ocorréncia dessas complicacoes
(SHEN et al., 2006), uma vez que a normaliza¢do da producdo mitocondrial de superoxido ¢
eficiente para bloquear as principais vias envolvidas no danos ocasionados pela hiperglicemia

(NISHIKAWA et al., 2000).

1.5.6 Oxidagdo de 4cidos graxos

Na hiperglicemia observamos o aumento da produgdo de triglicerideos pelo figado

(HAN et al., 2016), assim como a diminui¢do a acdao da insulina que faz com que os
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adipocitos liberem mais dcidos graxos na corrente sanguinea (BROWNING; HORTON, 2004;
DU et al., 2006), eventos estes que contribuem para o aumento da oxidagdo dos acidos graxos
nas células endoteliais (DU et al., 2006; GIACCO; BROWNLEE, 2010). E ja ¢ bem
estabelecido que os acidos graxos atuem como fatores de risco para a ocorréncia das doengas
cardiovasculares e que estdo intimamente relacionados aos eventos predisponentes da
sindrome metabolica (EGAN; GREENE; GOODFRIEND, 2001).

O aumento da oxidagdo de acidos graxos nas células endoteliais ocorre porque a
insulina nao consegue estimular a sintese de lipideos, momento onde ocorre a produgdo de
malonil CoA, molécula esta que, quando em niveis elevados, inibiria a proteina transportadora
carnitina aciltranferase I, responsavel por realizar o transporte dos acidos graxos para o
interior da mitocondria. Tal processo favorece a oxidacdo dos acidos graxos que foram
liberados e culmina também em uma maior producao de superoxido pela cadeia de transporte
de elétrons mitocondrial, conduzindo a danos mitocondriais que precedem a ocorréncia da
aterosclerose. Esse aumento na produgdo do superdxido ativa os mesmos mecanismos que as
EROs produzidas pela hiperglicemia ativam (GIACCO; BROWNLEE, 2010) e, conforme
descrito em tdpicos anteriores, também ativa sinais pro-inflamatdrios e inibe as enzimas COX
e eNOS, o que também favorece a ocorréncia da aterosclerose (DU et al., 2006; GIACCO;
BROWNLEE, 2010).

A hiperglicemia também promove o aumento da glicosilagcdo de praticamente todas as
proteinas corporeas, o que inclui lipoproteinas, apolipoproteinas e fatores de coagulagdo. Por
outro lado, 0 aumento na geracdo de produtos finais de glicosilacdo avangada pode induzir, na
parede vascular, uma reticulacdo excessiva de colageno e de outras proteinas da matriz que
podem conduzir ao acimulo de LDL nessas paredes (LAAKSO, 1999).

Essas ocorréncias acima sdo agravadas pela modificagdo que os produtos finais de
glicosilacdo avancada fazem sobre o LDL, prolongando a meia-vida destes e contribuindo
para sua oxidagdo, assim como pelos proprios efeitos deletérios que os produtos finais de
glicosilagdo avancada exercem sobre as células endoteliais quando ativam seus receptores.
Todos esses eventos possuem relagdo com o desenvolvimento da aterosclerose (LAAKSO,
1999), um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento das complicacdes
macrovasculares do diabetes (KATTOOR et al., 2017).

Por exemplo, um estudo que buscou avaliar a capacidade mitocondrial de oxidacao de
carboidratos e acidos graxos em amostras provenientes de biopsia de ventriculo de pacientes
diabéticos detectou que, mesmo ausente insuficiéncia contratil nesses pacientes, ja era

perceptivel a diminui¢ao da capacidade mitocondrial de realizar o processo de B-oxidacao,
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seguido por acumulo intracelular de lipideos e aumento do estresse do reticulo

endoplasmatico e de apoptose (LJUBKOVIC et al., 2019).

1.5.7 Disfunc¢ao endotelial

Descrito inicialmente em 1847 (SCHWANN, 1847), o endotélio ¢ uma camada tinica de
células que reveste internamente todos os vasos sanguineos. E capaz de desempenhar fungdes
autdcrinas, paracrinas e enddcrinas e de afetar o sistema cardiovascular, explicando assim sua
importancia tanto como modulador de fungdes cardiovasculares, como também, mediador de
doengas cardiovasculares (KHAZAEL, MOIEN-AFSHARI; LAHER, 2008).

O papel do endotélio na regulagdo do tonus vascular foi inicialmente descrito através
dos achados de Furchgott e Zawadzki (1980), que descreveram sua essencial participagdo
como mediador da agdo vasodilatora da acetilcolina em anéis de artéria aorta de coelhos ao
liberar uma substancia vasodilatadora, denominando inicialmente como fator relaxante
derivado do endotélio (EDREF, do inglés endothelium-derived relaxing factor), que mais tarde
descobriram que se tratava do 6xido nitrico (IGNARRO et al., 1987; PALMER; FERRIGE;
MONCADA, 1987).

Mais tarde se descobriu que, além do 6xido nitrico, o endotélio era capaz de liberar
diversas outras substancias vasodilatadoras (prostaciclina e fatores de hiperpolarizagao
derivados do endotélio) e vasoconstritoras (prostaglandinas vasoconstritoras, EROs e
endotelina). Dessa forma, quando ocorre uma disfun¢do endotelial hd um desequilibrio na
producao desses mediadores, com consequentes prejuizos na regulacdo do tonus vascular e de
outros processos regulados pelo endotélio, como agregacdo plaquetaria, coagulagdo e
fibrinolise. Estando a disfunc¢ao endotelial presente no diabetes e em diversas outras doengas,
por exemplo, em lesdes aterosclerdticas avancadas a disfungdo endotelial esta tdo presente
que pode ser observada até uma completa supressao do processo de vasodilatagdo dependente
do endotélio (HSUEH; QUINONES, 2003; MOMBOULI; VANHOUTTE, 1999).

Nao obstante, dentre os transportadores de glicose existentes (Tabela 3), trés podem ser
encontrados nas células endoteliais: o GLUT-4, o GLUT-3 e o GLUT-1, sendo que este
ultimo ¢ a isoforma mais abundante nessas células (AL-AHMAD, 2017; GALLEY;
WEBSTER, 2004; MEIRELES et al., 2013). Acontece que, como o GLUT-1 ¢ responsavel
pelo transporte constitutivo da glicose, isto €, ele realiza a captagdo basal por meio de difusdo
facilitada. Assim, as células endoteliais sdo incapazes de regular a concentragdo intracelular

de glicose num contexto de hiperglicemia, o que as tornam susceptiveis aos danos induzidos
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pelo diabetes (KAISER et al., 1993; SINGH et al., 2014). E quando se soma a um contexto
hiperinsulinémico, o qual pode induzir a transloca¢do de GLUT-4 para a membrana celular, a
captacao de glicose pode se tornar ainda maior (GALANTE et al., 1994; JAMES et al., 1988;
SIMPSON; CUSHMAN, 1986; SUZUKI; KONO, 1980), uma vez que o GLUT-4 apresenta
uma afinidade a glicose semelhante ao GLUT-1 (AUGUSTIN, 2010).

Tabela 3 — Transportadores de glicose e suas respectivas capacidades de transporte para
a glicose.

Transportador Km (mM) Transportador Km (mM)
GLUT-1 ~3 GLUT-8 ~2
GLUT-2 ~17 GLUT-9 0,6
GLUT-3 1,4 GLUT-10 0,3°
GLUTAH4 ~5 GLUT-11 0,16
GLUT-5 6" GLUT-12 -
GLUT-6 >5 GLUT-13 -
GLUT-7 0,3 GLUT-14 -

¥ Km para frutose. ° Km para 2-deoxiglicose.
Fonte: Augustin (2010).

As EROs podem ser prejudiciais a funcdo endotelial sempre que houver um
desequilibrio entre os processos oxidante e antioxidantes das c€lulas endoteliais que sdo os
responsaveis por regular a quantidade de EROs gerada (KHAZAEI; MOIEN-AFSHARI;
LAHER, 2008). Por exemplo, a hiperglicemia ¢ capaz de desequilibrar os processos oxidante
e antioxidante das células endoteliais promovendo a libera¢do de radicais livres. Um desses
radicais livres ¢ o anion superdxido, que € capaz de interagir com o 0xido nitrico inativando-o
e produzido o peroxinitrito, o que contribui para a disfuncao endotelial através do processo de
peroxidagao lipidica (BROWNE et al., 2003).

Por fim, a disfuncdo endotelial vascular aparece como um precursor fisiopatologico de
doencas cardiovasculares, doencgas estas que figuram como principais causas de morte entre
os diabéticos. Os mecanismos que levam aos prejuizos endoteliais envolvem agravos
decorrentes da hiperglicemia que aumentam o dano oxidativo (GHOSH et al., 2017;
HOFFMAN, 2014; KNAPP; TU; WU, 2019), principalmente devido as oscilagdes da
hiperglicemia que podem impedir o processo adaptativo das células frente ao contexto
hiperglicémico (HIRSCH; BROWNLEE, 2005).

Além disso, quando ha um aumento na concentragao de superdéxido, como o que ocorre
em processos inflamatorios, se o superoxido for formado nas proximidades do NO, eles se
combinaram espontaneamente, requerendo concentragdes iguais de ambos, para formar

peroxinitrito. Assim, esse processo ocasiona a diminui¢do da biodisponibilidade de NO
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(PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007). E como ja falamos anteriormente no diabetes
percebe-se a presenca de um contexto pro-inflamatério (GREENE et al., 1987; TRIPATHI;
SRIVASTAVA, 2006).

1.6 Disfuncio vascular no diabetes mellitus

Conforme sua estrutura e fungdo, os vasos sanguineos podem ser divididos em artérias
elasticas ou de condutancia, artérias musculares, artérias de resisténcia, vasos de intercambio
e vasos de capacitancia (LEVICK, 1991). As artérias de resisténcia t€ém papel fundamental na
regulacdo e manutencdo da resisténcia ao fluxo sanguineo proveniente de vasos de
condutancia, uma vez que sdo as responsaveis pela resisténcia vascular, exercendo grande
influéncia tanto no fluxo sanguineo como na pressao arterial (CHRISTENSEN; MULVANY,
2001).

Essa influéncia sobre a pressdo arterial ocorre porque os diversos mecanismos que
favorecem a manutengdo da pressao arterial em valores relativamente constantes culminam
basicamente em dois determinantes bésicos: o débito cardiaco e a resisténcia vascular
periférica (GUYTON, 1981). Desse modo, através de sinais neurais € quimicos, as arteriolas
conseguem elevar ou diminuir o fluxo sanguineo local (LEVICK, 1991).

Uma das anormalidades mais comuns nesse processo de controle da pressao arterial ¢ a
hipertensao arterial, onde se percebe que as anormalidades observadas nos vasos de
resisténcia ndo figuram como evento primario para seu desenvolvimento, mas como
adaptagdes secundarias.

Essas alteragdes que ocorrem nos vasos de resisténcia, frente ao contexto da
hipertensdo, podem ser observadas pelo aumento de sensibilidade no musculo liso vascular
em modelos animais, caracterizando alteragdes funcionais. Enquanto que, em humanos, hd um
predominio de alteragdes estruturais nos vasos de resisténcia (MULVANY, 1991).

Agora, quando olhamos para o contexto do diabetes, todas essas informacoes
apresentadas nos fazem pensar em como esses vasos estdo sendo afetados, uma vez que
estudos demonstram que pacientes com diabetes tipo 1 também apresentam aumento
significativo na pressao arterial (LUCINI et al., 2009), sendo que aproximadamente 30% dos
pacientes que tem diabetes tipo 1 desenvolvem hipertensdo. J& quando olhamos para o
diabetes tipo 2 percebemos que a ocorréncia de hipertensdo ¢ mais comum chegando a 50 a
80%. Entretanto, diferentemente do que ocorre no diabetes tipo 1, quando diagnosticado o

diabetes tipo 2, a hipertensdo ja& esta presente na maioria dos casos (LANDSBERG;
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MOLITCH, 2004). Essas divergéncias, com relagdo a qual momento estara presente a
hipertensdo associada ao diabetes, sdo facilmente explicadas pelas distintas etiologias dos dois
tipos de diabetes citados, contudo o que ¢ comum nos diferentes tipos de diabetes ¢ o contexto
hiperglicémico instaurado que contribui para a ocorréncia das disfungdes vasculares
observadas.

Adicionalmente, estudos ainda demonstram que enquanto na hipertensdo essencial
(primaria) ha um remodelamento eutréfico de pequenas artérias, na hipertensao secundaria,
nesta chamamos aqui a atengdo para a hipertensdo associada ao diabetes mellitus, ha um
remodelamento hipertréfico desses vasos (SCHIFFRIN, 2012; STRAIN; PALDANIUS,
2018). Assim, frente a todas essas informagdes, ¢ bastante interessante verificarmos o que a
literatura apresenta no que concerne a fungdo vascular em contextos de hiperglicemia cronica.

Conforme ja foi apresentado anteriormente, ja estd bem caracterizada a rela¢do existente
entre a hiperglicemia e o desenvolvimento e progressdo de complicagcdes microvasculares em
humanos. Por sua vez, investigagdes que utilizaram animais também estabelecem claramente
os prejuizos do diabetes sobre os diferentes tipos de vasos, isto ¢, tanto sobre os vasos de
condutancia como os vasos de resisténcia.

Com relagdo aos vasos de condutancia de animais diabéticos, percebemos com
experimentos realizados utilizando a artéria aorta desses animais que o contexto cronico de
hiperglicemia ¢ capaz de:

1) aumentar a resposta contratil para fenilefrina (MAJITHIYA; BALARAMAN, 2006;
TANG et al., 2011; XAVIER et al., 2003), estando esse aumento da resposta
dependente de interleucina-6 (IL-6) nas menores concentracdes de fenilefrina
(TANG et al., 2011), maior sensibilidade das células do musculo liso vascular e/ou
liberagdo aumentada de prostanoides vasoconstritores derivados do endotélio, como
prostaglandina H2 (PGH2) e tromboxano A2 (TxA2), e aumento do influxo de calcio
extracelular (XAVIER et al., 2003). Estudos também demonstram que essa hiper-
reatividade a fenilefrina em anéis de aorta de animais diabéticos ¢ diminuida pelo
tratamento desses animais com metformina (MAJITHIYA; BALARAMAN, 2006);

2) aumentar a resposta contratil para noradrenalina (SHAMSALDEEN et al., 2019;
SOTNIKOVA et al., 1999) sem interferir na afinidade de ligagdo, possivelmente
devido a alteragdes de sinalizagdo a jusante que aumentam a eficicia da resposta
(SHAMSALDEEN et al., 2019);

3) aumentar a resposta contratil para o peroxido de hidrogénio (H,0,) (SOTNIKOVA et

al., 1999), o qual parece regular negativamente a contracdo induzida por
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noradrenalina através da geracdo de 6xido nitrico. Isso ocorre quando a produgdo de
H,0, esta aumentada nos vasos diabéticos e a atividade da sintase do 6xido nitrico
estd normal (KOBAYASHI; KAMATA, 2002);

4) diminuir a resposta vasorelaxante dependente de endotélio produzida pela
acetilcolina (KAMATA; MIYATA; KASUYA, 1989; KOBAYASHI; KAMATA,
2002; MAIJITHIYA; BALARAMAN, 2006; OZYAZGAN et al., 2000;
SOTNIKOVA et al., 1999), sendo essa resposta restaurada pelo tratamento com
metformina (MAJITHIYA; BALARAMAN, 2006);

5) mas ndo altera a resposta vasorelaxante independente do endotélio produzida pelo
nitroprussiato de sodio (MAJITHIYA; BALARAMAN, 2006; SOTNIKOVA et al.,
1999; XAVIER et al., 2003);

De todos esses estudos realizados com anéis de artéria aorta que foram apresentados
acima, somente o de Ozyazgan et al. (2000), utilizou fémeas, sem, contudo, mencionar como
os animais eram alocados nos grupos experimentais. As doses de STZ utilizadas para a
obtencdo do estado diabético nos animais variaram entre 50 a 65 mg/Kg, sendo administradas
em dose unica. A maior parte dos estudos utilizaram os animais apds 4 ¢ 8 semanas da
inducdo, sendo que somente Shamsaldeen et al. (2019), acompanharam todas as 5 primeiras
semanas, Kobayashi e Kamata (2002), ap6s dez semanas e Sotnikova et al. (1999), apds vinte
semanas.

Cabe ressaltar que Xavier et al. (2003), ndo encontraram diferenca entre controle e
diabéticos para a resposta da acetilcolina em anéis de aorta, embora Kamata, Miyata e Kasuya
(1989), e Majithiya e Balaraman (2006), tenham demonstrado diminui¢do. Esses resultados
evidenciam a importancia do tempo de exposicdo desses vasos a hiperglicemia, pois estes
ultimos realizaram experimentos com animais submetidos a um estado hiperglicémico por 8
semanas, enquanto Xavier et al. (2003), demonstraram os resultados encontrados em animais
com 1 e 4 semanas ap6s a indu¢do do diabetes. Muito embora, temos resultados que
demonstram hiporresponsividade sistémica a agentes vasoconstritores e vasorrelaxante ja na
primeira semana apos inducdo do diabetes em animais, quando avaliada a pressdo arterial
destes.

Os experimentos realizados por Inazu, Sakai e Homma (1991), utilizando a artéria renal
de ratos apos 6 semanas da administracao de STZ (60 mg/Kg), sustentam os achados de
aumento da resposta contratil para a noradrenalina, além de demonstrar também para o cloreto
de potassio (KCl) e uma hiperpermeabilidade da membrana para o célcio. O estudo aponta

que a hiper-responsividade ao KCl se deve a captacao de célcio extracelular pela musculatura
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lisa através dos canais de célcio dependentes de voltagem. Por sua vez, a hiper-reatividade
apresentada pela noradrenalina estaria vinculada a dois componentes: a liberagcdo de calcio
intracelular e ao influxo de célcio extracelular.

Ja no que concerne aos vasos de resisténcia, Ungvari et al. (1999), demonstram que em
arteriolas de primeira ordem isoladas do musculo gracil de ratos diabéticos por 12 semanas, os
resultados encontrados corroboram com aqueles que foram citados acima para a aorta: a)
hiper-responsividade para noradrenalina; b) resposta prejudicada para acetilcolina; c¢) hiper-
responsividade ao aumento da concentragao de calcio extracelular; e d) sem diferenga para o
nitroprussiato de sodio.

O estudo ainda demonstra que o nivel de absor¢do de célcio em repouso ¢ maior nas
preparagdes provenientes de animais diabéticos, o que pode ser explicado pela
hiperpermeabilidade que a membrana apresenta a esse cation. Outro achado ¢ que o diabetes
provoca nesses vasos um aumento da constrigdo miogénica induzida por pressdo, que parece
ser independente do comprometimento endotelial e atrelado ao aumento da atividade dos
canais de cdlcio dependentes voltagem e/ou da proteina cinase C, ambos, presentes na
musculatura lisa arteriolar. Em suma, esse Ultimo achado pode significar aumento do tonus
arteriolar e consequente redugdo da perfusao microvascular da musculatura esquelética in vivo
(UNGVARI et al., 1999).

Utilizando a artéria mesentérica superior de ratos diabéticos, com indugao por STZ, o
estudo conduzido por Agrawal e McNeill (1987), demonstrou que a resposta contratil de
todos os agonistas testados foi maior do que as observadas nos controles, entre os agonistas
estavam a noradrenalina, a fenilefrina, o potéassio e o agonista dos canais de calcio do tipo L, o
BAY K 8644. A sintese de todos esses achados em vasos de condutincia e vasos de
resisténcia obtidos de animais diabéticos ¢ apresentada na Figura 5.

Ainda, o estudo do leito vascular corondrio de ratos diabéticos, 9 meses ap6s a inducao,
realizado por Kamata et al. (2008), demonstrou a diminui¢do das respostas contrateis para
altas concentracdes de potassio, para acetilcolina e para a endotelina 1 (ET-1) e o aumento da
resposta contratil quando ativado canais de célcio dependentes de voltagem do tipo L com o
BAY K 8644, o qual ainda foi capaz de potencializar a vasoconstricdo induzida pela

acetilcolina nas preparacdes provenientes do grupo diabético.
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Figura 5 — Sintese das principais alteracoes encontradas em vasos de condutincia e

vasos de resisténcia obtidos de animais diabéticos. Vasos de condutincia: anéis de artéria aorta e
artéria renal. Vasos de resisténcia: arteriolas de primeira ordem isoladas do musculo grécil e anéis de artéria
mesentérica superior. I grupo diabético apresentou hiperresponsividade ao agente vasoativo, quando comparado
com o grupo controle; § grupo diabético apresentou menor resposta ao agente vasoativo, quando comparado com
o grupo controle; e = grupo diabético ndo apresentou diferenca no efeito desencadeado pelo agente vasoativo
quando comparado com o grupo controle. Imagens: Servier Medical Art. Fonte: O autor, a partir dos dados
apresentados nos seguintes estudos: Agrawal ¢ McNeill (1987); Inazu, Sakai ¢ Homma (1991); Kamata, Miyata
e Kasuya (1989); Kobayashi e Kamata (2002); Majithiya e Balaraman (2006); Ozyazgan et al. (2000);
Shamsaldeen et al. (2019); Sotnikova et al. (1999); Tang et al., (2011); Ungvari et al. (1999); e Xavier et al.
(2003).
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Analisando todos esses resultados obtidos com os vasos sanguineos de animais
diabéticos torna-se bastante evidente a presenca da disfuncdo endotelial instaurada frente a
um contexto hiperglicémico. E como vimos, a regulacdo do fluxo sanguineo de perfusdo
envolve processos de vasorrelaxamento e vasoconstricdo, processos esses que dependem do

ion calcio para que ocorram, conforme veremos a seguir.
1.7 Um cation, multiplas func¢ées

E notavel o papel que o ion calcio desempenha como mensageiro biolégico. Tem papel
fundamental na fase de platd do potencial de acdo cardiaco e na velocidade do potencial do
marcapasso. E ¢ capaz de se ligar a uma vasta gama de efetores intracelulares e assim
participar nos processos de exocitose, contracdo muscular, atividades enzimaticas, dentre
diversos outros (ZHENG; ZENG; WANG, 2015).

Também se sabe que num contexto hiperglicémico, como o que ¢ observado no
diabetes, as fungdes fisioldgicas desempenhadas pelo célcio encontram-se prejudicadas. Por
exemplo, a alteracdo na homeostase intracelular do célcio ¢ considerada como a principal
contribuinte no comprometimento da fungdo das células B-pancreéticas, onde ha aumento da

expressao de receptores de rianodina (RyR; do inglés Ryanodine receptors) e receptores de
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inositol 1,4,5-trifosfato (IP;R; do inglés inositol trisphosphate receptor). Muito embora,
classicamente ¢ aceito que o influxo de cdlcio extracelular pelos canais de calcio dependentes
voltagem ¢ quem desempenha o papel prioritario na secrecdo dos granulos de insulina,
secrecdo esta estimulada inicialmente através da resposta sensora ao aumento da glicemia
realizado pela glicocinase (SANTULLI et al., 2017).

Além do diabetes, as deficiéncias no metabolismo do calcio também sdo observadas nas
doengas cardiovasculares, sendo que as proprias alteragdes no metabolismo do calcio
observadas no diabetes ja sdao prejudiciais ao sistema cardiovascular (SMANI et al., 2019).

J& apresentamos anteriormente o endotélio, e ja ¢ bem estabelecido que as células
endoteliais sdo capazes de modular a contratilidade das células do musculo liso vascular
através de sinalizagdo paracrina, secretando tanto fatores vasoconstrictores, como fatores
vasorelaxantes. Como exemplo de secre¢des vasoconstritoras temos as EROs, as endotelinas e
as prostaglandinas; e como fatores vasorelaxantes podemos citar a prostaciclina e o 6xido
nitrico.

Ocorre que em todos esses processos acima citados, o célcio citosolico € o principal
impulsionador (BERTERO; MAACK, 2018; FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980; WANG et
al., 1996); tanto nas células endoteliais quanto nas células da musculatura lisa vascular. O
evento que estd associado a todos esses processos € o influxo e/ou a mobilizacdo de calcio,
que ocorrem através de canais de célcio. E, em suas vias de sinalizagao celular, o calcio pode
contar com a participagdo das proteinas ligantes de calcio, como, por exemplo, a calmodulina,
troponina C e a calsequestrina.

Normalmente, a concentragdo do calcio citosélico ¢ mantida em baixos niveis (~100 a
200 nM) pela acao de numerosas proteinas ligantes de cdlcio e bombas de célcio ATPases
(RASMUSSEN, 1986). E dois processos sdo capazes de ocasionar o aumento da concentragdo
de calcio citosolico: o influxo ou entrada de calcio extracelular e a mobilizagdo ou liberagao
de célcio intracelular.

Alguns sinais de célcio podem resultar em um aumento nos niveis de calcio de forma
sustentada e uniforme em toda a célula, porém outros podem ocorrer apenas de forma
transitoria. E, uma vez que estes sinais podem se apresentar espacialmente restritos ou
localizados, essas formas de apresentacdo podem, além de limitar a toxicidade celular do
calcio, servir para dar uma maior especificidade ao calcio em seu alvo a jusante (NAVEDO et
al., 2005).

Para que ocorra uma localizacdo espacial do sinal é importante a existéncia de

agrupamentos de canais de célcio em microdominios especificos na membrana plasmatica,
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além da participagdo das proteinas ligantes de cdalcio e da alta viscosidade do citosol que
atuam como fatores limitantes para a difusdo do calcio (OTTOLINI; HONG; SONKUSARE,
2019). Nas células da musculatura lisa vascular, sinais globais de calcio estdo envolvidos no
processo de vasoconstricdo; por sua vez, sinais localizados atuam sobre canais de potassio
ativados por calcio (Kc,), ocasionando hiperpolarizagdo e consequente vasodilatagdo
(NELSON et al., 1995).

O influxo ou entrada de célcio extracelular dependera de canais i0nicos presentes na
membrana celular. O aumento na concentragdo global de célcio intracelular ¢ regido
principalmente pelos canais de célcio dependentes voltagem (VDCC; do inglés voltage-
dependent Ca’" channels), os quais sdo controlados pelo potencial de membrana (LEDOUX
et al., 2006). O influxo de célcio promovido pelos VDCC também ¢ capaz de ativar canais
i0nicos ativados por calcio presentes na membrana plasmatica (NAVEDO et al., 2005).

Mesmo quando ocorre a hiperpolarizagdo da membrana, devido a ativagdo dos canais de
potassio ativado por calcio de baixa condutancia (SK3) e dos canais de potéssio ativado por
calcio de condutancia intermediaria (IK), o influxo de calcio nao cessa, pois, a
hiperpolarizacdo gerada ¢ capaz de ativar os canais de potencial receptor transitorio (TRP; do
inglés Transient receptor potential) presentes nas cé€lulas endoteliais permitindo o influxo de
calcio (LEDOUX et al., 2006). Também a proteina cinase C (PKC) ¢ capaz de ativar os
VDCC do tipo L e, assim, promover o influxo de calcio (FISH et al., 1988; GLEASON;
FLAIM, 1986).

Por sua vez, a mobilizag@o ou liberagao de célcio intracelular dependera da participagao
dos IP3R ou dos RyR. Os IP3;R sdo canais de calcio operados por receptor sensiveis ao inositol
1,4,5-trifosfato (IP3), este proveniente da degradacdo de fosfolipidios de membrana
(FOSKETT et al., 2007, MIKOSHIBA, 2007). E o aumento na concentragdo intracelular de
calcio através dos IP;R ja foi demonstrado como o responsavel pelo componente fasico da
resposta contratil a agonistas (ABDEL-LATIF, 1989; FRANSEN et al., 2015; KOBAYASHI
et al., 1989). Ja os RyR sdo canais de liberacdo de calcio sensiveis a rianodina que atuam
como mediadores da liberacdo de célcio induzida por calcio (LANNER et al., 2010).

O célcio é transportado para o reticulo através de Ca®’-ATPases do reticulo
sarcoplasmatico/endoplasmatico (SERCA). Em condig¢des de repouso essas ATPases tém sua
atividade inibida pela proteina fosfolambana (PBL), porém uma vez que essa proteina ¢
fosforilada pela proteina cinase A (PKA) ou pela proteina cinase G (PKG), ela deixa de inibir
a SERCA, permitindo a captagdo de calcio pelo reticulo (SIMMERMAN; JONES, 1998). As

PBL, inicialmente descritas em células musculares cardiacas, também estdo presentes nas
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células da musculatura lisa (RAEYMAEKERS; JONES, 1986). Uma vez dentro do reticulo, o
calcio se liga a proteinas de ligagdo de céalcio mantendo assim a concentracdo de célcio
citosolica livre em niveis baixos. Essa estocagem de calcio citosdlico também ¢ realizada
pelas mitocondrias (NICHOLLS, 2005; PENG; WONG; KRAINC, 2020; POZZAN et al.,
1994).

Para que ocorra contracdo das células da musculatura lisa vascular, o calcio, que teve
sua concentragdo no citosol elevada, precisa se ligar a proteina citosolica calmodulina (CaM),
formando o complexo conhecido como Ca®"-CaM. Este complexo ativa a cinase de cadeia
leve da miosina (MLCK; do inglés Myosin light chain kinase) que passa a fosforilar a
miosina. Uma vez fosforilada, a miosina passa a interagir com a actina, ligando-se a esta, ¢
formando as pontes cruzadas, resultando no processo de contragdo muscular. O retorno aos
niveis basais da concentragdo intracelular do célcio possibilita que a fosfatase de cadeia leve
da miosina (MLCP; do inglés Myosin light chain phosphatase) passe a desfosforilar a
miosina, formando as pontes trancadas e devolvendo o nivel tonico basal & musculatura
(HONG et al. 2011; IRVINE, 1992; KRUEGER et al., 1997, NISHIMURA; BREEMEN,
1989). E diversas sao as formas de se estudar a mobilizacao de calcio para que a contragao
muscular ocorra, entre elas estdo os estudos funcionais utilizando o banho de 6rgaos isolados

(KARAKI; KUBOTA; URAKAWA, 1979).

1.8 Um olhar para o periférico

Em suma, ¢ perceptivel que o diabetes descompensado ocasiona diversas complicagdes
cardiovasculares em seus portadores. E uma dessas complicagdes ¢ a Ulcera do pé diabético
que ocorre devido a neuropatia e a traumas. Quando a tulcera do pé diabético ocorre
juntamente com a doenca arterial periférica o paciente ¢ considerado como tendo isquemia
critica do membro (BANDYK, 2018) e sabe-se que 15% dos diabéticos irdo apresentar em
algum momento da vida Ulceras de pé. Além disso, com uma incidéncia de 3% a 4% entre os
diabéticos, os que desenvolvem ulceras de pé diabético apresentam uma incidéncia 8% maior
de vir a necessitar realizar a amputa¢cdo de membro inferior (PARVIZI; KIM, 2010).

Por sua vez, a doenga arterial periférica permanece assintomdtica por muito tempo €
geralmente sO apresenta suas manifestacOes clinicas em estdgios avangados, sendo a
claudicacdo intermitente a manifestacdo mais conhecida. As formas mais graves da doenga
arterial periférica incluem a isquemia critica de membros, com significativa reducdo do fluxo

sanguineo, principalmente aos membros inferiores. E nos casos mais graves ha
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desenvolvimento de gangrenas e ulceragdes que podem precipitar a amputagdo da perna
(TZOULAKI; FOWKES, 2017).

Apesar de haver diversos estudos focados nas alteragdes do fluxo sanguineo em
membros inferiores de pacientes diabéticos (por exemplo: BOULTON, 2019; EDMONDS;
ROBERTS; WATKINS, 1982; PUREWAL et al., 1995), sdo poucos os estudos utilizando
modelos animais para avaliar alteracdes dos vasos periféricos. Dentre esses, também se
percebe que os poucos que avaliaram a perfusdo sanguinea em membros posteriores de
animais com diabetes, utilizavam o modelo de isquemia induzida pela oclusdo da artéria
femoral (BIR et al., 2008; CORCORAN et al., 2009; IWABAYASHI et al., 2012). Todas
essas informagdes contribuem para evidenciarmos que os estudos existentes sao insuficientes
para a compreensao das alteracdes na biologia do leito vascular da musculatura esquelética
em animais diabéticos. E ¢ essa a lacuna que o desenvolvimento desse estudo busca
preencher.

Aliado a isso, também percebemos que os métodos existentes eram limitados para a
avaliacdo da reatividade do leito vascular da musculatura esquelética. Dessa forma, um dos
objetivos desse estudo foi desenvolver um método de perfusdo do leito vascular da
musculatura esquelética baseado na técnica de perfusdo do hindquarter (quarto traseiro),
descrita inicialmente por Ruderman, Houghton e Hems (1971), permitindo assim o estudo da
funcdo do leito vascular da musculatura esquelética utilizando mais de uma droga ou mesmo a
associagdo de drogas. Assim, foi desenvolvido o presente estudo com a finalidade de
avaliarmos como a hiperglicemia impacta a fun¢do vascular e sua relacdo com os vasos que
irrigam a musculatura esquelética de animais numa fase precoce do diabetes. O conhecimento
dos prejuizos detectados em fases precoces de qualquer patologia, assim como dos
mecanismos envolvidos, ¢ bastante util para o desenvolvimento de medidas eficazes de
tratamento e, quicd, de cura.

Dessa forma, a hipotese desse trabalho ¢ que a disfungdo vascular nas fases iniciais do

diabetes contribui para a ma perfusao da musculatura esquelética mais tardiamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a fun¢do vascular no diabetes precoce e a sua contribuigdo para a perfusido

da musculatura esquelética em ratas mais tardiamente.

2.2 Objetivos especificos

1) Caracterizar a inducdo do diabetes com a administracdo intraperitoneal de STZ em
ratas;

2) Avaliar o efeito sistémico da administragdo de agonistas adrenérgicos (adrenalina,
fenilefrina e isoprenalina) e dos vasodilatadores acetilcolina e nitroprussiato de sodio sobre a
pressdo arterial, a frequéncia cardiaca, o fluxo sanguineo renal e o fluxo sanguineo do
musculo esquelético em ratas diabéticas ap6s uma e quatro semanas da indu¢ao do diabetes;

3) Padronizar um novo método para estudo do leito vascular da musculatura esquelética
em roedores utilizando um sistema de perfusao de 6rgaos isolados;

4) Mensurar o efeito da administracao de agonistas adrenérgicos (adrenalina, fenilefrina
e isoprenalina) e dos vasodilatadores acetilcolina e nitroprussiato de sddio sobre a pressdo de
perfusdo do leito vascular da musculatura esquelética proveniente de ratas diabéticas apds
quatro semanas da indugdo do diabetes;

5) Determinar a participagdo das EROs sobre as respostas evocadas pelos agonistas
adrenérgicos adrenalina e fenilefrina no leito vascular da musculatura esquelética de ratas
diabéticas apds quatro semanas da inducdo do diabetes; e

6) Investigar a contribui¢do do célcio intracelular e extracelular na reatividade do leito
vascular da musculatura esquelética proveniente de ratas diabéticas apos quatro semanas da

indugdo do diabetes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas (Rattus norvegicus) da linhagem Wistar fornecidas pelo Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC),
com idade entre 50 e 120 dias e peso corpdreo entre 132 a 234 g. As ratas foram aclimatizadas
e mantidas no biotério setorial do Departamento de Farmacologia da UFSC, abrigadas a 22 +
2°C, com ciclo claro/escuro de 12 h e com acesso ad libitum a 4gua e a ragdo (Biotec Ratos e
Camundongos/BioBase Alimentagdo Animal Ltda., Aguas Frias, Santa Catarina, Brasil).

Com aproximadamente 53 dias de idade, as ratas foram conduzidas ao Biotério Setorial
do Laboratério de Biologia Cardiovascular, onde os animais eram alojados em rack ventilado
com injecdo individual e direta de ar (Série VentiLife 25, ALESCO®); em seus mini-
isoladores, dimensdes externas de 48,3 cm de comprimento x 33,7 cm de largura x 21,4 cm de
altura, foram mantidos de 3 a 6 animais por caixa. As ratas foram mantidas nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente: temperatura de 22 + 2°C, controlada com auxilio de
termometro digital, e com ciclo claro/escuro de 12 h, controlados por temporizador analdgico
programavel. A cama de maravalha era trocada trés vezes por semana; todavia, para os
animais do grupo diabético (tratado com STZ) a troca era diaria.

Todos os procedimentos utilizados na conducgdo deste estudo foram aprovados pela

Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFSC sob protocolo n® 5057160718.

3.2 Drogas e reagentes

Para execugao desse estudo foram utilizados:

I — Tampao fosfato de sédio (PBS, do inglés Phosphate-buffered saline) estéril

Composto por: cloreto de sodio (NaCl; 137 mM), cloreto de potassio (KCI; 2,7 mM),
fosfato de potéssio (KH,POy; 1,5 mM) e fosfato de sddio (Na,HPO42H,0; 10,8 mM), todos
procedentes da Merck®™ (Darmstadt, Alemanha).

IT — Solucdes fisiologicas

*Solucdo fisiologica nutritiva

Composta por: NaCl (131,3 mM), KCl (4,7 mM), KH,PO4 (1,18 mM), sulfato de
magnésio heptahidratado (MgSO4+7H,0; 1,17 mM), bicarbonato de sédio (NaHCOs;; 14,9
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mM), D(+)-glucose (C¢H20¢; 5,5 mM), cloreto de célcio dihidratado (CaCl,*2H,0; 1,6 mM)
e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA; 0,03 mM).

*Solucdo fisiologica nutritiva sem calcio

Composta por: NaCl (131,3 mM), KCI1 (4,7 mM), KH,PO4 (1,18 mM), MgSO4+7H,0
(1,17 mM), NaHCO; (14,9 mM), D(+)-glucose (5,5 mM) e EDTA (0,03 mM).

*Solugado fisiologica despolarizante

Composta por: NaCl (70,1 mM), KCI (59,9 mM), KH;PO4 (1,18 mM), MgSO4+7H,0
(1,22 mM), NaHCOj3 (15 mM), D(+)-glucose (5,5 mM), e CaCl,*2H,0 (1,6 mM).

*Solugado fisiologica despolarizante sem cdalcio

Composta por: NaCl (76,3 mM), KCl (60 mM), KH,PO4 (1,18 mM), MgSO,+7H,0
(1,17 mM), NaHCO; (14,9 mM), D(+)-glucose (5,5 mM) e EDTA (0,03 mM).

Todos os sais procedentes da Merck® (Darmstadt, Alemanha), apenas o EDTA
procedente da Sigma Chemical® (Saint Louis, EUA).

III — Anestésicos e anticoagulante

Cloridrato de cetamina 10% (100 mg/mL) e cloridrato de xilazina 2% (20 mg/mL)
(Syntec do Brasil Ltda; Sao Paulo, Brasil); cloridrato de lidocaina 2% (20 mg/mL) (Cristalia;
Sao Paulo, Brasil); e heparina sédica (5.000 U.I./mL) (Blau Farmacéutica S.A.; Sao Paulo,
Brasil).

IV — Ferramentas farmacologicas

Adrenalina, apocinina (4-hidroxi-3-metoxiacetofenona/acetovanilona), dimetilsulféxido
(DMSO), fenilefrina e isoprenalina (Sigma Chemical; Saint Louis, EUA); acetilcolina e
nitroprussiato de sodio (Merck KGaA; Darmstadt, Alemanha); STZ (Santa Cruz
Biotechnology, Inc.; Dallas, TX, EUA); e citrato de soédio (Labsynth Produtos para
Laboratérios LTDA; Diadema, SP, Brasil). A apocinina foi dissolvida em DMSO e diluida
em solucdo salina fisiologica, o citrato de sddio foi diluido em agua Milli-Q e ajustado para
um pH 4,5 originando o tampao citrato de sddio 0,1 M, a STZ foi dissolvida em tampao
citrato de sédio 0,1 M gelado minutos antes de ser utilizada e os demais sais foram
dissolvidos em agua destilada e diluidos em solugdo salina fisiologica ou PBS, conforme os

protocolos experimentais.

3.3 Procedimentos experimentais

3.3.1 Indugdo do diabetes quimico
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Com idade de aproximadamente 53 dias, as ratas eram alocadas no Biotério Setorial do
Laboratério de Biologia Cardiovascular. Este era considerado o primeiro dia da semana basal.
No tultimo dia da semana basal os valores glicémicos foram medidos nas ratas no periodo da
manha e a tarde elas eram colocadas em jejum. No dia seguinte, primeiro dia da semana 1, foi
realizada a administracdo de STZ, preparada no momento da administracdo em quantidade
suficiente, para a inducdo de um estado de hiperglicemia cronico e persistente nos animais.

O protocolo utilizado foi adaptado de Junod et al. (1967). De modo breve, no sétimo dia
da semana basal, retirava-se a ragao de todas as caixas, mantendo-se apenas o livre acesso das
ratas a dgua. Apods o periodo de 18 h de jejum, as ratas eram pesadas e, em uma sala escura,
recebiam uma unica inje¢do de STZ (50 mg/Kg) por via intraperitoneal. De modo semelhante
eram tratadas as ratas do grupo controle, porém recebiam o veiculo, tampao citrato de sodio
0,1 M gelado, pH ~4,5, em igual volume no lugar da STZ. Ap6s a administracdo da droga ou
do veiculo, as ratas eram devolvidas as suas caixas e, somente apds 2 h a racdo era reposta.
Permanecendo, a partir desse momento, os grupos com livre acesso a ragdo ¢ a agua até o
momento dos experimentos.

A glicemia capilar era mensurada 72 h ap6s a administracdo da STZ ou veiculo
utilizando uma gota de sangue da veia caudal adicionada a tira de teste impregnada com
glicose-desidrogenase (Accu-Check®™ Active, Roche). No grupo tratado com STZ, somente as
ratas com glicemia acima de 250 mg/dL foram consideradas como diabéticas (SIBA et al.,
2017; OZCAN et al., 2017; LIN et al., 2017).

Apenas duas ratas apresentaram glicemia abaixo de 250 mg/dL, estas, apds trés dias,
foram novamente colocadas em jejum e realizada a administragdo de STZ pela segunda vez,
conforme o protocolo acima, e passaram a apresentar glicemia acima de 250 mg/dL sendo
alocadas ao grupo diabéticas. Todas as ratas que receberam veiculo tiveram seus valores
glicémicos menores que 250 mg/dL. A partir desse momento, as ratas foram pesadas
semanalmente e verificada a sua glicemia capilar ao final da primeira ou da quarta semana
apos a administragdo da STZ ou veiculo, isto €, antes da realizagdo dos experimentos, para

maiores detalhes ver Figura 7.
3.3.2 Medida direta da pressdo arterial em animal anestesiado
Para a condugdo destes experimentos, as ratas eram anestesiadas por via intramuscular

(im.), com uma mistura de cetamina (100 mg/Kg) e xilazina (20 mg/Kg), e sempre que

necessario recebiam reforco de um terco da dose. As ratas diabéticas recebiam apenas 75%
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das doses iniciais dos anestésicos utilizados para evitar morte por overdose anestésica nesses
animais, o que era comumente observado quando se utilizava a dose completa.

ApOs a mistura anestésica iniciar seus efeitos, as ratas eram entdo colocadas em
decubito dorsal sobre uma manta térmica com chave reguladora de temperatura (Sonobel
Produtos Térmicos; Pelotas, RS) mantida a aproximadamente 37° C para evitar a hipotermia
nos animais (ANTON et al., 2019). Durante o experimento, a temperatura da manta térmica
era monitorada ininterruptamente com o auxilio de um termometro digital e a temperatura da
sala era mantida constante a 24° C.

A constatacdo da anestesia profunda era realizada através do pingamento da cauda e
observagdo da auséncia dos reflexos oculares. E, uma vez confirmada a obtencdo do estado
anestésico profundo, era realizada uma incisao na face ventral da coxa esquerda dos animais
para exposi¢ao da veia femoral comum esquerda, a qual era imediatamente isolada permitindo
a canulagdo da mesma com uma agulha 23G x 1” (0,6 x 25 mm), conectada a uma canula de
polietileno (PE 20). Assim que o acesso era obtido administrava-se 100 uL. de uma solugdo de
heparina preparada em PBS estéril (~33,1 Ul/mL) e, a partir desse momento, 0 acesso se
encontrava pronto para a administracdo sistémica das drogas a serem utilizadas.

Logo em seguida, era realizada uma incisdo na regido ventral cervical dos animais, € o
musculo esterno-hidideo era seccionado para exposi¢do da traqueia; nesse momento, com
auxilio de pingas curvas era realizada a exposi¢dao da artéria cardtida comum direita, a qual,
apOs ser totalmente separada dos tecidos conectivos e do nervo vago, tinha a sua por¢do distal
isolada e o fluxo sanguineo interrompido. A artéria era canulada com auxilio de um cateter
flexivel 22G x 17 (0,9 x 25 mm), o qual era afixado a artéria com o auxilio de um fio de nylon
e acoplado a um transdutor de pressao descartavel que permitia a afericdo da pressdo arterial
média (PAM), da pressdo arterial sistolica (PAS), da pressdo arterial diastolica (PAD), ambas
em mmHg, e da frequéncia cardiaca em bpm.

Para facilitar a respiracdo espontanea, sempre que necessaria, era realizada uma
traqueostomia nos animais (SILVA et al., 2015), através de uma incisdo no ligamento anular
entre os arcos cartilaginosos proximos a cartilagem cricéide, seguida pela introdugdo de uma
haste adaptada na luz da traqueia, até a proximidade da carina.

Para a mensuragdo do fluxo sanguineo cortical renal, um botao anestésico com lidocaina
(2 mg, via intradermica) era realizado na regido lateral esquerda das ratas para exposi¢cdo do
musculo obliquo externo esquerdo do abddémen, no qual, apds receber injecdo do botdo
anestésico de lidocaina (2 mg, via intramuscular), era feita uma incisdo (~2,5 cm), a qual

permitia a localizagdo do rim esquerdo. Neste momento, um sonda de fibra optica (DP2b,
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Moor Instruments, Inglaterra), acoplada a um sistema Laser Doppler (modelo VMS-LDF2;
Moor Instruments, Inglaterra) era posicionada sobre a superficie ventral do rim esquerdo
permitindo a mensuracdo do fluxo sanguineo renal (em unidades arbitrarias), conforme
descrito por Flemming et al. (2000), com algumas modificacdes.

Para avaliarmos o fluxo sanguineo muscular, uma incisdo (~1,5 cm) foi realizada na
perna direita das ratas na altura do musculo gastrocnémio e, utilizando o mesmo aparelho
acima descrito para a afericdo do fluxo sanguineo renal, a outra sonda de fibra oOptica foi
posicionada sobre a cabeca medial do musculo gastrocnémio permitindo a mensuragao do
fluxo sanguineo muscular (em unidades arbitrarias).

Os protocolos experimentais que utilizaram a medida direta da pressdo arterial em
animais anestesiados eram realizados com apenas um animal por vez e os animais dos grupos
experimentais eram intercalados. Ao término dos experimentos, as ratas foram eutanasiadas

através da administragdo intravenosa em bolus de uma overdose anestésica.

3.3.3 Perfusdo do leito vascular da musculatura esquelética

Para a realizagdo da perfusao do leito vascular da musculatura esquelética, as ratas eram
anestesiadas por via intraperitoneal, com uma mistura de cetamina (100 mg/Kg) e xilazina (20
mg/Kg), seguida pela administracdo de heparina sodica (2 Ul/animal; via intraperitoneal) para
evitar a formacdo de coagulos no leito vascular a ser isolado. Apos a constata¢ao da anestesia
profunda, através do pingamento da cauda e da observacdo de auséncia dos reflexos oculares,
as ratas eram posicionas em decubito dorsal sobre a bancada e entdo os procedimentos
cirirgicos eram iniciados.

Inicialmente era realizada uma pequena incisura (~1 cm) na pele das ratas localizada na
regido da coxa esquerda, e através dessa pequena incisura a ponta de uma tesoura era inserida
e iniciava-se o processo de divulsionamento de toda a perna do animal, o qual permitia a
retirada completa de toda a pele que envolvia os musculos da perna.

Ap0s o divulsionamento, a artéria femoral comum esquerda era localizada e isolada dos
tecidos conectivos e da veia femoral comum esquerda, sendo entdo posicionados dois fios de
nylon em volta da artéria femoral. O primeiro fio de nylon era conduzido até a altura da
artéria iliaca externa, que tinha sua porc¢ao distal isolada e o fluxo sanguineo interrompido. A
artéria era canulada com auxilio de um cateter flexivel 24G x 3/4” (0,7 x 19 mm), o qual era

afixado a artéria com o auxilio do outro fio de nylon.
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Nesse momento, a veia femoral comum esquerda era seccionada, permitindo assim o
efluxo sanguineo. E, apos ter sua abertura externa lavada com solugdo fisiologica nutritiva
para retirada do sangue, ao cateter era acoplada uma seringa descartdvel. Com o auxilio da
seringa descartdvel eram administrados 5 mL de solugdo fisioldgica nutritiva para realizar a
lavagem do leito vascular da perna isolada. Entdo o animal era sacrificado com uma overdose
anestésica por via intracardiaca e a perna esquerda era totalmente separada do corpo.

A cabeca do fémur era amarrado um fio de nylon (~20 cm) e entdo a perna isolada era
conduzida e acoplada ao sistema de perfusdo de o6rgdo isolado, sendo conectada a este com o
auxilio do cateter e, para oferecer maior suporte, o fio de nylon preso a cabega do fémur
também era amarrado ao sistema de perfusdo, conforme Figura 6.

O sistema de perfusdo de orgdos isolados consistia em: a) um banho-maria, que
mantinha de forma constante a temperatura do sistema e das solugdes de perfusdo a 37° C; b)
uma bomba d’agua portatil, que propiciava a recirculagdo da agua aquecida pelo sistema
através dos espacos pneumaticos das cubas de vidro; ¢) uma cuba de vidro com sistema cata-
bolha, uma serpentina para aquecimento da solugao de perfusdo e trés acessos externos, onde
cada um permitia de forma Unica e exclusiva a perfusdo da perna isolada, a administragdo de
drogas ou o acoplamento do transdutor; d) uma cuba de vidro com capacidade de 100 mL
para acomodacdo do orgdo isolado em solugdo salina nutritiva aquecida; €) uma bomba
peristaltica eletronica para o controle da velocidade do fluxo da perfusdo; e f) um transdutor

de pressao descartavel.

Figura 6 — Perfusdo da musculatura esquelética do quadrante posterior esquerdo de
Rattus norvegicus utilizando o sistema de perfusio de orgios isolados. A esquerda mostram-se
os quadrantes posteriores nas cubas acoplados ao sistema de perfusdo. A direita observa-se um zoom de um dos
quadrantes demonstrando o ponto de apoio (cabega do fémur) utilizado no método de Perfusdo de Perna Isolada.
Fonte: O autor.
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Uma vez acoplado ao sistema de perfusdo acima descrito, a perna isolada passava a ser
perfundida com solucdo salina nutritiva aerada com mistura carbogénica (composi¢do: 95%
de O, para 5% de CO,), a temperatura de 37° C e um fluxo constante de 4 mL/min. Era
respeitado um intervalo de 30 min antes do inicio dos protocolos para a estabilizacao das
preparacoes.

O registro dos dados era realizado com o auxilio do transdutor de pressdo, que permitia
a deteccdo da pressao interna do sistema, o qual estava interligado a um sistema eletronico de
aquisicdo de dados (LabChart v7.00 AD Instruments; Australia), onde eram registrados os

dados dos leitos vasculares referentes a pressao de perfusdo (mmHg).
3.4 Protocolos experimentais
3.4.1 Caracterizagdo do diabetes quimico

A fim de caracterizar a indu¢@o do diabetes pela administragdo de STZ nas ratas, foram
avaliados os seguintes parametros: o ganho de peso corpdreo, a glicemia capilar, a ingesta de
adgua e de ragdo e a diurese. As ratas do grupo controle também foram avaliadas para

comparacao.

Avaliacdo do peso corpdreo

As ratas foram pesadas: 1) no primeiro dia da semana basal; 2) antes do inicio do jejum;
3) ao final do jejum de 18 h; 4) 72 h apds a administracido da STZ ou veiculo; e 5)
semanalmente, até o término da quarta semana. Os animais do grupo experimental semana 1

foram pesados apenas até o final da primeira semana. Os resultados foram expressos em g.

Avaliacdo da glicemia capilar

A glicemia capilar das ratas foi aferida em trés momentos distintos: 1) no ultimo dia da
semana basal, isto €, antes da administracdo de veiculo ou STZ, para verificagao dos valores
glicémicos basais; 2) apos a administragdo da STZ ou veiculo (72 h) para a classificacdo dos
grupos experimentais; e 3) ao final da primeira ou da quarta semana, conforme os grupos
experimentais em que as ratas foram alocadas. Uma vez que o aparelho utilizado para a

afericdo da glicemia possuia uma faixa de medi¢ao entre 10 e 600 mg/dL, aos valores acima
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da faixa de detecg¢ao foi atribuido o valor de 601 mg/dL para a confec¢do dos resultados

apresentados neste trabalho. Os resultados foram expressos em mg/dL.

Avaliacdo da ingesta de comida e agua

Para a avaliagdo da ingesta de comida e agua, a racdo e a dgua foram mensuradas no
decorrer das semanas, a partir da semana basal até a quarta semana apos a administragao da
STZ ou veiculo. A ragdo era pesada em balanga digital eletronica e a agua era medida em
proveta de vidro graduada antes dos animais serem separados nos grupos experimentais e
dispostos em suas respectivas caixas. Ragdo e dgua eram disponibilizadas aos animais ad
libitum.

No decorrer de cada semana, sempre que necessario fazer reposigdes, as quantidades
residuais de rag¢do e de dgua eram anotadas, assim como as quantidades que eram repostas nas
caixas. Era realizada a soma cumulativa semanal por caixa da quantidade de ragdo e de agua e
o valor era dividido pelo peso total dos animais da caixa. Apds encontrar o valor de ragdo e
agua equivalentes a 1 g, este coeficiente era multiplicado pelo peso individual das ratas para
determinar o consumo por animal. Os resultados foram expressos em razdo do peso dos

animais: em mL/g, para a ingesta de 4gua, e em g/g, para o consumo de ragao.

Avaliacdo da diurese

Para avaliacdo da diurese, uma aclimatacdo das ratas antes dos experimentos foi
realizada, sendo elas colocadas em gaiolas metabodlicas durante 4 h para reconhecimento do
ambiente e, apds esse periodo, retornavam para as suas caixas. Ainda dentro da semana basal,
as ratas eram novamente alocadas nas gaiolas metabdlicas sendo, a partir desse momento,
verificado o volume urinario coletado nos tempos de 1, 2, 4, 6 ¢ 8 h. Ao final da primeira e da
quarta semana apds a administragdo de STZ ou veiculo verificava-se novamente o volume
urinario excretado pelas ratas. A excrecdo urindria cumulativa foi expressa em volume

urindrio (mL) por peso de animal (100 g).
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Figura 7 — Fatores avaliados antes e apés a administracao de estreptozotocina ou veiculo

em ratas. Para a administragdo da estreptozotocina (STZ; 50 mg/Kg) ou veiculo foram utilizadas ratas com
idade proxima a sessenta dias na Semana 0. Na linha temporal ¢ apresentado o dia que as ratas eram recebidas
(Inicial) e as semanas seguintes (Semana 0 a Semana 4). Conforme legenda disponivel na propria imagem, os
parametros avaliados estdo identificado no decorrer das semanas. PJ- pré-jejum. I- indugdo. C- classificacdo das
ratas nos grupos experimentais. Todas as ratas inclusas no grupo diabéticas, tanto do Grupo experimental
Semana 1 quanto do Grupo experimental Semana 4, apresentaram glicemia capilar acima de 250 mg/dL no
momento da classificagdo (C). Ao final da Semana 1 ou Semana 4, conforme o grupo experimental dos animais,
uma ultima mensuragdo da glicemia capilar era feita e os animais seguiam para os experimentos. Fonte: O autor.

3.4.2 Avaliagdo da fun¢ao vascular sistémica

Para a avaliacdo da fun¢do vascular sistémica, utilizamos as ratas controle e diabéticas
apos 1 e 4 semanas da administragdo de veiculo ou STZ, respectivamente, preparadas para o
registro da pressao arterial e do fluxo sanguineo muscular e fluxo sanguineo renal, conforme
descritos nos itens 3.3.1 e 3.3.2, respectivamente. Apds 20 min de estabilizagdo iniciavam-se
os protocolos. Neste conjunto de experimentos foram realizados dois protocolos
experimentais:

1) Curva dose resposta para fenilefrina (3, 10 e 30 nmol/Kg), acetilcolina (0,1, 1, 10 e
100 nmol/Kg) e nitroprussiato de sédio (0,1, 1, 10 e 100 nmol/Kg), conforme apresentado no

Apéndice B (Protocolo experimental 8); e
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2) Curva dose resposta para adrenalina (3, 10 e 30 nmol/Kg) e isoprenalina (0,001, 0,01,
0,1, 1 e 10 nmol/Kg), conforme apresentado no Apéndice B (Protocolo experimental 9).

Sempre respeitando um intervalo de 5 min entre as doses ou o retorno aos valores
basais. Os resultados foram expressos em delta do efeito maximo ocasionado (mmHg) e em

area sob a curva dos efeitos observados (unidades arbitrarias).

3.4.3 Avaliagao do leito vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas

Uma vez padronizada a perfusdo do leito vascular da musculatura esquelética,
investigamos a reatividade vascular desse leito utilizando ratas diabéticas e controles
provenientes do grupo experimental 4 semanas. Dessa forma, para avaliarmos a reatividade
vascular do leito da musculatura esquelética aos agentes vasoconstritores e vasorrelaxantes,

foram realizados os seguintes protocolos experimentais:

Protocolo I: Curva dose resposta para fenilefrina, acetilcolina e isoprenalina

Com as preparagdes prontas para o inicio do experimento, uma curva dose resposta para
fenilefrina (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e 300 nmol) foi realizada. Logo em seguida o liquido de
perfusdo (solugdo fisioldgica nutritiva) foi trocado por outro de mesma composicao contendo
fenilefrina (3 uM). Ap6s 30 min de perfusdo com a fenilefrina, uma curva dose resposta para
acetilcolina (0,01, 0,1, 1, 10 e 100 nmol) foi realizada, seguida por uma curva dose resposta
para isoprenalina (0,01, 0,1 e 1 nmol), conforme demonstrado no Apéndice B (Protocolo

experimental 10).

Protocolo II: Curva dose resposta para adrenalina e nitroprussiato de sédio

Com as preparagdes prontas para o inicio do experimento, uma curva dose resposta para
adrenalina (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e 300 nmol) foi realizada. Logo em seguida a solucao
fisiologica nutritiva foi trocada por solucao fisiologica nutritiva contendo fenilefrina (3 pM).
Apds 30 min de perfusdo com a fenilefrina foi realizada uma curva dose resposta para o
nitroprussiato de sédio (0,1, 1, 10 e 100 nmol), com intervalos entre as doses de 5 a 10 min,

conforme demonstrado no Apéndice B (Protocolo experimental 11).
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Protocolo III: Curva dose resposta para cloreto de calcio em solucdo nutritiva sem

calcio

Com as preparagdes prontas para o inicio do experimento, a solucao fisioldgica nutritiva
(liquido de perfusdo) era trocada pela solugdo fisioldgica nutritiva sem célcio durante 30 min.
Logo em seguida, uma segunda troca era realizada, agora por uma solucdo fisioldgica
nutritiva sem calcio contendo fenilefrina numa concentracdo de 3 uM. Apos 30 min de
perfusao com este novo liquido de perfusao, uma curva dose resposta para o calcio (10, 30,
100 e 300 nmol e 1, 3, 10 e 30 pmol) era realizada, conforme demonstrado no Apéndice B

(Protocolo experimental 12).

Protocolo IV: Influéncia das espécies reativas nas respostas evocadas por agentes

vasoconstritores no leito vascular periférico

Com as preparacdes prontas para o inicio do experimento foi realizada a troca do
liquido de perfusdo por outro de mesma composicao contendo apocinina (1 mM). Apos 30
min de perfusdo com apocinina nas preparagdes, uma curva dose resposta para fenilefrina
(0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e 300 nmol) e outra para adrenalina (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e
300 nmol) foram realizadas, conforme demonstrado no Apéndice B (Protocolo experimental

13).

3.5 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média = erro padrdo da média. As diferengas
estatisticas foram determinadas pela andlise de varidncia (ANOVA) de duas vias com
medidas repetidas ou ANOVA de uma via, ambas seguidas pelo teste post-hoc de Bonferroni,
ou pelo teste ¢ de Student para comparagdes simples, quando apropriados. Somente valores de
p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os graficos foram elaborados no

GraphPad Prism (GraphPad Software®, La Jolla, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao do diabetes quimico em ratas

4.1.1 STZ proporciona perda no ganho de peso corpdreo

A Figura 8 apresenta o peso corpdreo de ratas antes e apos administragdo de STZ ou
veiculo, em gramas, no decorrer das semanas. Em cinco semanas, as ratas do grupo controle
tratadas com veiculo tiveram um aumento ponderal progressivo no peso corpdreo, com um
incremento em torno de 21%, passando de valores préximos a 173 g para 210 g. Por sua vez,
a administracdo de STZ foi capaz de impedir este aumento no ganho de peso corpdreo em
torno de 23% e ainda ocasionou uma perda de aproximadamente 4% em relagdo ao peso

inicial das ratas, conforme demonstrado na Figura 8.

-O- Controle (n=9)
220+ -O- Diabéticas (n=8)

Basal Indugdo Semana1 Semana2 Semana3 Semanad

Figura 8 — Peso corporeo de ratas antes e apos administracio de estreptozotocina ou
veiculo. Os animais foram divididos em dois grupos e tiveram seu peso medido antes (basal), durante
(indugdo) e apds o tratamento com veiculo (circulos vazios) ou com estreptozotocina (50 mg/Kg; circulos
cheios) por 4 semanas. Os circulos imediatamente antes e depois da indug¢do representam os valores do peso
corporal obtidos no sexto dia da semana basal antes do jejum e 72 h ap6s os tratamentos com estreptozotocina ou
veiculo. Os circulos representam a média + erro padrao da média do peso corporal em g. * representa diferenga
significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo
teste post-hoc de Bonferroni.

4.1.2 STZ induz um estado hiperglicémico cronico em ratas

A Figura 9 apresenta os valores da glicemia capilar, em mg/dL, de ratas apds a
administracdo de STZ ou veiculo. Os animais apresentaram valores glicémicos basais de 90

mg/dL e estes valores permaneceram estaveis no grupo de ratas controle ao longo de 4
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semanas. Uma tnica dose de STZ em ratas foi capaz de elevar os niveis glicémicos a valores
proximos de 406 mg/dL,72 h apds a sua administracdo. Estes valores permaneceram elevados
no decorrer das 4 semanas avaliadas, sendo que observamos valores médios em torno de 485

mg/dL na quarta semana, conforme demonstrado na Figura 9.
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Figura 9 — Glicemia capilar de ratas apos administracio de estreptozotocina ou veiculo.
Os animais foram divididos em 2 grupos e tiveram seus valores glicémicos medidos antes (basal) e apds 72h
(caracterizacdo) e 4 semanas (semana 4) da administracdo de veiculo (barra vazia) ou estreptozotocina (50
mg/Kg; barras cheias). As barras representam a média = erro padrdo da média dos valores glicémicos em mg/dL.
* representa diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.

4.1.3 STZ provoca polifagia e polidipsia em ratas

A Figura 10 apresenta os valores obtidos quando mensuradas a ingesta alimentar, em
gramas de racdo, e a ingesta hidrica, em mL, de ratas apds administracdo de STZ ou veiculo,
os dois parametros foram corrigidos pelo peso dos animais, em gramas. Os animais diabéticos
passaram a apresentar significativo aumento na ingesta alimentar a partir da segunda semana
apos a administragdo da STZ, mantendo-se elevado até a quarta semana, quando comparados
aos animais do grupo controle que receberam veiculo. Por sua vez, a ingesta de 4gua comecou
a aumentar ja na primeira semana apdés a administracio de STZ, aumentando
substancialmente na segunda semana e mantendo-se assim até a quarta semana, conforme
demonstrado na Figura 10. Como podemos observar ainda na Figura 10, os animais do grupo

controle tiveram a ingesta alimentar e de 4gua mantidas nos valores basais.
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4.1.4 STZ ocasiona politria em ratas

A Figura 11 apresenta a diurese de ratas, em mL por 100 g de peso corpéreo dos
animais, antes e ap6s administracdo de STZ ou veiculo. De modo semelhante ao que foi
observado com relacdo a ingesta de agua, o volume urinario de ratas tratadas com STZ
apresentou aumento substancial desde a primeira semana até a ultima semana avaliada,

quando comparado ao de ratas do grupo controle (Figura 11).
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Figura 10 — Ingesta alimentar (A) e hidrica (B) de ratas apos administracio de

estreptozotocina ou veiculo. Os animais foram divididos em grupos e tiveram a ingesta alimentar (A) e
hidrica (B) acompanhadas por 4 semanas apos o tratamento com veiculo (barras vazias) ou estreptozotocina (50
mg/Kg; barras cheias). As barras representam a média + erro padrdo da média da ingesta alimentar medida como
a razdo de peso de ragdo ingerido em g pelo peso do animal em g (A) e da ingesta de agua medida como a razéo
do volume de 4gua ingerido em mL pelo peso do animal em g (B). * representa diferenga significativa (p < 0,05)
em relacdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni.
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Figura 11 — Diurese de ratas antes e apds administracao de estreptozotocina ou veiculo.
Os animais foram divididos em 2 grupos e tiveram a diureses medida antes (A) e apds 1 (B) e 4 (C) semanas do
tratamento com veiculo (barras vazias) ou estreptozotocina (50 mg/Kg; barras cheias). As barras representam a
diurese de ratas controle (barras vazias) e do grupo diabéticas (barras cheias). As barras representam a média +
erro padrao da média da diurese medida em mL/100g de peso corporal. * representa diferenca significativa (p <

0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni.

4.2 Prejuizos vasculares sistémicos decorrentes do diabetes

A Figura 12 mostra os valores basais dos grupos experimentais semana 1 (controle e
diabéticas) para a PAM, a PAS e a PAD, ambas em mmHg, para a frequéncia cardiaca, em
bpm, e para os fluxos sanguineo renal e do musculo esquelético, ambos em unidades
arbitrarias. Uma semana apos a administragdo de STZ, quando avaliada pela medida direta de
pressdo arterial em animais anestesiados, as ratas diabéticas ndo apresentaram nenhuma
diferenca nos valores basais da PAM, da PAS, da PAD, da frequéncia cardiaca, do fluxo
sanguineo renal e do fluxo sanguineo do musculo, quando comparadas com o grupo controle.

Uma semana apos a administracdo da STZ ou veiculo, as ratas controle e diabéticas
apresentaram respectivamente os seguintes valores basais: 89+6 e 81+8 mmHg, para a PAM;

11949 e 116+8 mmHg, para a PAS; 76+6 ¢ 6510 mmHg, para a PAD; 266+22 e 282+27
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bpm, para a frequéncia cardiaca; 315+44 e 295438 unidades arbitrarias, para o fluxo
sanguineo renal; e 84+21 e 74+12 unidades arbitrarias, para o fluxo sanguineo do musculo
esquelético.

A Figura 13 mostra os valores basais dos grupos experimentais semana 4 (controle e
diabéticas) para a PAM, a PAS e a PAD, ambas em mmHg, para a frequéncia cardiaca, em
bpm, e para os fluxos sanguineo renal e do musculo esquelético, ambos em unidades
arbitrarias. Quatro semanas apds a administracao de STZ, quando avaliada pela medida direta
de pressdo arterial em animais anestesiados, as ratas diabéticas apresentaram valores basais
menores para a PAM, a PAS e a PAD e também para o fluxo sanguineo renal, quando
comparadas com o grupo controle. A frequéncia cardiaca e o fluxo sanguineo do musculo
esquelético foram semelhantes entre os grupos.

Quatro semanas apds a administragdo da STZ ou veiculo, as ratas controle e diabéticas
apresentaram respectivamente os seguintes valores basais: 94+4 e 82+4 mmHg, para a PAM;
120+4 e 108+9 mmHg, para a PAS; 80+5 e 6943 mmHg, para a PAD; 260+25 e 236+38 bpm,
para a frequéncia cardiaca; 328+46 e 262+46 unidades arbitrarias, para o fluxo sanguineo

renal; e 62433 e 61+£15 unidades arbitrarias, para o fluxo sanguineo do musculo esquelético.
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Figura 12 — Valores pressoricos e de fluxo sanguineo basais de ratas controle e

diabéticas anestesiadas apos 1 semana da administracido de estreptozotocina e veiculo.
Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas, barras cheias) ou com veiculo (controle, barras
vazias) foram alocadas no grupo experimental 1 semana apos o tratamento. As ratas provenientes desse grupo
experimental foram anestesiadas e preparadas para a afericdo da pressdo arterial conforme métodos e protocolos
descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Ap6s um periodo de 20 min de estabilizagdo, os valores basais eram
aferidos para a pressdo arterial média (A), a pressdo arterial sistolica (B), a pressao arterial diastolica (C), ambas
em mmHg, para a frequéncia cardiaca (D), em batimentos por minuto (bpm), e para os fluxos sanguineos renal
(E) e da musculatura esquelética (F), ambos em unidades arbitrarias. As barras representam a média + erro
padrao da média. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (Teste ¢ de
Student).
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Figura 13 — Valores pressoricos e de fluxo sanguineo basais de ratas controle e

diabéticas anestesiadas apos 4 semana da administracio de estreptozotocina e veiculo.
Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas, barras cheias) ou com veiculo (controle, barras
vazias) foram alocadas no grupo experimental 4 semana apos o tratamento. As ratas provenientes desse grupo
experimental foram anestesiadas e preparadas para a aferi¢cdo da pressdo arterial conforme métodos e protocolos
descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Apds um periodo de 20 min de estabilizacdo, os valores basais eram
aferidos para a pressao arterial média (A), a pressdo arterial sistélica (B), a pressao arterial diastélica (C), ambas
em mmHg, para a frequéncia cardiaca (D), em batimentos por minuto (bpm), e para os fluxos sanguineos renal
(E) e da musculatura esquelética (F), ambos em unidades arbitrarias. As barras representam a média + erro
padrao da média. * representa diferenga significativa existente entre os grupos (p < 0,05). Teste ¢ de Student.
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4.2.1 Diabetes ocasiona hiporresponsividade vascular aos agentes vasoconstritores

A Figura 14 mostra o delta de variagdo da PAM, PAS e PAD obtidas pela administra¢ao
de adrenalina expresso em mmHg; enquanto que a Figura 15 mostra a area sob a curva das
respostas pressoricas expressa em unidades arbitrarias também para a adrenalina.

As Figuras 14 e 15 mostram que a dose mais alta de adrenalina induziu uma resposta
pressora reduzida nas ratas apds uma semana do tratamento com STZ observada pela
diminui¢do no delta do efeito maximo na PAS (Figura 14B) e na area sob a curva da PAM
(Figura 15A) e da PAS (Figura 15B), mas ndo nas ratas que receberam veiculo.

Por sua vez, quando comparadas as ratas do grupo controle, observamos uma redugio
no delta da resposta maxima da PAS (Figura 14E), mas ndo na 4rea sob a curva (Figura 15D-

15F) no grupo experimental das ratas apds 4 semanas do tratamento com SZT.
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Figura 14 — Variacao da pressio arterial de ratas controle e diabéticas anestesiadas apos

a administracao sistémica de adrenalina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas)
ou com veiculo (controle) foram separadas em dois grupos experimentais: 1 semana ap6os o tratamento (A, B e
C) e 4 semanas apo6s o tratamento (D, E e F). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram
anestesiadas e preparadas para a aferi¢do da pressao arterial conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e
3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para adrenalina foi realizada, sendo registrados os efeitos
gerados sobre a pressdo arterial média (A e D), a pressdo arterial sistdlica (B e E) e a pressao arterial diastolica
(C e F). As barras representam a média + erro padrdo da média do delta de alteracdo da pressdo arterial em
relagdo a pressdo arterial basal aferida em mmHg. * representa diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao
grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 15 — Area sob a curva da pressio arterial de ratas controle e diabéticas

anestesiadas apos a administracio sistémica de adrenalina. Ratas tratadas com estreptozotocina
(50 mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separadas em dois grupos experimentais: 1 semana apds
o tratamento (A, B e C) e 4 semanas apos o tratamento (D, E e F). As ratas provenientes desses grupos
experimentais foram anestesiadas e preparadas para a afericao da pressao arterial conforme métodos e protocolos
descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para adrenalina foi realizada, sendo
registrados os efeitos gerados sobre a pressdo arterial média (A e D), a pressdo arterial sistolica (B e E) e a
pressdo arterial diastolica (C e F). As barras representam a média + erro padrao da média da area sob a curva da
pressdo arterial medida em unidades arbitrarias. * representa diferencga significativa (p < 0,05) em relagdo ao
grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 16 mostra o delta da variagdo da frequéncia cardiaca obtida pela administragdo
de adrenalina e expresso em mmHg, assim como a area sob a curva desse mesmo efeito

expresso em unidades arbitrarias.
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Quando comparadas as ratas do grupo controle, uma semana apds receberem STZ, as
ratas diabéticas apresentaram aumento no delta da frequéncia cardiaca na dose de 30 nmol/Kg
de adrenalina (Figura 16A), mas ndo na area sob a curva (Figura 16B). Na quarta semana apds
os tratamentos ndo houve diferenca entre os grupos controle e diabéticas para a frequéncia

cardiaca ap0s as sucessivas administragdes de adrenalina (Figura 16C e 16D).
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Figura 16 — Frequéncia cardiaca de ratas controle e diabéticas anestesiadas apés a
administracio sistémica de adrenalina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou
com veiculo (controle) foram separadas em dois grupos experimentais: 1 semana ap6s o tratamento (A ¢ B) e 4
semanas apos o tratamento (C e D). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram anestesiadas e
preparadas para a aferi¢do da frequéncia cardiaca conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 ¢ 3.4.2,
respectivamente. Uma curva dose resposta para adrenalina foi realizada, sendo registrados o delta maximo (em
bpm; A e C) e a area sob a curva (em unidades arbitrarias; B e D) dos efeitos gerados sobre a frequéncia
cardiaca. As barras representam a média + erro padrdo da média da frequéncia cardiaca. * representa diferenga
significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo
teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 17 mostra o delta da variagdio do fluxo sanguineo renal obtida pela
administracdo de adrenalina e expresso em mmHg, assim como a area sob a curva desse
mesmo efeito expresso em unidades arbitrarias.

Em resposta a administragdo da dose de 30 nmol/Kg de adrenalina, o delta (Figura 17A)

e a area sob a curva (Figura 17B) do fluxo sanguineo renal do grupo diabético apresentaram-
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se reduzidos na primeira semana, mas ndo na quarta semana (Figura 17C e 17D), quando

comparados com o grupo controle.
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Figura 17 — Fluxo sanguineo renal de ratas controle e diabéticas anestesiadas apds a

administracio sistémica de adrenalina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou
com veiculo (controle) foram separadas em dois grupos experimentais: 1 semana apds o tratamento (A e B) ¢ 4
semanas apos o tratamento (C e D). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram anestesiadas e
preparadas para a afericdo do fluxo renal conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2,
respectivamente. Uma curva dose resposta para adrenalina foi realizada, sendo registrados o delta maximo (A e
C) e a area sob a curva (B e D) dos efeitos gerados sobre o fluxo sanguineo renal, ambos em unidades arbitrarias.
As barras representam a média + erro padrdo da média do fluxo sanguineo renal. * representa diferencga
significativa (p < 0,05) em rela¢do ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo
teste post-hoc de Bonferroni.

Por sua vez, a Figura 18 mostra o delta da variagdo do fluxo sanguineo no musculo
esquelético obtida pela administra¢do de adrenalina e expresso em mmHg, assim como a area
sob a curva desse mesmo efeito expresso em unidades arbitrarias.

E, quando comparado ao grupo controle, a area sob a curva (Figura 18B), mas ndo o
delta (Figura 18A) do fluxo sanguineo da musculatura gastrocnémica do grupo tratado com
STZ apresentou-se reduzida em resposta a adrenalina (30 nmol/Kg) na primeira semana. Ao
passo que, na quarta semana apoOs os tratamentos com STZ ou veiculo, ndo observamos

diferencas significativas entre os grupos (Figura 18C e 18D).
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Figura 18 — Fluxo sanguineo na cabeca medial do musculo gastrocnémio de ratas

controle e diabéticas anestesiadas apos a administracdo sistémica de adrenalina. Ratas
tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separadas em dois grupos
experimentais: 1 semana apds o tratamento (A e B) e 4 semanas ap0s o tratamento (C ¢ D). As ratas provenientes
desses grupos experimentais foram anestesiadas e preparadas para a aferigdo do fluxo sanguineo gastrocnémico
conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 ¢ 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para
adrenalina foi realizada, sendo registrados o delta maximo (A e C) ¢ a area sob a curva (B ¢ D) dos efeitos
gerados sobre o fluxo sanguineo muscular, ambos em unidades arbitrarias. As barras representam a média =+ erro
padrdo da média do fluxo sanguineo muscular. * representa diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo ao
grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 19 mostra o delta de variagdo das PAM, PAS e PAD obtidas pela
administracao de fenilefrina expresso em mmHg; enquanto que a Figura 20 mostra a area sob
a curva dessas respostas pressoricas expressa em unidades arbitrarias.

Observamos aumento nos valores pressoricos induzidos por fenilefrina 1 semana e 4
semanas apos administragdo de veiculo ou STZ (50 mg/Kg) quando expressos tanto como
delta (Figura 19) ou como 4rea sob a curva (Figura 20). No entanto, o aumento no delta da
PAS e PAD induzido por fenilefrina na dose de 30 nmol/Kg foi menor em ratas diabéticas de
1 semana do que nas ratas controle. O aumento nos valores de delta da PAM e da PAS
induzidos por essa mesma dose (30 nmol/Kg) de fenilefrina foram menores em ratas

diabéticas de 4 semanas do que nas ratas controle. J& a dose de 10 nmol/Kg de fenilefrina



90

induziu um menor aumento no delta da PAS de ratas diabéticas de 4 semanas apos a

administracdo da STZ, quando comparada com as ratas controle (Figura 19).
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Figura 19 — Variacio da pressio arterial de ratas controle e diabéticas anestesiadas apos

a administracao sistémica de fenilefrina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas)
ou com veiculo (controle) foram separadas em dois grupos experimentais: 1 semana apos o tratamento (A, B e
C) e 4 semanas apos o tratamento (D, E e F). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram
anestesiadas e preparadas para a afericdo da pressao arterial conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e
3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para fenilefrina foi realizada, sendo registrados os efeitos
gerados sobre a pressao arterial média (A e D), a pressdo arterial sistdlica (B e E) e a pressao arterial diastolica
(C e F). As barras representam a média + erro padrdo da média do delta da pressdo arterial aferida em mmHg. *
representa diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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Resultados semelhantes foram observados nos valores pressoricos induzidos por

fenilefrina quando expressos em drea sob a curva, onde observamos uma menor area sob a

curva para as PAM, PAS e PAD na primeira e na quarta semana apds tratamento com STZ,

quando comparada as ratas do grupo que recebeu veiculo (Figura 20).
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Figura 20 — Area sob a curva da pressdo arterial de ratas controle e diabéticas

anestesiadas apés a administracio sistémica de fenilefrina. Ratas tratadas com estreptozotocina
(50 mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separadas em dois grupos experimentais: 1 semana apos
o tratamento (A, B ¢ C) e 4 semanas apés o tratamento (D, E e F). As ratas provenientes desses grupos
experimentais foram anestesiadas e preparadas para a aferi¢do da pressdo arterial conforme métodos e protocolos
descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para fenilefrina foi realizada, sendo
registrados os efeitos gerados sobre a pressdo arterial média (A e D), a pressdo arterial sistolica (B ¢ E) e a
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pressdo arterial diastolica (C e F). As barras representam a média + erro padrdo da média da area sob a curva da
pressdo arterial medida em unidades arbitrarias. * representa diferencga significativa (p < 0,05) em relagdo ao
grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 21 mostra o delta da variagdo da frequéncia cardiaca obtida pela administragdo
de fenilefrina e expresso em mmHg, assim como a area sob a curva desse mesmo efeito
expresso em unidades arbitrarias.

Na primeira semana apos o tratamento com STZ (50 mg/Kg) ou veiculo, a frequéncia
cardiaca ndo se apresentou alterada entre os grupos em resposta as sucessivas administragdes
de fenilefrina (Figura 21A e 21B). Todavia, apds 4 semanas dos tratamentos, tanto o delta do
aumento da frequéncia cardiaca obtido na dose de 10 nmol/Kg (Figura 21C) quanto a drea sob
a curva do aumento da frequéncia cardiaca na dose de 30 nmol/Kg (Figura 21D) foram

menores no grupo diabético, quando comparados com os obtidos no grupo controle.
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Figura 21 — Frequéncia cardiaca de ratas controle e diabéticas anestesiadas apds a

administracao sistémica de fenilefrina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou
com veiculo (controle) foram separadas em dois grupos experimentais: 1 semana apos o tratamento (A e B) e 4
semanas apos o tratamento (C e D). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram anestesiadas e
preparadas para a aferi¢do da frequéncia cardiaca conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2,
respectivamente. Uma curva dose resposta para fenilefrina foi realizada, sendo registrados o delta maximo (em
bpm; A e C) e a area sob a curva (em unidades arbitrarias; B e D) dos efeitos gerados sobre a frequéncia
cardiaca. As barras representam a média + erro padrdo da média da frequéncia cardiaca. * representa diferenca
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significativa (p < 0,05) em relagéo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo
teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 22 mostra o delta da variagio do fluxo sanguineo renal obtida pela
administracdo de fenilefrina e expresso em mmHg, assim como a area sob a curva desse
mesmo efeito expresso em unidades arbitrarias.

As variagdes de fluxo sanguineo renal em resposta as administragdes sistémicas de
fenilefrina ndo apresentaram diferengas entre os grupos tratados com STZ ou veiculo na
primeira semana (Figura 22A e 22B). J4 na quarta semana apo6s o tratamento com STZ ou
veiculo, a drea sob a curva da diminuicao do fluxo sanguineo renal foi menor no grupo tratado
com STZ do que no controle (Figura 22D), sem diferenca entre os grupos quando analisado o

delta desse mesmo efeito (Figura 21C).
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Figura 22 — Fluxo sanguineo renal de ratas controle e diabéticas anestesiadas apos a

administracio sistémica de fenilefrina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou
com veiculo (controle) foram separadas em dois grupos experimentais: 1 semana ap6s o tratamento (A ¢ B) e 4
semanas apos o tratamento (C e D). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram anestesiadas e
preparadas para a aferi¢cao do fluxo sanguineo renal, conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 ¢ 3.4.2,
respectivamente. Uma curva dose resposta para fenilefrina foi realizada, sendo registrados o delta maximo (A e
C) e a area sob a curva (B e D) dos efeitos gerados sobre o fluxo sanguineo renal, ambos em unidades arbitrarias.
As barras representam a média + erro padrdo da média do fluxo sanguineo renal expressos como delta ou area
sob a curva em unidades arbitrarias. * representa diferenga significativa (p < 0,05) em relag@o ao grupo controle.
ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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A Figura 23 mostra o delta da variagdo do fluxo sanguineo no musculo esquelético
obtida pela administracdo de fenilefrina e expresso em mmHg, assim como a area sob a curva
desse mesmo efeito expresso em unidades arbitrarias.

De forma semelhante ao que foi observado para o fluxo sanguineo renal, as variagdes do
fluxo sanguineo na cabeca medial do musculo gastrocnémio, em resposta as administracdes
sistémicas de fenilefrina, ndo apresentaram diferencgas entre os grupos tratados com STZ ou
veiculo na primeira semana (Figura 23A e 23B). Por sua vez, na quarta semana apos o
tratamento com STZ ou veiculo o fluxo sanguineo muscular dos animais tratados com STZ
apresentou uma menor area sob a curva quando comparada ao grupo controle (Figura 23D),

mas sem diferencas no delta do efeito maximo (Figura 23C).
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Figura 23 — Fluxo sanguineo na cabeca medial do musculo gastrocnémio de ratas

controle e diabéticas anestesiadas apdés a administracio sistémica de fenilefrina. Ratas
tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separadas em dois grupos
experimentais: 1 semana apds o tratamento (A e B) e 4 semanas apds o tratamento (C e D). As ratas provenientes
desses grupos experimentais foram anestesiadas e preparadas para a aferi¢do do fluxo sanguineo gastrocnémico
conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para
fenilefrina foi realizada, sendo registrados o delta maximo (A e C) e a area sob a curva (B e D) dos efeitos
gerados sobre o fluxo sanguineo muscular, ambos em unidades arbitrarias. As barras representam a média + erro
padrao da média do fluxo sanguineo muscular. * representa diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao
grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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4.2.2 Diabetes ocasiona hiporresponsividade vascular via receptores B-adrenérgicos

A Figura 24 mostra o delta de variacdo das PAM, PAS e PAD obtidas pela
administracao de isoprenalina expresso em mmHg; enquanto que a Figura 25 mostra a area
sob a curva dessas respostas pressoricas expressa em unidades arbitrarias.

A administragdo de isoprenalina de forma sistémica ocasionou diminui¢do na pressao
arterial, efeito melhor observado sobre a PAD. Na primeira semana apos a inducdo do
diabetes, quando analisado o delta maximo do efeito hipotensor da isoprenalina, somente
observamos diferenga entre os grupos para a PAD (Figura 24C), tendo o grupo diabético
apresentado menor efeito hipotensor. Na analise da area sob a curva do efeito hipotensor
obtido, somente foram encontradas diferencas para as dose de 10 nmol/Kg de isoprenalina na
PAM (Figura 25A) e na PAD (Figura 25C).

J& na quarta semana ap6s a indug¢do do diabetes, a administragdo sistémica de
isoprenalina apresentou menor efeito hipotensor nas ratas diabéticas, isso observado tanto
pelo delta da queda da PAM (Figura 24D), da PAS (Figura 24E) e da PAD (Figura 24F),

quanto pela diminuicao da area sob a curva (Figura 25D-25F).
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Figura 24 — Variacio da pressido arterial de ratas controle e diabéticas anestesiadas apos

a administracdo sistémica de isoprenalina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg;
diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos experimentais: 1 semana ap6s o tratamento
(A, B e C) e 4 semanas ap0s o tratamento (D, E e F). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram
anestesiadas e preparadas para a afericdo da pressao arterial conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 €
3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para isoprenalina foi realizada, sendo registrados os efeitos
gerados sobre a pressdo arterial média (A e D), a pressdo arterial sistdlica (B e E) e a pressdo arterial diastolica
(C e F). As barras representam a média + erro padrdo da média da pressdo arterial aferida em mmHg. *
representa diferenga significativa (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 25 — Area sob a curva da pressio arterial de ratas controle e diabéticas

anestesiadas apds a administracio sistéemica de isoprenalina. Ratas tratadas com
estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separadas em dois grupos
experimentais: 1 semana apos o tratamento (A, B e C) e 4 semanas apds o tratamento (D, E e F). As ratas
provenientes desses grupos experimentais foram anestesiadas e preparadas para a aferi¢do da pressdo arterial
conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para
isoprenalina foi realizada, sendo registrados os efeitos gerados sobre a pressdo arterial média (A e D), a pressdo
arterial sistolica (B e E) e a pressdo arterial diastolica (C e F). As barras representam a média + erro padrao da
média da area sob a curva da pressdo arterial medida em unidades arbitrarias. * representa diferenga significativa
(p < 0,05) em relag@o ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-
hoc de Bonferroni.

A Figura 26 mostra o delta da variagdo da frequéncia cardiaca obtida pela administragao
de isoprenalina e expresso em mmHg, assim como a area sob a curva desse mesmo efeito

expresso em unidades arbitrarias.
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A frequéncia cardiaca aumentou de forma dependente da dose quando administrada
isoprenalina sistemicamente nos animais. Contudo, s6 houve diferenga entre os grupos na
primeira semana, onde as ratas diabéticas apresentaram menor elevacdo da frequéncia
cardiaca quando utilizada a dose de 10 nmol/Kg, observado através do delta (Figura 26A) e da
area sob a curva (Figura 26B). Nao foram observadas diferengas entre os grupos, quando as
mesmas analises foram realizadas na quarta semana ap6s a inducao do diabetes (Figura 26C e

26D).
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Figura 26 — Frequéncia cardiaca de ratas controle e diabéticas anestesiadas apos a

administracio sistémica de isoprenalina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas)
ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos experimentais: 1 semana apds o tratamento (A e B) e 4
semanas apos o tratamento (C e D). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram anestesiadas e
preparadas para a aferigdo da pressdo arterial conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2,
respectivamente. Uma curva dose resposta para isoprenalina foi realizada, sendo registrados o delta maximo (em
bpm; A e C) e a area sob a curva (em unidades arbitrarias; B e D) dos efeitos gerados sobre a frequéncia
cardiaca. As barras representam a média + erro padrdo da média da frequéncia cardiaca. * representa diferenca
significativa (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo
teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 27 mostra o delta da variagio do fluxo sanguineo renal obtida pela
administracdo de isoprenalina e expresso em mmHg, assim como a area sob a curva desse

mesmo efeito expresso em unidades arbitrarias.
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O fluxo sanguineo renal era diminuido pela a¢do da isoprenalina de forma dependente
da dose e formando uma curva em forma de “U”. Na primeira semana foi observada uma
redu¢do no delta maximo apresentado pelas ratas diabéticas (Figura 27A), mas sem apresentar
diferencas na area sob a curva (Figura 27B). Quando avaliado o efeito da isoprenalina nos
grupos experimentais 4 semanas ndo observamos nenhuma diferenca nos efeitos obtidos

quando analisados o delta do efeito maximo (Figura 27C) e a 4rea sob a curva (Figura 27D).
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Figura 27 — Fluxo sanguineo renal de ratas controle e diabéticas anestesiadas apds a

administracio sistémica de isoprenalina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas)
ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos experimentais: 1 semana apds o tratamento (A e B) e 4
semanas apos o tratamento (C e D). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram anestesiadas e
preparadas para a afericdo da pressdo arterial conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2,
respectivamente. Uma curva dose resposta para isoprenalina foi realizada, sendo registrados o delta maximo (A e
C) e a area sob a curva (B e D) dos efeitos gerados sobre o fluxo sanguineo renal, ambos em unidades arbitrarias.
As barras representam a média + erro padrdo da média do fluxo sanguineo renal. * representa diferenca
significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo
teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 28 mostra o delta da variacdo do fluxo sanguineo no musculo esquelético
obtida pela administragcdo de isoprenalina e expresso em mmHg, assim como a area sob a

curva desse mesmo efeito expresso em unidades arbitrarias.
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A administragdo de isoprenalina aumentou o fluxo sanguineo muscular de forma
dependente da dose e também obtinhamos uma curva em forma de “U”. Entre os grupos
experimentais 1 semana ndo houve diferencas estatisticamente significantes quando
analisados o delta do efeito maximo (Figura 28A) e a area sob a curva (Figura 28B). Por sua
vez, quando analisados os grupos experimentais 4 semanas, observamos apenas uma maior
area sob a curva para a dose de 10 nmol/Kg (Figura 28D), ndo sendo observada nenhuma

outra diferenca entre os grupos.
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Figura 28 — Fluxo sanguineo na cabeca medial do musculo gastrocnémio de ratas

controle e diabéticas anestesiadas apos a administracio sistémica de isoprenalina. Ratas
tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos
experimentais: 1 semana apds o tratamento (A e B) e 4 semanas apds o tratamento (C e D). As ratas provenientes
desses grupos experimentais foram anestesiadas e preparadas para a afericdo da pressdo arterial conforme
métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para isoprenalina foi
realizada, sendo registrados o delta maximo (A e C) e a area sob a curva (B e D) dos efeitos gerados sobre o
fluxo sanguineo muscular, ambos em unidades arbitrarias. As barras representam a média + erro padrdo da
média do fluxo sanguineo muscular. * representa diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle.
ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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4.2.3 Diabetes induz prejuizo vascular dependente do endotélio

A Figura 29 mostra o delta de variacdo das PAM, PAS e PAD obtidas pela
administracao de acetilcolina expresso em mmHg; enquanto que a Figura 30 mostra a area
sob a curva dessas respostas pressoricas expressa em unidades arbitrarias.

Quando avaliamos a resposta vasorrelaxante dependente do endotélio induzida por
acetilcolina no leito vascular da musculatura esquelética, observamos que o delta da PAM
para a dose de 1 nmol/Kg (Figura 29A) e o delta da PAS (Figura 29B) e da PAD (Figura 29C)
para as doses de 10 e 100 nmol/Kg foram menores no grupo das ratas diabéticas uma semana
apos receberem STZ do que naquelas que receberam veiculo. Enquanto que, nessa mesma
semana, o grupo das ratas diabéticas teve uma menor area sob a curva para a resposta
hipotensora da acetilcolina, mas apenas na dose de 100 nmol/Kg (Figura 30A-30C).

Por sua vez, na quarta semana apos o tratamento com STZ ou veiculo, houve redugdo
no delta maximo de relaxamento induzido por acetilcolina, para as doses de 1, 10 e 100
nmol/Kg, no grupo das ratas que receberam STZ observada nas PAM (Figura 29D), PAS
(Figura 29E) e PAD (Figura 29F). Resultados semelhantes foram observados na area sob a
curva da PAM (Figura 30D), da PAS (Figura 30E) e PAD (Figura 30F), onde apresentaram-se

menores para o grupo das ratas diabéticas, quando comparado com o grupo controle.
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Figura 29 — Variacao da pressao arterial de ratas controle e diabéticas anestesiadas apoés

a administracio sistémica de acetilcolina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas)
ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos experimentais: 1 semana apds o tratamento (A, Be C) e
4 semanas apos o tratamento (D, E e F). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram anestesiadas e
preparadas para a aferigdo da pressdo arterial conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2,
respectivamente. Uma curva dose resposta para acetilcolina foi realizada, sendo registrados os efeitos gerados
sobre a pressao arterial média (A e D), a pressdo arterial sistolica (B e E) e a pressao arterial diastolica (C e F).
As barras representam a média + erro padrdo da média da pressdo arterial aferida em mmHg. * representa
diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
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Figura 30 — Area sob a curva da pressdo arterial de ratas controle e diabéticas

anestesiadas apés a administracio sistémica de acetilcolina. Ratas tratadas com estreptozotocina
(50 mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos experimentais: 1 semana apds o
tratamento (A, B ¢ C) e 4 semanas apds o tratamento (D, E e F). As ratas provenientes desses grupos
experimentais foram anestesiadas e preparadas para a afericao da pressao arterial conforme métodos e protocolos
descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para acetilcolina foi realizada, sendo
registrados os efeitos gerados sobre a pressdo arterial média (A e D), a pressdo arterial sistolica (B e E) e a
pressdo arterial diastolica (C e F). As barras representam a média + erro padrao da média da area sob a curva da
pressdo arterial medida em unidades arbitrarias. * representa diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao
grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 31 mostra o delta da variagao da frequéncia cardiaca obtida pela administracao
de acetilcolina e expresso em mmHg, assim como a area sob a curva desse mesmo efeito

expresso em unidades arbitrarias.
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No grupo experimental de 1 semana apos tratamentos com STZ ou veiculo ndo houve
diferenga de variacdes na frequéncia cardiaca entre os grupos apds a administragdo de
acetilcolina (Figura 31A e 31B). Ja no grupo experimental de 4 semanas apos os tratamentos
com STZ ou veiculo, a dose de 100 nmol/Kg foi capaz de ocasionar uma queda na frequéncia
cardiaca de 36+48 bpm (Figura 31C) no grupo controle, enquanto que o grupo diabético ndo
apresentou tal reduc¢do, apresentando queda maxima de 7+10 bpm (Figura 31C) e uma menor

area sob a curva (Figura 31D), quando comparado com a obtida com o grupo controle.
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Figura 31 — Frequéncia cardiaca de ratas controle e diabéticas anestesiadas apds a

administracio sistémica de acetilcolina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas)
ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos experimentais: 1 semana ap6s o tratamento (A e B) e 4
semanas apos o tratamento (C e D). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram anestesiadas e
preparadas para a aferigdo da pressdo arterial conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2,
respectivamente. Uma curva dose resposta para acetilcolina foi realizada, sendo registrados o delta maximo (em
bpm; A e C) e a area sob a curva (em unidades arbitrarias; B e D) dos efeitos gerados sobre a frequéncia
cardiaca. As barras representam a média + erro padrdo da média da frequéncia cardiaca. * representa diferenca
significativa (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo
teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 32 mostra o delta da variacdo do fluxo sanguineo renal obtida pela
administracdo de acetilcolina e expresso em mmHg, assim como a area sob a curva desse

mesmo efeito expresso em unidades arbitrarias.
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A administracdo sistémica de acetilcolina induziu diminui¢do do fluxo sanguineo renal
de modo dependente da dose administrada. Na primeira semana apds o tratamento com STZ
ou veiculo ndo observamos diferenca entre os grupos para as variagcdes no fluxo sanguineo
renal ocasionadas pela administracao de acetilcolina (Figura 32A e 32B).

Por outro lado, na quarta semana apds o tratamento com STZ ou veiculo, observamos
que as maiores doses de acetilcolina (10 e 100 nmol/Kg) tiveram o delta méximo de
relaxamento menor no grupo diabético (Figura 32C); enquanto que a dose de 100 nmol/Kg de
acetilcolina apresentou foi uma menor area sob a curva para a variacdo do fluxo sanguineo
renal, ao tempo que o controle apresentava uma maior queda no fluxo sanguineo renal para

esta mesma dose (Figura 32D).
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Figura 32 — Fluxo sanguineo renal de ratas controle e diabéticas anestesiadas apds a

administracio sistémica de acetilcolina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas)
ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos experimentais: 1 semana apds o tratamento (A ¢ B) e 4
semanas apos o tratamento (C e D). As ratas provenientes desses grupos experimentais foram anestesiadas e
preparadas para a afericdo da pressdo arterial conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2,
respectivamente. Uma curva dose resposta para acetilcolina foi realizada, sendo registrados o delta maximo (A e
C) e a area sob a curva (B e D) dos efeitos gerados sobre o fluxo sanguineo renal, ambos em unidades arbitrarias.
As barras representam a média + erro padrdo da média do fluxo sanguineo renal. * representa diferenca
significativa (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo
teste post-hoc de Bonferroni.
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A Figura 33 mostra o delta da variagdo do fluxo sanguineo no musculo esquelético
obtida pela administragdo de acetilcolina e expresso em mmHg, assim como a area sob a
curva desse mesmo efeito expresso em unidades arbitrarias.

Quando administrada de forma sistémica, ndo observamos diferengcas no aumento do
fluxo sanguineo muscular no gastrocnémio induzido pela acetilcolina entre os grupos, tanto na
primeira semana (Figura 33A e 33B) quanto na quarta semana (Figura 33C e 33D) apds os

tratamentos.
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Figura 33 — Fluxo sanguineo na cabeca medial do musculo gastrocnémio de ratas

controle e diabéticas anestesiadas apos a administracao sistémica de acetilcolina. Ratas
tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos
experimentais: 1 semana apos o tratamento (A e B) e 4 semanas apos o tratamento (C e D). As ratas provenientes
desses grupos experimentais foram anestesiadas e preparadas para a afericdo da pressdo arterial conforme
métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para acetilcolina foi
realizada, sendo registrados o delta maximo (A e C) e a area sob a curva (B e D) dos efeitos gerados sobre o
fluxo sanguineo muscular, ambos em unidades arbitrarias. As barras representam a média + erro padrdo da
média do fluxo sanguineo muscular. * representa diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle.
ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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4.2.4 Diabetes induz prejuizo vascular independente do endotélio

A Figura 34 mostra o delta de variacdo das PAM, PAS e PAD obtidas pela
administracao de nitroprussiato de sodio expresso em mmHg; enquanto que a Figura 35
mostra a drea sob a curva dessas respostas pressoricas expressa em unidades arbitrarias.

O doador de 6xido nitrico, nitroprussiato de so6dio, induziu uma queda na PAM, na PAS
e na PAD de ratas diabéticas e de ratas controle (Figura 34). Uma semana ap6s o tratamento
com STZ ou veiculo observamos um menor delta e uma menor area sob a curva para a
resposta de diminui¢do da pressdo arterial de ratas diabéticas induzida por nitroprussiato de
sodio (100 nmol/Kg) na PAS (Figura 34B ¢ Figura 35B) e na PAD (Figura 34C e Figura
35C). E, ainda para a mesma dose, também observamos uma menor area sob a curva na PAM
(Figura 34A) sem, contudo, apresentar diferen¢a no delta do efeito maximo (Figura 35A).

Na quarta semana ap6s o tratamento com STZ ou veiculo observamos que houve uma
menor resposta vasorrelaxante no grupo diabético quando analisado o delta da resposta
maxima obtida com as administra¢des das doses de 0,1, 10 e 100 nmol/Kg de nitroprussiato
de sodio na PAM (Figura 34D) e na PAD (Figura 34F) e nas doses de 10 e 100 nmol/Kg de
nitroprussiato de sodio na PAS (Figura 34E). J4 quando avaliada a area sob a curva do efeito
vasorrelaxante do nitroprussiato de sddio, observamos uma menor area para as doses de 10 e
100 nmol/Kg de nitroprussiato de sddio no grupo diabético para a PAM (Figura 35D), PAS
(Figura 35E) e PAD (Figura 35F).
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Figura 34 — Variacao da pressao arterial de ratas controle e diabéticas anestesiadas apos

a administracio sistémica de nitroprussiato de sodio. Ratas tratadas com estreptozotocina (50
mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos experimentais: 1 semana apds o
tratamento (A, B ¢ C) e 4 semanas apos o tratamento (D, E e F). As ratas provenientes desses grupos
experimentais foram anestesiadas e preparadas para a afericdo da pressao arterial conforme métodos e protocolos
descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para o nitroprussiato de sddio foi realizada,
sendo registrados os efeitos gerados sobre a pressdo arterial média (A e D), a pressdo arterial sistolica (Be E) e a
pressdo arterial diastdlica (C e F). As barras representam a média £+ erro padrdo da média da pressdo arterial
aferida em mmHg. * representa diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas
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vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.



109

Pressao arterial média

Nitroprussiato de sédio (nmol/Kg)
100 0,1 1 10 100

O o= 1]
U *
*

Pressao arterial média

Nitroprussiato de sédio (nmol/Kg)
0,1 1

. UD

-100

>
O

-100
-200+ -200-

(1 Controle 1 semana (n=6)
] Diabéticas 1 semana (n=6)

[ Controle 4 semanas (n=6)
] Diabéticas 4 semanas (n=6)

Area sob a curva
(unidades arbitrarias x10)
*

Area sob a curva

(unidades arbitrarias x10)

-300- -300-

Pressao arterial sistolica
Nitroprussiato de sédio (nmol/Kg)
100

0,1 1 10
0 [1_]1;[ [_*_]1\:l u1‘:' B
*

*

Pressao arterial sistolica

Nitroprussiato de sédio (nmol/Kg)
1 10 100

0,1 ! 1
e ug

-100+

vy
[Tl

-100+

-100- -200-

Area sob a curva
(unidades arbitrarias x10)

(1 Controle 1 semana (n=6)
] Diabéticas 1 semana (n=6)

] Controle 4 semanas (n=6)
] Diabéticas 4 semanas (n=6)

Area sob a curva
(unidades arbitrarias x10)

-300- -300-

Pressao arterial diastdlica

Nitroprussiato de sédio (nmol/Kg)
100 0,1 1 10 100

0 u';, ' B

*

Pressao arterial diastolica

Nitroprussiato de sédio (nmol/Kg)
0,1 1

T U”u

-100-

O
T

-100

-200-

-200-

Area sob a curva
(unidades arbitrarias)

(1 Controle 4 semanas (n=6)T
] Diabéticas 4 semanas (n=6)

(1 Controle 1 semana (n=6) I
] Diabéticas 1 semana (n=6)

Area sob a curva
(unidades arbitrarias x10)

-300- -300-

Figura 35 — Area sob a curva da pressio arterial de ratas controle e diabéticas

anestesiadas apdés a administracio sistémica de nitroprussiato de sodio. Ratas tratadas com
estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos experimentais:
1 semana apos o tratamento (A, B e C) e 4 semanas apds o tratamento (D, E e F). As ratas provenientes desses
grupos experimentais foram anestesiadas e preparadas para a aferi¢do da pressdo arterial conforme métodos e
protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para o nitroprussiato de sodio
foi realizada, sendo registrados os efeitos gerados sobre a pressdo arterial média (A e D), a pressdo arterial
sistolica (B e E) e a pressdo arterial diastolica (C e F). As barras representam a média + erro padrdo da média da
area sob a curva da pressdo arterial medida em unidades arbitrarias. * representa diferenca significativa (p <
0,05) em relagd@o ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni.

A Figura 36 mostra o delta da variag@o da frequéncia cardiaca obtida pela administragdo
de nitroprussiato de sddio e expresso em mmHg, assim como a area sob a curva desse mesmo

efeito expresso em unidades arbitrarias.
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A variagdo da frequéncia cardiaca induzida pela administragdo sistémica de
nitroprussiato de sddio ndo foi diferente entre os grupos na primeira (Figura 36A e 36B) e na

quarta semana (Figura 36C e 36D) apos os tratamentos com STZ ou veiculo.
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Figura 36 — Frequéncia cardiaca de ratas controle e diabéticas anestesiadas apés a

administracio sistémica de nitroprussiato de sdédio. Ratas tratadas com estreptozotocina (50
mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos experimentais: 1 semana apos o
tratamento (A e B) e 4 semanas ap6s o tratamento (C e D). As ratas provenientes desses grupos experimentais
foram anestesiadas e preparadas para a afericdo da pressdo arterial conforme métodos e protocolos descritos em
3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para o nitroprussiato de sodio foi realizada, sendo
registrados o delta maximo (em bpm; A e C) e a area sob a curva (em unidades arbitrarias; B e D) dos efeitos
gerados sobre a frequéncia cardiaca. As barras representam a média + erro padrio da média da frequéncia
cardiaca. * representa diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.

A Figura 37 mostra o delta da variagdo do fluxo sanguineo renal obtida pela
administracao de nitroprussiato de sodio e expresso em mmHg, assim como a area sob a curva
desse mesmo efeito expresso em unidades arbitrarias.

A administrag@o sistémica de nitroprussiato de sdédio diminuiu o fluxo sanguineo renal
das ratas dos dois grupos (Figura 37). Na primeira semana, a administracdo de nitroprussiato
de soédio nao causou diferencas significativas no fluxo renal entre as ratas controle e

diabéticas; seja quando esse resultado ¢ expresso como delta do efeito maximo (Figura 37A)
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ou como area sob a curva (Figura 37B). Entretanto, na quarta semana, apenas para a dose de
100 nmol/Kg de nitroprussiato de soédio, a area sob a curva do fluxo sanguineo renal foi

menor nas ratas diabéticas do que no grupo controle (Figura 37D).
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Figura 37 — Fluxo sanguineo renal de ratas controle e diabéticas anestesiadas apods a
administracido sistémica de nitroprussiato de sdédio. Ratas tratadas com estreptozotocina (50
mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separas em dois grupos experimentais: 1 semana apos o
tratamento (A e B) e 4 semanas ap6s o tratamento (C e D). As ratas provenientes desses grupos experimentais
foram anestesiadas e preparadas para a aferigdo da pressdo arterial conforme métodos e protocolos descritos em
3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para o nitroprussiato de sodio foi realizada, sendo
registrados o delta maximo (A e C) e a area sob a curva (B e D) dos efeitos gerados sobre o fluxo sanguineo
renal, ambos em unidades arbitrarias. As barras representam a média + erro padrdo da média do fluxo sanguineo
renal. * representa diferenca significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com
medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.

Por sua vez, a Figura 38 mostra o delta da variacdo do fluxo sanguineo no musculo
esquelético obtida pela administracao de nitroprussiato de sddio e expresso em mmHg, assim
como a area sob a curva desse mesmo efeito expresso em unidades arbitrarias. Sendo que a
administragdo de nitroprussiato de sddio ocasionou aumento no fluxo sanguineo muscular de

forma dependente da dose e formando uma curva em forma de “U” (Figura 38).
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Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos quando
analisados o delta do efeito maximo (Figura 38A e 38C) e a area sob a curva (Figura 38B e

38D) na primeira e na quarta semana apos a indugao do diabetes.
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Figura 38 — Fluxo sanguineo na cabeca medial do musculo gastrocnémio de ratas
controle e diabéticas anestesiadas apos a administracio sistémica de nitroprussiato de

sédio. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) foram separas em
dois grupos experimentais: 1 semana apds o tratamento (A ¢ B) e 4 semanas apds o tratamento (C ¢ D). As ratas
provenientes desses grupos experimentais foram anestesiadas e preparadas para a aferigdo da pressdo arterial
conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.2 e 3.4.2, respectivamente. Uma curva dose resposta para o
nitroprussiato de sodio foi realizada, sendo registrados o delta maximo (A e C) e a area sob a curva (B e D) dos
efeitos gerados sobre o fluxo sanguineo muscular, ambos em unidades arbitrarias. As barras representam a média
+ erro padrdo da média do fluxo sanguineo muscular. * representa diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo
ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.

4.3 Reatividade do leito vascular da musculatura esquelética de ratas controle e

diabéticas

A Figura 39 apresenta os valores basais da pressdo de perfusdo, em mmHg, obtidas a
partir de preparagdes de pernas isoladas de ratas controle e diabéticas apds 4 semana da
administracao de STZ ou veiculo. Quatro semanas apos a administragcao de STZ ou veiculo,

quando avaliada a pressdo de perfusao basal do leito vascular da musculatura esquelética nao
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foi encontrada diferenga entre os grupos. O grupo controle apresentou uma pressdo de

perfusdo basal de 42+7 mmHg, ao passo que o grupo diabético, de 52+20 mmHg.
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Figura 39 — Valores pressoricos basais da pressao de perfusido de preparacdes de pernas
isoladas de ratas controle e diabéticas apés 4 semanas da administracio de

estreptozotocina ou veiculo. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas, barra cheia) ou
com veiculo (controle, barra vazia) foram alocadas no grupo experimental 4 semana ap6s o tratamento. As ratas
provenientes desse grupo experimental foram anestesiadas e preparadas para a aferi¢do da pressdo de perfusdo
conforme métodos e protocolos descritos em 3.3.3 e 3.4.3, respectivamente. Apds um periodo de 30 min de
estabilizagdo, os valores basais da pressdo de perfusdo eram aferidos, em mmHg. As barras representam a média
+ erro padrdo da média. Ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (Teste ¢
de Student).

4.3.1 Reatividade aos agentes vasoconstritores

A Figura 40 mostra o delta de variagdo da pressao de perfusdo obtida em preparacdes de
pernas isoladas pelas administragcdes de fenilefrina (Figura 40A) e adrenalina (Figura 40C),
expressas em mmHg, e as suas respectivas areas sob a curva (Figura 40B e 40D).

Apo6s 4 semana da administracdo de STZ ou veiculo, no leito vascular da musculatura
esquelética de ratas controle e de ratas diabéticas a fenilefrina induziu aumento na pressao de
perfusdo dependente da dose. O leito vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas
(4 semanas) apresentou um delta maximo de contragdo para fenilefrina em torno de 227424
mmHg, ndo sendo diferente da contragdo maxima apresentada pelo grupo controle, em torno
de 248+24 mmHg. Os demais pontos da curva também ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (Figura 40A), muito menos a area sob a curva (Figura 40B).

Por sua vez, a adrenalina também induziu aumento na pressdao de perfusdao de forma
dependente da dose no leito vascular da musculatura esquelética de ratas controle e de ratas

diabéticas. O efeito maximo do aumento na pressdo de perfusdo foi atingido ja com a dose de
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100 nmol. Dessa forma, obtivemos um aumento maximo na pressao de perfusdo para o grupo
diabético em torno de 244+28 mmHg e para o grupo controle em torno de 282+30 mmHg.
Quando analisado o delta da resposta méxima para o aumento da pressao de perfusao do
leito vascular da musculatura esquelética, ocasionado pela administracao de adrenalina nas
preparagdes de pernas isoladas, ndo apresentou diferenca entre os grupos (Figura 40C).
Todavia, a area sob a curva para a adrenalina foi menor no grupo das ratas diabéticas apos 4
semanas da administracdo de STZ, quando comparado com o grupo que recebeu veiculo

(Figura 40D).
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Figura 40 — Reatividade do leito vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas

(4 semanas) para fenilefrina (A e B) e adrenalina (C e D). Ratas tratadas com estreptozotocina
(50 mg/Kg; diabéticas, barras cheias) ou com veiculo (controle, barras vazias) apds 4 semanas do tratamento
foram utilizadas neste experimento. Em A e C, as barras representam a média + erro padrdo da média da
variagdo da pressdo de perfusdo em mmHg. Em B e D, as barras representam a média + erro padrdo da média da
area sob a curva da pressdo de perfusdo em unidades arbitrarias. * representa diferencga significativa (p < 0,05)
em relacdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni.
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4.3.2 Reatividade aos agentes vasodilatadores

A Figura 41 mostra o delta de variagao da pressao de perfusdo obtida em preparagdes de
pernas isoladas pelas administragdes de acetilcolina (Figura 41A) e nitroprussiato de sodio
(Figura 41C), expressas em mmHg, e as suas respectivas areas sob a curva (Figura 41B e
Figura 41D).

O efeito maximo da diminui¢cdo da pressdo de perfusdo ocasionada pela administragao
de acetilcolina no leito vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas foi em torno de
74+11 mmHg, ndo sendo diferente do efeito maximo observado para o grupo controle, este,
em torno de 104+29 mmHg. Também os demais pontos da curva dose resposta nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas quando analisado o delta (Figura 41A)
e a area sob a curva (Figura 41B).

De modo semelhante ao que foi observado para a acetilcolina, a maxima diminui¢ao da
pressdo de perfusdo ocasionada pela administragdo de nitroprussiato de s6dio no leito vascular
da musculatura esquelética de ratas diabéticas foi em torno de 72+17 mmHg, também nao
sendo diferente do efeito méximo observado para o grupo controle, este em torno de 83+11
mmHg. A curva dose resposta para o nitroprussiato de sodio também nao apresentou
diferenca estatisticamente significativa quando analisado o delta (Figura 41C) e a area sob a

curva (Figura 41D).
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Figura 41 — Reatividade do leito vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas

(4 semanas) para acetilcolina (A e B) e nitroprussiato de sodio (C e D). Ratas tratadas com
estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas, barras cheias) ou com veiculo (controle, barras vazias) apés 4 semanas
do tratamento foram utilizadas neste experimento. Em A e C, as barras representam a média + erro padrdo da
média da variag¢@o da pressdo de perfusao em mmHg. Em B e D, as barras representam a média + erro padrdo da
média da area sob a curva da pressdo de perfusdo em unidades arbitrarias. Ndo foram encontradas diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA de duas vias com medidas repetidas).

A Figura 42 apresenta a diminui¢@o na pressao de perfusdo induzida pela administragdo
de isoprenalina no leito vascular da musculatura esquelética de ratas controle e de ratas
diabéticas (4 semanas). Como podemos observar, a diminuicdo maxima ocasionada pela
administracao de isoprenalina no leito vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas
(95+23 mmHg) ndo apresentou diferenca quando comparada com o grupo controle (113+42
mmHg), tampouco os demais pontos da curva (Figura 42C).

Todavia, quando analisados os primeiros 20 min das respostas obtidas com a
administracao das doses de isoprenalina, percebemos que as preparagdes provenientes de ratas
diabéticas apresentaram diminui¢des na pressdo de perfusdo com magnitude maior do que a
que foi observada para o grupo controle, demonstrado pela area sob a curva. (Figura 42D e

42F).
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Figura 42 — Reatividade do leito vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas

(4 semanas) para isoprenalina. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou com
veiculo (controle) apds 4 semanas do tratamento foram utilizadas neste experimento. E apresentado o registro de
uma das preparagdes de perna isolada de animal controle (A) e diabético (B) demonstrando o efeito de uma dose
de isoprenalina (0,1 nmol) reduzindo a pressdo de perfusdo das preparacdes e o seu retorno ao basal nos
primeiros 5 min apos a administragdo da dose. Em C ¢ apresentado o delta da diminuig¢@o da pressdo de perfusdo
das preparacdes ocasionada pela administragdo de doses crescentes de isoprenalina (0,1, 1 ¢ 10 nmol) no grupo
diabético (barras cheias) e controle (barras vazias). Na sequéncia sdo apresentados os valores da area sob a curva
para o efeito da administracdo da isoprenalina nas doses de 0,1 nmol (D), 1 nmol (E) e 10 nmol (F) nas
preparacdes de perna perfundida de ratas controle (circulos vazios) e diabéticas (quadrados cheios) durante 20
min apos a administragdo. Em C, os dados sdo expressos como média = erro padrdo da média da pressdo de
perfusdo em mmHg. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA
de duas vias com medidas repetidas). Em D, E e F, os dados representam a média + erro padrao da média da area
sob a curva em unidades arbitrarias. * representa diferenca significativa existente entre os grupos (p < 0,05).
Teste ¢ de Student.
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4.3.3 Mobilizagdo e captagdo de calcio no leito vascular da musculatura esquelética

A Figura 43 mostra o efeito da remocao do calcio da composic¢ao do liquido de perfusao
das pernas de ratas controle e diabéticas durante um periodo de 30 min. Podemos observar
que a remogao de calcio do liquido de perfusdo induziu um aumento perceptivel na pressao de
perfusdo dos leitos vasculares das ratas controle, mas ndo das ratas diabéticas, com o pico
sendo atingido aproximadamente aos 15 min e retornando aos valores basais no tempo de 30
min (Figura 43A).

Durante os 30 min o aumento da pressao de perfusdo nas pernas das ratas controle foi de
39+21 mmHg, enquanto que na perna das ratas diabéticas esse aumento foi menor, apenas
6+5 mmHg (Figura 43B). A Figura 43C traz o aumento na pressao de perfusdo durante os 30
minutos iniciais da remocao de célcio extracelular das pernas de ratas controle e diabéticas
expresso como area sob a curva, demonstrando uma menor area sob a curva para o grupo das
ratas diabéticas (4 semanas).

Na Figura 44 ¢ apresentada a reatividade do leito vascular da musculatura esquelética de
ratas diabéticas (4 semanas) a fenilefrina (3 uM) em meio zero célcio. A adi¢do de fenilefrina
(3 uM) em meio zero célcio foi capaz de aumentar sutilmente a pressao de perfusao dos leitos
vasculares da musculatura esquelética de pernas de ratas controle e de ratas diabéticas ao
longo de 30 min, sendo esse aumento maior nas preparagdes provenientes de ratas diabéticas,
conforme observado tanto com o delta dessa sutil elevagdo (Figura 44A), como pela area sob
a curva (Figura 44B).

A Figura 45 apresenta a reatividade do leito vascular da musculatura esquelética de
ratas diabéticas (4 semanas) para o célcio, expressa como delta (em mmHg; Figura 45A) e
como area sob a curva (em unidades arbitréarias; Figura 45B). O delta da contragdo induzida
pela administragdo de doses crescentes de calcio nas preparacdes de perna isolada foi maior
no leito vascular da musculatura esquelética das pernas de ratas controle do que no leito
vascular das pernas de ratas diabéticas, ambas estimuladas constantemente com fenilefrina (3
uM) presente no liquido de perfusdo sem célcio. Por sua vez, ndo houve diferenga entre os

grupos quando analisada a drea sob a curva para o mesmo efeito.
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Figura 43 — Efeito da remocao de calcio da solucio de perfusio no tonus basal do leito

vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas (4 semanas). Ratas tratadas com
estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) apdés 4 semanas do tratamento foram
utilizadas neste experimento. Em A ¢é apresentada a pressdo de perfusdo do leito vascular da musculatura
esquelética de ratas controle (circulos vazios) e ratas diabéticas (circulos cheios) minuto a minuto ao longo de 30
min apos a remocdo de calcio do meio extracelular. Na sequéncia é apresentado o aumento na pressdo de
perfusdo do leito vascular da musculatura esquelética obtido com preparagdes de pernas de ratas controle (barras
vazias) e diabéticas (barras cheias), durante os 30 min ap6s a remogéo de calcio do meio extracelular, expresso
como delta da variagdo em mmHg (B) e da area sob a curva em unidades arbitrarias (C). Os circulos e as barras
representam a média + erro padrdo da média da pressdo de perfusdo em mmHg (A), do delta do aumento da
pressdo de perfusdo em mmHg (B) e da area sob a curva da pressdo de perfusdo em unidades arbitrarias (C). *
representa diferenga significativa (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas
repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni (A). Teste ¢ de Student (B e C).
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Figura 44 — Reatividade do leito vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas

(4 semanas) a fenilefrina (3 pM) em meio zero calcio. Ratas tratadas com estreptozotocina (50
mg/Kg; diabéticas) ou com veiculo (controle) apés 4 semanas do tratamento foram utilizadas neste experimento.
Apds 30 min da perfusdo dos leitos vasculares da musculatura esquelética com solucdo de perfusdo sem calcio
era adicionada fenilefrina (3 uM) a solucdo de perfusdao. Os graficos expressam os primeiros 30 min apos essa
adi¢do. Em A, é demonstrado o delta da contracdo maxima dos grupos controle (barras vazias) e diabéticas
(barras cheias), enquanto que em B, ¢ apresentada a area sob a curva desses mesmos grupos. Os dados sdo
expressos como média + erro padrao da média. * representa diferenga significativa existente entre os grupos (p <
0,05). Teste ¢ de Student.
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Figura 45 — Reatividade do leito vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas

(4 semanas) para o calcio. Ratas tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas, barras cheias) ou
com veiculo (controle, barras vazias) apds 4 semanas do tratamento foram utilizadas neste experimento.
Concentragdes crescentes de calcio foram adicionadas ao liquido de perfusdo do leito vascular da musculatura
esquelética de preparagdes de pernas de ratas controle (barras vazias) e de ratas diabéticas (barras cheias) e as
mudancas na pressdao de perfusdo (em mmHg) foram medidas. As prepara¢des foram previamente expostas ao
meio zero calcio por 30 min, com subsequente exposicao a fenilefrina (3 M), naquele mesmo meio, por mais 30
min. Em A, as barras representam a média + erro padrdo da média da variacdo da pressdo de perfusdo em
mmHg. Em B, as barras representam a média + erro padrdo da média da area sob a curva da pressao de perfusao
em unidades arbitrarias. * representa diferenga significativa (p < 0,05) em relagao ao grupo controle. ANOVA de
duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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4.3.4 Participacdo das EROs na resposta do leito vascular da musculatura esquelética aos

agentes vasopressores frente ao contexto hiperglicémico

Com a finalidade de avaliar a participacdo das EROs nas respostas evocadas pelos
agentes vasoconstritores fenilefrina e adrenalina quando administrados nas preparagdes do
leito vascular da musculatura esquelética, utilizamos como ferramenta farmacoldgica a
apocinina, um antioxidante capaz de inibir a acdo da NADPH oxidase. A Figura 46 apresenta
o efeito da apocinina sobre a pressao de perfusdo do leito vascular da musculatura esquelética
de ratas diabéticas e controle, em mmHg, quando realizada a administragdo de fenilefrina
(Figura 46A e 46B) e de adrenalina (Figura 46C e 46D) nas preparagdes de pernas
perfundidas.

A perfusdao do leito vascular da musculatura esquelética com apocinina (1 mM)
diminuiu a resposta méaxima para a fenilefrina em torno de 41,8% (controle) e 49,6%
(diabéticas). Dessa forma, foram observados deltas maximos da pressao de perfusdo em torno
de 132+49 mmHg, para o grupo controle, e 125+39 mmHg, para o grupo diabético. Todavia
ndo houve diferenca entre os grupos quando avaliadas e comparadas as respostas obtidas com
a curva dose resposta para fenilefrina realizada nas preparacdes proveniente de ratas controle
e diabéticas, tanto quando expressas como delta (Figura 46A) como quando expressas como
area sob a curva (Figura 46B).

De forma semelhante, para a adrenalina observamos uma diminui¢do da resposta
maxima em torno de 15,2% (controle) e 26,2% (diabéticas). Nessas condi¢des experimentais
o delta maximo do aumento da pressao de perfusdo foi de aproximadamente 207+18 mmHg,
para o grupo controle, e 208+18 mmHg, para o grupo diabético. Diferentemente do que foi
observado na realiza¢@o da curva dose resposta para adrenalina na Figura 14, onde a resposta
maxima foi obtida com a dose de 100 nmol, aqui a resposta maxima foi obtida com a maior
dose utilizada (300 nmol). Nao houve diferenga entre os grupos quando avaliadas e
comparadas as respostas obtidas com a curva dose resposta para adrenalina realizada nas
preparagdes proveniente de ratas controle e diabéticas, tanto quando expressas como delta

(Figura 46C) como quando expressas como area sob a curva (Figura 46D).
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Figura 46 — Efeito da apocinina sobre as respostas da fenilefrina e da adrenalina na

perfusio do leito vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas e controle. Ratas
tratadas com estreptozotocina (50 mg/Kg; diabéticas, barras cheias) ou com veiculo (controle, barras vazias)
apos 4 semanas do tratamento foram utilizadas neste experimento. Curvas dose resposta para a fenilefrina e para
a adrenalina foram realizadas no leito vascular da musculatura esquelética da perna isolada de ratas controle e
diabéticas em presenca de apocinina (1 mM) e o delta na pressdo de perfusdo (A e B) e a area sob a curva (C e
D) foram avaliados. Em A e C, as barras representam a média + erro padrao da média da varia¢ao da pressdo de
perfusdo em mmHg. Em B e D, as barras representam a média + erro padrdo da média da area sob a curva da
pressdo de perfusdo em unidades arbitrarias. Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significantes
entre os grupos (ANOVA de duas vias com medidas repetidas).
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5 DISCUSSAO

Diabetes

O diabetes mellitus ¢ um disturbio metabolico que pode ser diagnosticado através da
medida glicémica (WHO, 2019). Sao considerados diabéticos os sujeitos que apresentam
valores glicémicos em jejum de 8 horas iguais ou superiores a 126 mg/dL, ou ainda, valores
glicémicos casuais, acompanhados de sintomas de hiperglicemia, iguais ou superiores a 200
mg/dL (ADA, 2020).

Os dois principais tipos de diabetes mellitus sdo o do tipo 1, com uma deficiéncia quase
que absoluta de liberagdo de insulina devido a destrui¢do autoimune das células [-
pancreaticas (ORAM et al. 2015; ZALINSKA et al., 2016), ¢ o do tipo 2, com perda
progressiva da adequada secrecdo de insulina pelas células B-pancredticas, frequentemente
associada a diminui¢cdo da sensibilidade a acdo da insulina (ADA, 2020). E, uma vez que
ainda ndo se conhece a cura do diabetes, a utilizagdo de modelos animais experimentais com
intuito de aprofundar os conhecimentos mecanisticos dessa patologia para a busca de
estratégias para sua cura e tratamento € necessaria.

Um dos modelos em experimentacdo animal para estudar o diabetes ¢ o da
administracdo de STZ por via intraperitoneal que induz hiperglicemia em roedores (HERR;
JAHNKE; ARGOUDELIS, 1967; JUNOD et al., 1967) e que foi o modelo usado para a
conducao desse trabalho. Em nosso estudo em ratas, classificamos como diabéticos os
animais que apresentaram valores glicémicos acima de 250 mg/dL (Figura 9), conforme a
literatura (LIN et al., 2017; OZCAN et al., 2017; SIBA et al., 2017).

Além da hiperglicemia, também observamos outras manifestagdes clinicas do diabetes
comumente percebidas na literatura, como perda de peso (KATOVICH; MELDRUM, 1993;
LIN et al., 2017; OZCAN et al., 2017), polifagia (LIN et al., 2017), polidpsia e politria
(KATOVICH; MELDRUM, 1993; KATOVICH; MELDRUM; VASSELLI, 1991). Essas
manifestagdes sdo bastante importantes tanto para realizar o diagndstico como para avaliar o
controle e progressdo da doenga. Quando ocorre a descompensacdo do diabetes, tais
manifestagdes sdo intensificadas, o que impacta diretamente na ocorréncia € no
desenvolvimento de complicagdes decorrentes do diabetes.

A inducdo de um estado hiperglicémico em ratas que mimetiza o diabetes mellitus tipo
1 ¢ explicada pela destruicdo das células B-pancredticas, conforme demonstrado por Junod et
al. (1967), e revisado em 2008 por Lenzen (2008). Esses estudos demonstram que a STZ, por

ser um analogo toxico da glicose, entra nas células B-pancredticas através do GLUT2
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desencadeando a geracdo de EROs, como radicais superdxido, peroxido de hidrogénio e, por
fim, radicais hidroxila, sendo estes os responsaveis pela morte das células B-pancreaticas.

Dessa forma, a observagao das manifestacdes clinicas nas ratas diabéticas, no presente
estudo, sugere que houve lesao das células B-pancreaticas nestas, com prejuizo na secregao de
insulina, e consolida o fato de que conseguimos obter um estado de hiperglicemia nesses
animais semelhante ao que ¢ observado na clinica para o diabetes mellitus tipo 1, quando ndo
tratado.

Na avaliacao da pressao arterial, da frequéncia cardiaca e dos fluxos sanguineos renal e
do musculo esquelético de ratas controle e diabéticas, observamos que na primeira semana
ndo houve diferenga entre os grupos quando avaliados os valores basais dos parametros
citados (Figura 12). Contudo, na quarta semana o grupo diabético apresentou menores valores
basais para a PAM, a PAS, a PAD e o fluxo sanguineo renal, quando comparados com os
valores basais do grupo controle (Figura 13). Resultados semelhantes foram encontrados por
Nagareddy et al. (2005) e demonstram que nas ratas diabéticas ha um comprometimento das
adaptacdes fisiologicas a diminui¢ao natural da complacéncia arterial pela idade.

Em nosso estudo, observamos nas ratas diabéticas hiporresponsividade a agentes
vasoconstritores e vasorrelaxantes. Dentre os diversos sistemas, o cardiovascular ¢
significativamente impactado pelo estado de hiperglicemia crénico que se instaura no
organismo dos acometidos pelo diabetes (KANNEL; MCGEE, 1979). Seja pelo
desenvolvimento de doencas microvasculares (DCCT RESEARCH GROUP, 1993, 1994)
como pelo desenvolvimento de doencas macrovasculares (NATHAN et al., 2003, 2005).

Através da mensuracdo da pressado arterial de animais anestesiados € possivel verificar a
capacidade responsiva a agentes vasoativos (ANTON et al., 2019). E, dentre os agentes
vasoconstritores que induziram respostas pressoras diminuidas nas ratas diabéticas estd a
adrenalina. A adrenalina ¢ um potente agonista adrenérgico ndo seletivo (ADEBOYE et al.,
1988), isto ¢, possui afinidade tanto para os receptores o-adrenérgicos quanto para os
receptores B-adrenérgicos (CHEN et al., 1993).

A administragdo de adrenalina elevou os valores pressoricos das ratas controle e
diabéticas. No entanto, nos animais diabéticos foi possivel observar ja na primeira semana a
diminui¢do da habilidade da adrenalina em elevar a PAM (AUC; Figura 15A) e PAS (delta e
AUC; Figura 14B e Figura 15B, respectivamente), sem alteragdes sobre a elevacao da PAD.
A diminui¢do da resposta da adrenalina sobre a PAS (delta) foi mantida até a quarta semana
apos a inducdo do diabetes (Figura 14E). Dados da literatura mostram a diminui¢do da

habilidade da adrenalina em elevar a PAM em ratos 4 semanas apds a administracao
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intravenosa de STZ, numa dose de 60 mg/Kg (LEUNG; PANG, 2014). Esses resultados
fornecem indicios de que ha uma disfuncdo cardiovascular nesses animais decorrente do
diabetes.

Na primeira semana, a adrenalina induziu um maior aumento na frequéncia cardiaca das
ratas diabéticas, quando comparadas com as ratas do grupo controle (Figura 16). Por sua vez,
a administragdo de adrenalina causou diminui¢cdo do fluxo renal nas ratas, sendo que essa
diminui¢do foi menos robusta nas ratas diabéticas na primeira semana, sugerindo um menor
aumento na resisténcia vascular periférica das ratas diabéticas quando comparado com o que
foi induzido pela adrenalina nas ratas controle (Figura 17A e 17B). Se, por um lado, a
frequéncia cardiaca influencia o débito cardiaco, por outro lado, a mensuracdo do fluxo
sanguineo fornece importantes informacgdes com relacdo a resisténcia vascular periférica; esta
e o débito cardiaco sdao os determinantes da pressao arterial (GUYTON, 1981; TITZE; LUFT,
2017). Assim, esses achados indicam que hd um comprometimento vascular nas ratas
diabéticas.

Corroborando com a nossa hipdtese de que no diabetes hd comprometimento vascular e
prejuizo na irrigacdo da musculatura esquelética, observamos que o aumento do fluxo
sanguineo para a regido de membros inferiores, induzido por adrenalina, esta prejudicado na
primeira semana em ratas diabéticas (Figura 18B). Estudos demonstram que anormalidades na
distribuicao do fluxo sanguineo na musculatura esquelética estdo envolvidas na génese da
doencga vascular periférica (BUTCHER et al., 2013). Isso significa que essa diminui¢do da
habilidade da adrenalina em aumentar o fluxo sanguineo da musculatura esquelética na
primeira semana apOs a inducdo do diabetes pode refletir um processo inicial de
comprometimento desses vasos e sua fun¢do na musculatura esquelética, ainda que esse efeito
ndo tenha sido observado na quarta semana.

Ainda sobre a adrenalina ocasionar um maior aumento na frequéncia cardiaca das ratas
diabéticas na primeira semana, quando comparado com o grupo controle (Figura 16), os
efeitos da adrenalina na frequéncia cardiaca podem ser da ativagdo de receptores [3;-
adrenérgicos no coragdo. E esse maior aumento, observado nas ratas diabéticas apos uma
semana do tratamento com STZ, indica que no inicio do diabetes ha uma maior regulagdo
autondmica, possivelmente no intuito de manter a homeostasia. Contudo, ndo houve mais
diferenca no aumento da FC entre os grupos na quarta semana, o que sugere que, com o
passar do tempo, a regulacdo autondmica passaria a ndo responder mais aos estimulos

pressoricos (Figura 16).
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Carillion et al. (2017), demonstram que ratos apos 8 semanas do tratamento com STZ
passam a exibir bradicardia. Os achados de Vinik e Ziegler (2007), apoiam esses achados,
uma vez que, em fases tardias do diabetes, hA um comprometimento da sinalizagdao
autondmica que pode culminar em uma neuropatia diabética autondmica. Dessa forma, nosso
resultado parece corroborar com a ideia de que ha uma elevada regulacdo autondmica inicial
que, no decorrer do tempo, torna-se comprometida. Para melhor investigar a contribuicdo da
ativacao dos diferentes receptores do sistema nervoso autonomo, fizemos uso de agonistas
alfa e beta adrenérgicos separadamente.

Assim, para prosseguirmos na avaliacdo vascular das ratas diabéticas, utilizamos a
fenilefrina, um agonista a;-adrenérgico (K; = 6,1 pM), com pouca ou nenhuma atividade
sobre os receptores B-adrenérgicos (K; = 13 uM para receptores Pi-adrenérgicos) (CHEN et
al., 1993; KIRK et al., 1986). Ao utilizarmos a fenilefrina, observamos um aumento nos
valores pressoricos dos dois grupos experimentais, sendo que a fenilefrina foi menos eficaz
para aumentar a pressdo arterial de ratas diabéticas do que de ratas controle. Resultados
semelhantes foram encontrados por Ma et al. (2008), ao avaliarem as alteragdes funcionais
nos estoques de calcio do reticulo sarcoplasmatico sensiveis ao IP; e a rianodina em ratos
diabéticos, apos 16 semanas da administragdo de STZ, por técnicas funcionais e moleculares.
E isso sugere que a hiporresponsividade da musculatura lisa vascular a agonistas o;-
adrenérgicos ¢ devido a alteragdes na via de liberagdo de calcio sensivel ao IP3 no reticulo
sarcoplasmatico de animais diabéticos.

A diminui¢do da resposta pressora nas ratas diabéticas foi observada na primeira e na
quarta semana, observada pelos valores da PAM, da PAS e da PAD (Figura 14 e Figura 15).
Essa menor elevacdo na pressao arterial também foi associada a uma menor diminui¢ao da
frequéncia cardiaca nessas ratas diabéticas (Figura 16). O controle autondémico ¢ um dos
reguladores da frequéncia cardiaca (BERNTSON et al.,, 1997) e o diabetes ¢ uma das
principais causas de neuropatia autondmica (EWING, 1978; RUNDLES, 1945). Aliés, a
neuropatia autondmica cardiaca figura como uma das principais complicagdes do diabetes
(LEFRANDT et al., 2010; SCHONAUER et al., 2008; VINIK et al., 2003), est4 relacionada
ao aumento da mortalidade em pacientes diabéticos (EWING; CAMPBELL; CLARKE,
1976). E nossos resultados sugerem uma reducdo do controle autondmico nos animais
diabéticos.

A fenilefrina diminuiu o fluxo sanguineo renal nas ratas controle e diabéticas. No
entanto, na quarta semana foi mais eficaz na diminui¢do do fluxo sanguineo renal nas ratas

controle do que nas ratas diabéticas. Esses dados sugerem que a contragao vascular induzida
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por fenilefrina em ratas diabéticas estd comprometida. Em um estudo desenvolvido por Sattar
et al. (2008), ndo foram encontradas diferengas nas variacdes de fluxo sanguineo renal de
ratos diabéticos 1 semana apds o tratamento com STZ quando artérias renais eram
estimuladas com fenilefrina. Esses autores ainda evidenciaram a participagdo dos receptores
aja- € ojp-adrenérgicos na vasoconstricdo renal, o que ocasiona a diminui¢do do fluxo
sanguineo. Possivelmente, a menor eficicia da fenilefrina em contrair a artéria renal das ratas
diabéticas na quarta semana esteja relacionada a dessensibilizacao desses receptores, o que
contribuiria para a menor reducao do fluxo sanguineo renal nesses animais.

Resultados semelhantes foram obtidos em artérias renais de caes diabéticos por
Gebremedhin et al. (1989). Contudo, em condi¢des experimentais onde o endotélio era
removido, a fenilefrina apresentou maior contracdo nos anéis de artéria renal dos caes
diabéticos. E esses achados corroboram com os nossos dados demonstrando que, com o
tempo, os danos vasculares vao se intensificando frente ao diabetes descompensado, o que
pode ser ainda mais agravado quando na presenga de disfungdes endoteliais.

A fenilefrina aumentou o fluxo sanguineo da musculatura esquelética nas ratas (Figura
23). E, quando comparado esse efeito com o que foi encontrado para a adrenalina (Figura 18),
percebemos que a fenilefrina ocasionou um aumento menor. O que corrobora com a literatura
(ADEBOYE et al., 1988; CHEN et al., 1993; KIRK et al., 1986) ao demonstrar a grande
importancia dos receptores P-adrenérgicos nesse aumento do fluxo e apenas uma possivel
residual participagdo dos receptores o;-adrenérgicos. Além disso, esse aumento no fluxo
sanguineo da musculatura esquelética induzido pela fenilefrina pode ser apenas um reflexo do
aumento da resisténcia vascular periférica que desviaria o fluxo para a musculatura
esquelética, semelhante ao que ocorre para o exercicio fisico (HEARON; DINENNO, 2016;
MORTENSEN; SALTIN, 2014).

Agora quando comparamos entre as ratas do grupo controle e diabéticas, a fenilefrina
foi menos eficaz em aumentar o fluxo sanguineo da musculatura esquelética nas ratas
diabéticas na quarta semana (Figura 23). Recentemente a literatura demonstrou que em
pacientes diabéticos do tipo 2 a reducdo do fluxo sanguineo na musculatura esquelética esta
associada a uma inadequada vasoconstricdo mediada por ativagdo do sistema nervoso
autobnomo simpdatico com ativagdo de receptores o;-adrenérgicos (BOCK et al., 2020), o que
refor¢a os nossos achados e corrobora com as nossas interpretacdes. Todos esses achados,
obtidos com a fenilefrina em nosso estudo, apontam ainda mais para uma disfunc¢do vascular

nesses animais diabéticos.
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Por sua vez, o estimulo com isoprenalina ocasionou uma queda na pressao arterial das
ratas. Quando comparado ao grupo controle, essa queda foi bem menor nas ratas diabéticas na
primeira semana e na quarta semana para a PAM, a PAS e a PAD (Figura 24 e Figura 25). A
isoprenalina, também denominada de isoproterenol, ¢ um agonista -adrenérgico nao seletivo
que, em estudos utilizando atrios isolados de cobaia, apresentou um valor de ECs de 0,03 uM
para os receptores Pj-adrenérgicos (KIRK et al., 1982). Como ja mostrado na literatura
(BOLTER; LEDSOME, 1976), essa queda na pressao arterial induzida por isoprenalina foi
acompanhada por uma taquicardia reflexa nas ratas controle e nas ratas diabéticas (Figura 26).

Contudo, o aumento da frequéncia cardiaca ocasionada pela administragdo de
isoprenalina foi menor entre as ratas diabéticas somente na primeira semana (Figura 26). Esse
menor aumento da frequéncia cardiaca pode ser explicado pela menor queda na pressao
arterial observada nessa primeira semana (Figura 24 e Figura 25). Por sua vez, os resultados
obtidos na quarta semana nos permite inferir que as ratas diabéticas nessa semana estavam
taquicardicas, uma vez que o aumento da frequéncia cardiaca das ratas diabéticas foi
semelhante ao das ratas controle apesar da queda da pressao arterial continuar diminuida, o
que nos sugere uma possivel hiperativagdo simpatica, mas apenas para os receptores -
adrenérgicos.

O monitoramento das variagdes da frequéncia cardiaca pode ser utilizado para subsidiar
o diagnostico da neuropatia autondmica diabética (BELLAVERE et al., 1992; EWING et al.,
1985; EWING, 1978; MACKAY et al., 1980; VINIK; ZIEGLER, 2007). A variabilidade da
frequéncia cardiaca estd diminuida em diabéticos (SCHONAUER et al., 2008). Em fases mais
tardias da doenca, ha ocorréncia de taquicardia em repouso e frequéncia cardiaca fixa, isto &,
prejuizo na capacidade de variar a frequéncia cardiaca, o que aumenta o risco de oObito
(VINIK; ZIEGLER, 2007). E em nosso resultado, embora ndo tenhamos observado uma
taquicardia basal nas ratas diabéticas (Figura 12 e Figura 13), ja percebemos que parece haver
um descontrole na variagdo da frequéncia cardiaca aos agentes vasoativos, o que pode
contribuir para a ocorréncia de uma perda na capacidade de variar a frequéncia cardiaca em
fases mais avancadas do diabetes.

Observamos também que a diminui¢do do fluxo sanguineo renal, ocasionada pela
administracao de isoprenalina, foi menor em ratas diabéticas na primeira semana, mas nao na
quarta semana (Figura 27). A diminuicdo no fluxo renal induzida por isoprenalina
(WICKLER et al., 1984) pode ser uma consequéncia da diminui¢do da pressdo arterial e da

menor resisténcia vascular periférica oferecida.
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O aumento do fluxo sanguineo no musculo gastrocnémio, das ratas diabéticas, induzido
por isoprenalina foi semelhante ao do grupo controle na primeira semana (Figura 28A-28C).
Curiosamente, na quarta semana, a maior dose de isoprenalina desencadeou uma resposta de
magnitude maior nas ratas diabéticas (Figura 28D), que ndo pode ser explicada pelo efeito
hipotensor gerado pela mesma dose, uma vez que o grupo apresentou uma menor queda na
pressdo arterial do que o grupo controle (Figura 25). Esse resultado reforca a nossa hipotese
de que ha uma disfun¢do vascular nas fases iniciais do diabetes que contribui para a ma
perfusao da musculatura esquelética.

A explicacdo para a ocorréncia de complicagdes decorrentes do diabetes envolve a
glicagdo proteica decorrente do estado cronico de hiperglicemia, o qual promove a formagao
dos produtos finais de glicosilagdo avancada (AHMED, 2005; BROWNLEE, 2001; PEPPA;
URIBARRI; VLASSARA, 2003). Todavia, outros fatores também estao presentes, como, por
exemplo, a diminui¢do na populagdo de receptores de membrana. Diversas doengas estao
associadas ao processo de taquifilaxia, como, por exemplo, a sepse, onde ocorre a
downregulation de receptores B-adrenérgicos cardiacos (DAL-SECCO et al., 2017). No
diabetes foi também observada downregulation de receptores P-adrenérgicos (CARILLION
et al., 2017). Nossos resultados sugerem hiperestimulacdo B;-adrenérgica (Figura 24, Figura
25 e Figura 26) que pode ocasionar, em fases posteriores do diabetes, uma diminui¢do na
populagdo de receptores.

Em portadores de diabetes tipo 1, mesmo sob tratamento com insulina, hd uma
diminui¢do de sensibilidade ao estimulo de receptores B-adrenérgicos cardiacos (BERLIN et
al., 1986). E em animais, diversos estudos apresentam prejuizos vasculares ocasionados pela
hiperglicemia ndo tratada, prejuizos positivamente correlacionados com o tempo de
exposicdo. Por exemplo, Atkins, Dowell e Love (1985), ndo observaram diferenga alguma na
estimulacdo com isoprenalina nos receptores [-adrenérgicos apos duas semanas da
administracdo de STZ em ratos; ao passo que, com quatro semanas, ja perceberam uma
resposta diminuida e anormalidades na contratilidade cardiaca desses animais. Por sua vez,
Heyliger et al. (1982), observaram, com oito semanas apds a indu¢do do diabetes, menor
ativacdo de receptores a e B adrenérgicos, com diminui¢do de densidade desses receptores,
sem alteragdes na afinidade deles com seus ligantes. Esses dados corroboram nossos achados
de que, nas ratas diabéticas, um agonista B-adrenérgico induz um menor efeito bioldgico e
também nossa hipotese de que estes sejam eventos primarios as anormalidades observadas em

fases tardias do diabetes.
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A vasodilatagdo observada com a utilizagdo de isoprenalina ocorre devido a estimulagdo
de receptores P-adrenérgicos presentes nas células do musculo liso vascular (BRAWLEY;
SHAW; MACDONALD, 2000; CONTI et al., 2013; ORIOWO, 1995). Entretanto, também
temos esses receptores expressos nas células endoteliais, promovendo o relaxamento via
ativagdo de PKA, aumento do influxo de célcio e consequente ativagdo da via do 6xido
nitrico/cGMP (IRANAMI et al., 1996).

As células endoteliais sao de fundamental importancia para regular os processos de
relaxamento através da liberacdo do oOxido nitrico (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980;
IGNARRO et al.,, 1987; PALMER; FERRIGE; MONCADA, 1987). E, sabe-se que a
disfuncao endotelial esta presente nos distirbios metabdlicos, como por exemplo, no diabetes
(JAMWAL; SHARMA, 2018). E essa disfuncdo endotelial também foi observada em nosso
estudo, onde obtivemos uma menor resposta hipotensora induzida por acetilcolina nas ratas
diabéticas do que em ratas controle, tanto na primeira semana como na quarta semana apos a
administracdo da STZ ou veiculo (Figura 29 e Figura 30). Resultados semelhantes foram
encontrados por Foy e Lucas (1976), corroborando nossos achados e interpretagdes. Nossos
resultados também apontam para um maior comprometimento do sistema bioldgico com o
passar do tempo, onde os prejuizos endoteliais parecem se tornar mais robustos na quarta
semana. Esses resultados foram acompanhados por um menor efeito de diminui¢do da
frequéncia cardiaca (Figura 31) e do fluxo sanguineo renal (Figura 32). Contudo, ndo
observamos alteragdes no fluxo sanguineo da musculatura esquelética (Figura 33), o que pode
sugerir uma preservagao endotelial na vasculatura que irriga esta regido.

Também demonstramos que, nas ratas diabéticas, além da disfun¢do endotelial presente,
a via de sinalizagdo do 6xido nitrico ou a propria musculatura lisa dos vasos sanguineos se
apresenta comprometida na primeira e na quarta semana, demonstrada pela menor eficacia do
doador de o6xido nitrico, nitroprussiato de sodio, em induzir a queda na pressdo arterial
(Figura 34 e Figura 35). Estudos em vasos isolados provenientes de animais diabéticos ndo
demonstraram diminui¢do do efeito vasorrelaxante para o nitroprussiato de sddio
(MAJITHIYA; BALARAMAN, 2006; SOTNIKOVA et al., 1999; XAVIER et al., 2003).
Contudo, em humanos, hd uma maior diminui¢do na capacidade vasodilatadora induzida por
nitroprussiato de sodio em pacientes diabéticos que ja apresentavam complicagdes vasculares
decorrentes do proprio diabetes, do que naqueles que ainda nao haviam desenvolvido
complica¢des vasculares (VOUILLARMET et al., 2019). Dessa forma, nossos resultados
sugerem que as alteragdes na musculatura lisa vascular decorrentes da hiperglicemia cronica

ja estdo presentes nas ratas diabéticas.
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A acetilcolina (Figura 29 e Figura 30) e o nitroprussiato de sodio (Figura 34 e Figura
35) diminuiram o fluxo sanguineo renal nas ratas controle, enquanto que nas diabéticas
chegaram a induzir aumento na quarta semana. Em relacdo ao fluxo sanguineo muscular, ndo
houve diferenga no aumento induzido por acetilcolina e nitroprussiato de sodio entre os
grupos em nenhuma das semanas (Figura 33 e Figura 38). Ao utilizarem microesferas
radioativas para avaliar o fluxo sanguineo e a resisténcia vascular de ratos diabéticos,
Granstam e Granstam (2003), encontraram resultados divergentes do nosso ao reportarem que
os efeitos do 6xido nitrico nos tecidos de ratos com diabetes em fases iniciais (4 semanas apds
a inducdo) eram semelhantes aos observados nos animais controle. Nossos resultados
apontam para a direcdo de uma disfungdo endotelial até em fases mais precoces do diabetes (1
semana apos a indugao).

A diminui¢do na frequéncia cardiaca ocasionada pela administracdo de acetilcolina foi
menor apenas nas ratas diabéticas da quarta semana, quando comparadas com as ratas
controle (Figura 31). Resultado semelhante foi encontrado por Bandrivska et al. (2020), que
demonstraram tal prejuizo j& a partir da segunda semana. Esses autores ainda demonstraram
que a diminui¢do da sensibilidade dos receptores colinérgicos a acdo da acetilcolina ocorre
com maior intensidade nas ratas do que nos ratos diabéticos. Dessa forma, nossos resultados
podem tanto estar refletindo essa atenuacdo dos efeitos colinérgicos sobre a frequéncia
cardiaca em decorréncia do diabetes, como também podem ser frutos de um controle
autondmico prejudicado.

Cabe ressaltar que essa comparagao entre sexos realizada por Bandrivska et al. (2020), ¢
bastante valida. Pois em outros estudos utilizando apenas machos, por exemplo o de Yu e
McNeill (1992), os ratos embora apresentassem menor efeito hipotensor para a acetilcolina,
ndo apresentavam diferenga na variacdo da frequéncia cardiaca, apos 6 semanas da indugao
do diabetes. O que, juntamente com os nossos resultados, fornece fortes indicios de que esses
prejuizos ocorrem mais cedo nas ratas diabéticas.

As pequenas alteragdes da frequéncia cardiaca em resposta a administracdo de
nitroprussiato de s6dio ndo foram diferentes entre os grupos (Figura 36). Resultados idénticos
obtiveram Yu e McNeill (1992), que também ndo encontraram diferenga na variacdo da
frequéncia cardiaca entre os grupos controle e diabéticos apds a administracdo de
nitroprussiato de soédio em ratos conscientes.

Na patogénese do diabetes ocorre o aumento das EROs, responsaveis por ocasionar
estresse oxidativo. Dentre as EROs, ressalta-se o anion superoxido que reage com o 6xido

nitrico dando origem ao peroxinitrito (ONOQO"). A formagao de peroxinitrito € responsavel por



132

diminuir a biodisponibilidade de 6xido nitrico e conduzir a uma disfun¢do endotelial e
mitocondrial (FUKAIL USHIO-FUKALI 2011; JAMWAL; SHARMA, 2018; WIDLANSKY;
HILL, 2018). E em nosso estudo conseguimos demonstrar, de forma sistémica, a ocorréncia
da disfungdo endotelial nas ratas diabéticas, observada tanto na primeira como na quarta
semana apos o tratamento com STZ.

Perfusao de Perna Isolada

Inicialmente, para podermos testar nossa hipdtese de que ha uma disfuncao vascular
generalizada no diabetes que pode contribuir para uma ma perfusdo da musculatura
esquelética, padronizamos um novo método para avaliar a reatividade do leito vascular da
musculatura esquelética, conforme apresentado no Apéndice A.

Com o objetivo de avaliar de forma isolada a funcdo dos vasos que irrigam os membros
posteriores, adaptamos o método de perfusdo do quadrante traseiro. Tal adaptacao
possibilitou um estudo mais eficaz da vascularizagdo da musculatura esquelética. E, para isso,
utilizamos o sistema de perfusdo de 6rgdos isolados, disponivel no laboratério, que permite a
avaliacdo do leito renal e do leito mesentérico (BERNARDELLI et al., 2016;
SANT’HELENA et al., 2015), e, em vez de realizar a canulagdo da artéria aorta e da veia
cava, realizamos a canulacdo da artéria femoral comum direita, ou esquerda, seguida pelo
isolamento de toda a perna correspondente.

A primeira descricdo de um método para estudar o leito vascular da musculatura
esquelética foi realizada por Ruderman, Houghton e Hems (1971). O objetivo desses autores
era estudar o metabolismo muscular e, para isso, amostras da perfusdo eram coletadas. O
método foi denominado de perfusdo do “quadrante traseiro” (hindquarter, em inglés), uma
vez que todo o quadrante posterior dos animais era utilizado. Basicamente, o método consistia
na canulagdo da aorta e da veia cava para permitir que a circulagio fosse realizada de modo
artificial no quadrante traseiro dos animais, uma vez que os principais ramos abdominais dos
grandes vasos eram ligados, permitindo o fluxo apenas para essa regido de interesse. Para a
realizagdo da circulagdo artificial, utilizava-se um aparato de perfusdo modificado
especialmente para o experimento que permitia a recirculagdo da perfusao.

Termos como hindlimb (membro traseiro), ou, ainda, menos comum, hindlegs (pernas
traseiras) aparecem associados ao método e algumas vezes até sdo utilizados como sindnimos.
Por exemplo, Emeis (1983), no titulo do seu artigo adota a expressao “hindlegs”, contudo na
descricdo dos métodos descreve a perfusdo do quadrante traseiro utilizando o termo
“hindquarter”. J4 Hespel et al. (1995), e Huei et al. (2017), utilizam o termo “hindlimb” para

caracterizar a perfusdo somente de um dos membros do quadrante traseiro, sendo o fluxo do
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membro contralateral interrompido, o que ndo ocorre com Kurth-Kraczek et al. (1999), que
adotam o termo “hindlimb” para a perfusdo do quadrante traseiro, isto €, perfusdo dos dois
membros posteriores.

A técnica de perfusdo do quadrante posterior dos animais serviu para atender a diversas
finalidades de estudos, tais como a avaliacdo de metabdlitos (RUDERMAN; HOUGHTON;
HEMS, 1971), a perfusdo de drogas por um determinado tempo para posterior avaliacdo dos
tecidos perfundidos (WEBSTER; VIGNA; PAQUETTE, 1986) ¢ o estudo da isquemia de
membros posteriores (MINISTRO et al., 2019).

Essa técnica também chegou a ser utilizada para mensurar as variagdes de pressdo no
leito vascular decorrentes do uso de ferramentas farmacoldgicas, tanto utilizando transdutores
de pressdo, conectados a um poligrafo (HILGERS et al., 1993), como por outros meios de
registro desses dados (CALAMA et al., 2005). Além de ser usada para avaliar alteragdes no
fluxo sanguineo através de uma sonda de fluxo posicionada ao redor da artéria femoral ou
mesmo utilizando ultrassom aprimorado para contraste (HUEI et al., 2017). As modifica¢des
que realizamos permitiram o desenvolvimento de um novo método eficaz para o estudo da
funcao vascular da musculatura esquelética, que utiliza todo o leito dessa regido. Em suma,
com nossa padronizagdo demonstramos a viabilidade das preparagdes de pernas isoladas
perfundidas num sistema de perfusdao de 6rgdos isolados.

As preparagdes permitiram tanto o estudo de agentes vasoconstritores e vasorelaxantes,
como também estudos utilizando ferramentas farmacologicas para estudo de receptores e vias
de sinalizag@o, como antagonistas de receptores adrenérgicos e inibidores enzimaticos. Nessas
preparagdes também foi possivel realizar protocolos de deple¢dao de calcio e assim conseguir
estudar a mobilizagdo e captagdo de célcio.

Desse modo, o método que padronizamos nos permitiu estudar de forma eficaz a
reatividade da vasculatura que irriga a musculatura esquelética com algumas vantagens em
relagcdo aos outros métodos ja descritos na literatura e acima mencionados. Entre eles:

a) anteriormente utilizavam-se o animal inteiro (RUDERMAN; HOUGHTON; HEMS,
1971), ou retiravam-se pequenas partes, como o colon (WEBSTER; VIGNA; PAQUETTE,
1986), para manter a preparagdo viavel. Nds, ao utilizarmos o sistema de perfusdo de 6rgaos
i1solados, tornamos possivel trabalhar somente com a parte de interesse € manté-la viavel por
mais de 3 horas; e

b) antes o liquido de perfusdo era totalmente reciclado (WEBSTER; VIGNA;
PAQUETTE, 1986) e posteriormente passou a ser desprezado (LOYAGA-RENDON et al.,

2005). No nosso método o liquido de perfusdo era desprezado uma vez que perfundia o leito e
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a utilizagdo do sistema de perfusdo viabilizou a coadministragdo de ferramentas
farmacologicas.

Com isso, conseguimos realizar o feito inédito de apresentar aqui um método mais
eficaz para estudar a fun¢ao dos vasos que irrigam a musculatura esquelética de animais, o
qual, n6s denominamos de “Perfusdo de Perna Isolada”.

Funcio vascular da musculatura esquelética no diabetes precoce

ApoOs a padronizacdo do método de medida da pressdo de perfusdo da musculatura
esquelética em pernas isoladas de Rattus norvegicus, investigamos a fun¢do vascular dessa
regido em ratas diabéticas apos 4 semanas da administracdo de STZ e em suas respectivas
ratas controle. Estudar a fungdo desse leito ¢ importante para compreendermos melhor como
ele pode precipitar a progressdo da condicdo de pré-diabetes a instauracdo do diabetes
mellitus tipo 2, uma vez que uma ma perfusdo na microcirculacdo desse leito prejudica a
entrega tanto de insulina quanto de glicose a musculatura esquelética (WASSERMAN;
WANG; BROWN, 2018). Além disso, possibilita também a melhor compreensdao de como o
estado hiperglicémico cronico pode contribuir para a ocorréncia de comorbidades nos
membros inferiores (HICKS; SELVIN, 2019).

Em nosso estudo ndo observamos diferengas na resposta ao agente vasoativo fenilefrina
no leito vascular da musculatura esquelética de ratas diabéticas e controle. Esses dados
sugerem que ndo parece haver disfuncdo na vasoconstricdio mediada por receptores ao-
adrenérgicos. Por outro lado, o aumento na pressdo de perfusdo induzido por adrenalina,
(quando mensurada como area sob a curva), foi menor nas preparagdes de perna isolada
provenientes de ratas diabéticas do que nas de ratas controle (Figura 40). Como a adrenalina
ativa receptores a- ¢ P-adrenérgicos, podemos sugerir que ha uma disfuncdo na resposta a
ativacdo de receptores B-adrenérgicos. Estudos realizados utilizando vasos isolados de ratos
tratados com STZ, sejam em vasos de condutancia (MAJITHIYA; BALARAMAN, 2006;
TANG et al., 2011; XAVIER et al., 2003; SHAMSALDEEN et al., 2019; SOTNIKOVA et
al., 1999) ou de resisténcia (AGRAWAL; MCNEILL, 1987; UNGVARI et al.,, 1999),
demonstram hiperresponsividade aos agentes vasoconstritores fenilefrina e noradrenalina. Isso
sugere que em nosso estudo encontramos ainda a fun¢do vascular do leito da musculatura
esquelética preservada a acdo da fenilefrina, porém uma disparidade para a adrenalina onde
encontramos foi indicios de uma hiporresponsividade no leito vascular da musculatura
esquelética. Por sua vez, Brody e Dixon (1964), utilizando outro modelo de inducdo de
diabetes, com administracio de aloxana, e estudando o quadrante traseiro isolado e

perfundido desses animais, também demonstraram hiperresponsividade para noradrenalina e
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adrenalina apos 4 semanas do tratamento dos animais. Esse modelo de indugdo do diabetes
induzido por aloxana difere do nosso em véarios aspectos, entre eles por apresentar um
aumento nos niveis de acidos graxos (MANSFORD; OPIE, 1968), ¢ esses acidos graxos
livres possuem importante papel no desenvolvimento de disfun¢ao endotelial (GHOSH et al.,
2017).

No entanto, Johansen, Tripovic e Brock (2013), observaram menor reatividade a
agonistas o-adrenérgicos na artéria do metatarso plantar (que supre de sangue a pele dos
digitos da pata traseira) de ratos diabéticos com 12 semanas. Baseados nesses dados e nos
nossos, podemos sugerir que os leitos vasculares que irrigam a musculatura esquelética
apresentam prejuizos na resposta a agonistas adrenérgicos que podem ser indicativos da
neuropatia autondmica.

Dentro de um contexto de disfungdo endotelial os processos inflamatdrios estao
presentes e atuando. Tanto em roedores como em humanos observa-se elevacdo nos niveis de
citocinas pro-inflamatérias, como por exemplo, a IL-6 (GHOSH et al., 2017). E estudos em
vasos isolados demonstram que, pelo menos parcialmente, o aumento da resposta contratil
para fenilefrina em vasos de condutancia de animais diabéticos ¢ dependente da presenca da
IL-6 (TANG et al., 2011). Todavia, um estudo que comparou a utilizagdo de aloxana e STZ
para a indu¢do do diabetes, ndo revelou nenhuma alteracdo na sensibilidade dos vasos a
noradrenalina em ambos os grupos diabéticos quando comparados com seus respectivos
controles (CHRISTLIEB, 1974).

Esses dados da literatura indicam que ainda ndo estd totalmente elucidado quando os
prejuizos vasculares iniciam, nem a ordem de ocorréncia. Contudo, em nossas condi¢des
experimentais levantamos a hipotese de que embora haja comprometimento vascular em
animais diabéticos em fase precoce, esse comprometimento deve aparecer no leito vascular da
musculatura esquelética de ratas diabéticas mais tardiamente. Essa menor resposta a
adrenalina pode ser um evento que contribua para uma ma perfusao tecidual da musculatura
esquelética em fases tardias do diabetes, onde ocorre, por exemplo, a doenga arterial
periférica e as ulceras do pé diabético (BANDYK, 2018; PARVIZI; KIM, 2010; TZOULAKTI;
FOWKES, 2017).

Em suma, percebemos que pode haver diferenca de sensibilidade nos diferentes tecidos
que compdem o sistema cardiovascular frente a um mesmo estimulo, diferenca esta que, de
acordo a literatura, parece depender do agente diabetogénico utilizado, mas também de forma

mais preponderante dos tempos aos quais os animais sdo submetidos a exposi¢ao
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hiperglicémica, conforme demonstrado na introducdo, tempo este que permitird a progressao
da doenca e o desenvolvimento e estabelecimento de suas complicagdes.

Quando avaliamos o efeito da isoprenalina na pressao de perfusdo do leito vascular da
musculatura esquelética, observamos que a isoprenalina diminuiu a pressao de perfusdao de
modo semelhante entre os grupos de ratas (Figura 42C). Todavia, durante a conducdo dos
experimentos, era nitida a demora do retorno aos valores basais quando administradas as
doses nas preparagdes provenientes do grupo diabético (Figura 42A e 42B). Esses achados,
juntamente com os resultados da adrenalina podem indicar uma maior sensibilizacao dos
receptores Pr-adrenérgicos resultando numa continua liberagdo de segundos mensageiros, ou
ainda que o recycling desses receptores no grupo diabético ocorra de forma mais lenta do que
no controle, prolongando a resposta. Essa tltima linha de raciocinio ja foi discutida um pouco
anteriormente, quando discorremos sobre a internalizacdo de receptores, agora discutiremos a
primeira linha de raciocinio.

Safi et al. (2018), demonstram que, além da isoprenalina ser capaz de reduzir
significativamente a fosforilacdo de residuos de serina de proteinas envolvidas na transcrigdo
de proteinas inflamatodrias, ela também € capaz de reduzir a apoptose e a geracdo de EROs.
Desse modo, nessa linha de raciocinio pode ser que a isoprenalina no leito vascular diminua a
geracdao de EROs, de modo a retardar o retorno da pressao de perfusdo aos valores basais.

Como ja mencionado anteriormente, a isoprenalina ¢ conhecida como um agonista
adrenérgico ndo seletivo, ativando tanto receptores B; como B, adrenérgicos. Olbrich et al.
(1999), demonstraram que a ativagao parcial de receptores ,-adrenérgicos ¢ capaz de reverter
o dano endotelial provocado pela hiperglicemia. Utilizando o celiprolol por via oral, um
antagonista f3;-seletivo com atividade agonista de receptores B,-adrenérgicos, perceberam que
o tratamento foi capaz de prevenir o prejuizo na vasodilatagdo evocada pela acetilcolina em
artérias mesentéricas de animais diabéticos. Um possivel efeito do antagonismo dos
receptores Pi-adrenérgicos foi descartado, uma vez que o tratamento com metoprolol ndo foi
capaz de impedir os prejuizos na dilata¢do das artérias. Esses resultados apoiam a hipotese de
que uma maior vasodilatagdo ¢ benéfica nas fases iniciais do diabetes.

Ainda, os achados de que a isoprenalina induziu vasodilatagdo nas preparacdes de perna
isolada corroboram os nossos achados de que a isoprenalina sist€émica aumentou o fluxo
sanguineo no musculo esquelético, medido por Doppler (Figura 28). Desta maneira, € com
base na literatura, podemos sugerir que a ativacdo de receptores [r-adrenérgicos por
isoprenalina favorece um maior aporte sanguineo @ musculatura esquelética nas fases iniciais

do diabetes no intuito de manter a homeostase.
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Em seus experimentos, Olbrich et al. (1999), ainda demonstraram que o celiprolol ¢
capaz de aumentar a liberacdo de 6xido nitrico induzida por ATP em células endoteliais
expostas a altas concentragdes de glicose. Com base nesses resultados, além da possivel
redu¢do das EROs anteriormente sugerida, o efeito vasorrelaxante mais duradouro observado
no grupo diabéticas em nossos experimentos também pode ser devido a essa acao nas células
endoteliais. Contudo, também pode ser que o célcio e seus mecanismos de mobiliza¢ao
possam estar envolvidos, uma vez que a remoc¢ao desse ion do citosol ¢ necessaria para a
vasodilatacdo induzida pela isoprenalina (YAMANAKA et al., 2003).

Observada pela agdo da acetilcolina, a funcdo endotelial no leito vascular da
musculatura esquelética de ratas diabéticas demonstrou-se preservada (Figura 41), embora de
modo sistémico ja& esteja presente a disfun¢do endotelial (Figura 29). Na génese das
complicagdes vasculares, percebe-se o importante envolvimento da disfungdo endotelial
induzida pelo diabetes (SHI; VANHOUTTE, 2017), que esta constantemente presente em
pacientes acometidos por essa patologia (MATHER; VERMA; ANDERSON, 2001;
MCVEIGH et al., 1992; WARING et al., 2006). Em ratos diabéticos, também ha evidencias
de disfungdo vascular em vasos de condutancia (KAMATA; MIYATA; KASUYA, 1989,
KOBAYASHI; KAMATA, 2002; MAJITHIYA; BALARAMAN, 2006; OZYAZGAN et al.,
2000; SOTNIKOVA et al., 1999), em vasos de resisténcia (UNGVARI et al., 1999) e no leito
vascular corondrio (KAMATA et al., 2008). Isso sugere que o prejuizo endotelial no leito
vascular da musculatura esquelética ocorre mais tardiamente ao prejuizo dos demais vasos.

Também o relaxamento vascular de forma independente do endotélio no leito vascular
da musculatura esquelética das ratas diabéticas ndo se apresentou alterado (Figura 41). De
modo semelhante, em vasos isolados, a literatura mostra dados de que processos fisiologicos
que culminam no relaxamento da musculatura lisa vascular independente da fun¢ao endotelial
estdo preservados (MAJITHIYA; BALARAMAN, 2006; SOTNIKOVA et al., 1999;
UNGVARI et al., 1999; XAVIER et al., 2003), o que também ¢ observado em humanos
portadores de diabetes tipo 1 (WARING et al., 2006), mas nem sempre nos portadores de
diabetes tipo 2 (MCVEIGH et al., 1992). O que corrobora com nossos achados nesse leito
vascular.

Se por um lado, a contragdo do leito vascular da musculatura esquelética de ratas
diabéticas induzida por adrenalina, mas nao por fenilefrina, se mostrou comprometida (Figura
40), o fluxo sanguineo no musculo esquelético foi menor quando ambos os agonistas foram
administrados sistemicamente (Figura 23 e Figura 18, respectivamente). Esses resultados

sugerem uma menor disponibilidade de sangue para a musculatura esquelética de ratas
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diabéticas, quando comparadas com o grupo controle. E sabemos que, muitas vezes, a
alteragdo de alguns mecanismos existentes precedem a disfuncdo vascular. Por exemplo,
muitas vezes o antecessor ¢ a movimentacao de calcio, conhecida como “calcium handling”
(SUTANTO et al., 2020), outras a disfuncdo endotelial (VANHOUTTE et al., 2017), ou
mesmo problemas em receptores (FAULKNER; CHANTEMELE, 2019).

Em nosso estudo, quando o calcio extracelular foi removido, observamos um aumento
na pressao de perfusdo apenas no grupo das ratas controle. Esse protocolo experimental foi
estabelecido no final dos anos 70 do século passado por Karaki e colaboradores. De acordo
com esses autores, esse aumento € decorrente da liberagdo de calcio de estoques intracelulares
(KARAKI; KUBOTA; URAKAWA, 1979). Desta maneira, podemos sugerir que a
mobilizacdo de calcio intracelular no leito vascular da musculatura esquelética de ratas
diabéticas estéd prejudicada (Figura 43).

Também observamos resposta reduzida ao calcio extracelular no leito vascular da
musculatura esquelética de ratas diabéticas quando estimulado previamente com fenilefrina
(Figura 45). Ainda de acordo com Karaki e Weiss (1988), esses resultados sugerem que o
influxo de calcio extracelular induzido por ativacdo de receptores, ou ainda, que os
mecanismos ativados pelo calcio proveniente dessa fonte, estao prejudicados.

Em arteriolas de primeira ordem isoladas do musculo gracil de ratos diabéticos por 12
semanas, Ungvari et al. (1999), demonstraram haver uma hiperresponsividade ao aumento da
concentragao de célcio extracelular e que o nivel de influxo de célcio em repouso ¢ maior nas
preparacdes provenientes de animais diabéticos, o que pode ser explicado pela
hiperpermeabilidade que a membrana apresenta a esse cation. Outro achado desses autores ¢
que o diabetes provoca nesses vasos um aumento da constricio miogénica induzida por
pressdo, que parece ser independente do comprometimento endotelial e atrelado ao aumento
da atividade dos canais de célcio dependentes voltagem e/ou da proteina cinase C, ambos
presentes na musculatura lisa arteriolar. Em suma, esse ultimo achado pode significar
aumento do tonus arteriolar e consequente reducdo da perfusdo microvascular da musculatura
esquelética in vivo. Esses achados juntamente com os nossos sugerem que a diminui¢do na
mobilizagdo e sensibilizacdo ao calcio observadas nas fases iniciais (4 semanas) contribuem
para um aumento nesses processos em fases mais avangados do diabetes (12 semanas).

Em artéria mesentérica superior de ratos com diabetes apdés 12 semanas da
administracdo de STZ, o estudo conduzido por Agrawal e McNeill (1987), demonstrou que a
resposta contratil de todos os agentes vasoativos testados foram maiores do que as respostas

observadas nos grupos controle. Entre esses agentes estavam a noradrenalina e a fenilefrina,
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além do cloreto de potéssio e do ativador dos canais de calcio do tipo L, o BAY K 8644, o
que sugere uma participacao do calcio na ocorréncia desses eventos observados. Dados que
reforgam a ideia que em fases mais avancadas do diabetes ha uma maior sensibilidade, ou até
mesmo um melhor uso, do célcio disponivel.

Ainda, o estudo do leito vascular corondrio de ratos diabéticos, 9 meses ap6s a inducao,
realizado por Kamata et al. (2008), demonstrou a diminui¢do das respostas contrateis para
altas concentracdes de potassio, para acetilcolina e para a endotelina 1 (ET-1). Além disso,
esses autores também observaram aumento da resposta contratil induzida por BAY K 8644,
que ainda foi capaz de potencializar a vasoconstrigdo induzida pela acetilcolina nas
preparacdes provenientes do grupo diabético. Esses dados sugerem que a movimentagdo do
calcio estd alterada e ainda influencia os demais processos no diabetes.

A fenilefrina, em meio zero célcio, induziu um maior aumento na pressao de perfusao
de pernas isoladas das ratas diabéticas do que nas das ratas controle (Figura 44). De acordo
com Karaki, Kubota e Urakawa (1979), esses dados sugerem que a mobilizacdo de célcio de
estoques intracelulares ativados por receptor ¢ maior no diabetes. Assim, este ¢ os demais
resultados reforcam que hd uma desregulacdo na homeostasia do célcio intracelular no
diabetes.

Lee, Sun e Ko (2010), demonstraram que o influxo de calcio induzido por cloreto de
potassio e por fenilefrina em mioblastos cardiacos submetidos a altas concentragdes de
glicose esta significativamente reduzido (quando incubado com glicose a 15 mM), ou mesmo
quase nulos (quando incubado com glicose a 30 mM). Esses autores observaram que o pré-
tratamento com um antioxidante, o tiron, foi capaz de prevenir a reducdo ocasionada pela
glicose em ambas as concentragoes.

Em nossos resultados, observamos que a vasoconstri¢do induzida por fenilefrina nas
pernas isoladas medida como aumento de pressao de perfusd@o ou como area sob a curva nao
foi alterada em presenca do antioxidante apocinina. Por outro lado, em presenga de apocinina,
os efeitos da adrenalina na vasoconstrigdo das pernas isoladas foram semelhantes entre os
grupos (Figura 46).

Observamos que as EROs contribuem para o efeito vasoconstritor da adrenalina e da
fenilefrina nas preparagdes de perna isolada (Figura 40 e Figura 46). E que a utilizacao do
antioxidante apocinina normalizou a resposta para a adrenalina apenas no leito vascular da
musculatura esquelética de ratas diabéticas (Figura 40D e Figura 46D). Esses resultados, além
de demonstrarem a importancia da contribui¢do das EROs para o efeito vasoconstritor de

agonistas adrenérgicos, eles sugerem que a producdo desses compostos quimicos esta
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prejudicada no diabetes. Estudos para esclarecer melhor a participacdo das EROs ainda serdao

necessarios.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 Sumario de resultados

1) Comparando com as ratas controle, observamos em ratas diabéticas:

a) que a adrenalina induziu menor aumento da pressdo arterial, maior aumento na
frequéncia cardiaca, menor redu¢do do fluxo sanguineo renal e menor aumento do fluxo
sanguineo no musculo esquelético na primeira semana; enquanto que na quarta semana,
somente induziu menor elevacdo na pressao arterial;

b) que a fenilefrina induziu menor elevagdo da pressdo arterial na primeira e na
quarta semana; €, somente na quarta semana, induziu menor diminuicao da frequéncia
cardiaca, menor diminuicdo no fluxo sanguineo renal e menor aumento do fluxo
sanguineo no musculo esquelético;

¢) que a isoprenalina induziu menor diminui¢do da pressdo arterial, menor aumento
da frequéncia cardiaca, menor redug¢do do fluxo sanguineo renal e menor aumento do
fluxo sanguineo no musculo esquelético na primeira semana; enquanto que na quarta
semana induziu somente menor diminui¢do na pressdo arterial e maior aumento do
fluxo sanguineo no musculo esquelético;

d) que a acetilcolina induziu menor diminui¢do da pressdo arterial na primeira € na
quarta semana; e, somente na quarta semana, induziu menor diminui¢do da frequéncia
cardiaca e menor diminui¢do no fluxo sanguineo renal. Nao foram encontradas
diferencas para as alteracdes evocadas pela acetilcolina no fluxo sanguineo do musculo
esquelético em nenhuma das duas semanas avaliadas;

€) que o nitroprussiato de sédio, induziu menor diminui¢do da pressdo arterial na
primeira € na quarta semana; e, somente na quarta semana, induziu menor diminui¢ao
no fluxo sanguineo renal. Também nao foram encontradas diferencas para as alteragdes
evocadas pelo nitroprussiato de sodio no fluxo sanguineo do musculo esquelético em
nenhuma das duas semanas avaliadas;

2) Comparando com o grupo controle, observamos nas preparacdes de pernas isoladas
perfundidas de ratas diabéticas, apds 4 semanas da administragdo de STZ:

a) que a resposta induzida por fenilefrina nao foi diferente, nem quando na presenca
da apocinina, e que a adrenalina induziu menor aumento na pressao de perfusao que foi

normalizado quando na presenca da apocinina;
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b) que as respostas induzidas pelos agentes vasodilatadores acetilcolina e
nitroprussiato de s6dio ndo foram diferentes;

¢) que a queda na pressdo de perfusdo induzida por isoprenalina retornou mais
lentamente aos valores basais;

d) que a pressdo de perfusdo ndo aumentou quando o ion calcio foi retirado do
liquido de perfusao;

e) que a pressao de perfusdo apresenta maior aumento em resposta a perfusao com
fenilefrina em meio sem calcio;

f) que a pressdo de perfusdo apresenta menor resposta de elevagdo quando realizada
curva dose resposta para o ion calcio em preparagdes estimuladas com fenilefrina em

meio sem calcio.

6.2 Conclusao

Assim com base em nossos resultados sugerimos que na fase precoce do diabetes,
embora a pressdo de perfusdo das pernas isoladas ndo esteja comprometida, alguns processos
isolados como a mobilizagdo de calcio intracelular e extracelular além de alteracdes na
ativacao dos receptores B-adrenérgicos ja aparecem. Dessa forma, uma disfungdo vascular no
diabetes precoce parece contribuir para uma ma perfusdo da musculatura esquelética em ratas
mais tardiamente.

O ineditismo deste trabalho consistiu em padronizar um novo método para o estudo do
leito vascular da musculatura esquelética. Utilizando esse método, conseguimos correlacionar
a disfun¢do vascular presente no diabetes precoce com as alteragdes da funcdo vascular da
musculatura esquelética, as quais podem contribuir para a ocorréncia de uma ma perfusao
periférica no diabetes. Os resultados apontam para alteragdes vasculares periféricas
antecessoras de um dano endotelial caracteristico do diabetes. O significado clinico desses
achados ¢ a melhor compreensdao dos processos presentes no diabetes precoce que podem
estar envolvidos com os danos vasculares periféricos decorrentes de um diabetes
descompensado. Estudos focados na melhor compreensdo da influéncia do diabetes precoce
sobre os receptores -adrenérgicos € a movimentacao de ions céalcio devem ser realizados para

melhor compreensdo dos processos envolvidos.
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APENDICE A — Padronizagio da Perfusio da Perna Isolada

Utilizando a perna isolada de ratas naives acopladas a um sistema de perfusao, nos
padronizamos a perfusdo do leito vascular da musculatura esquelética em nosso laboratério, a
fim de possibilitar a realiza¢do do estudo da reatividade vascular desse leito periférico. Apos
30 min de estabiliza¢do, uma dose de fenilefrina (30 nmol) era administrada as preparagdes,
para testar sua viabilidade, e entdo, apds 15 min dessa administragdo, todos os protocolos
eram iniciados. Por sua vez, ao executar os protocolos, entre as doses era respeitado sempre

um intervalo de 5 min ou o retorno aos valores basais.

A.1 Teste de viabilidade temporal

Com a finalidade de determinar a viabilidade das preparagdes no decorrer do tempo foi
realizado um teste de viabilidade temporal com as pernas perfundidas. Apos o periodo de
estabilizacao e da administragdo inicial de fenilefrina, foi realizada uma curva dose resposta
para fenilefrina dentro da primeira hora de perfusdo. A curva foi entdo repetida dentro da
segunda e da terceira hora. Esses experimentos foram realizados utilizando diferentes fluxos

de perfusdo: 2, 3, 4 e 5 mL/min, conforme demonstrado no Protocolo experimental 1.

4001 15 min

Pressao de perfusao (

0
STABILIZAGAO | ACORDAR | CDR FENILEFRINA (12 h) | CDR FENILEFRINA (22 h) [ CDR FENILEFRINA (32 h)

30 min 15 min 0,1¢0,321¢3¢1023021002300 nmol 0,120,321¢310302100300 nmol 0,1¢0,321#3¢1023021002300 nmol
Entre as doses: 5 min ou basal Entre as doses: 5 min ou basal Entre as doses: 5 min ou basal

m

Protocolo experimental 1 — Protocolo utilizado para o teste de viabilidade temporal em

preparacoes de perna isolada. Apos as preparagdes serem estabilizadas por 30 min e testadas as suas
viabilidades com uma dose de fenilefrina (30 nmol), curvas dose resposta para fenilefrina eram realizadas nos
tempos 1 h, 2 h, e 3 h. Sendo este protocolo repetido em preparagdes onde o leito vascular da musculatura
esquelética era submetido a diferentes fluxos de perfusao, a saber, fluxos de 2, 3, 4 ¢ 5 mL/min. Fonte: O autor.
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A.1.1 Preparagdes de perna isolada sdo estaveis sob determinados fluxos de perfusao

A viabilidade temporal das nossas preparagdes foi testada sob diferentes fluxos de
perfusdo. Para a perfusdao do quadrante posterior através dos métodos anteriores a literatura
traz diferentes taxas de fluxo de perfusdo, por exemplo, enquanto Loyaga-Rendon et al.,
(2005), utilizaram uma taxa constante de 3,5 mL/min, Prewitt, Reilly e Wang (1994),
utilizaram 10 mL/min para cada 100 g de tecido. Para a perfusdo do leito renal e do leito
mesentérico em nosso laboratério ja havia sido padronizado um fluxo constante de 4 mL/min
para a perfusdo do leito renal (SANT’HELENA et al., 2015) e do leito mesentérico
(BERNARDELLI et al., 2016). Dessa forma, a fim de encontrarmos o melhor fluxo de
perfusao a ser adotado, testamos quatro diferentes fluxos.

Apo6s os 30 min iniciais de estabilizagdo das preparagdes no sistema de perfusdo, ao
administrarmos fenilefrina (30 nmol) para testar a viabilidade do tecido verificamos que nos
diferentes fluxos testados (2, 3, 4 ¢ 5 mL/min) todas as preparagdes responderam a essa
administracdo, observado através do aumento da pressdo de perfusdo decorrente da
vasoconstri¢ao do leito pela ativag@o dos receptores a;-adrenérgicos (Figura 47).

Entre as resposta observadas na Figura 47 nao houve diferenga entre as pressdes de
perfusdo basal exibida para os quatro diferentes fluxos testados. Todavia quando analisadas as
respostas evocadas pela administragdo de fenilefrina (30 nmol), observamos que as respostas
obtidas sob o fluxo de perfusdo de 3 e 5 mL/min foram maiores do que a observada sob o
fluxo de 2 mL/min para a mesma droga. A resposta para a fenilefrina (30 nmol) observada sob
o fluxo de perfusao de 4 mL/min nao apresentou diferenga com nenhuma das respostas
observadas para a mesma droga nos demais fluxos testados (analises ndo demonstradas).

Ao realizarmos curvas dose resposta para a fenilefrina, e sendo essas curvas repetidas a
cada hora num periodo de 3h, e utilizando diferentes fluxos de perfusao (2, 3, 4 e 5 mL/min),
tornou possivel determinar o melhor fluxo de perfusdo a ser utilizado nas preparacdes de
perna isolada. Inicialmente ja possivel perceber que o fluxo de 2 mL/min ndo seria adequado
para manter as preparagdes viaveis no decorrer do tempo (Figura 48A), uma vez que houve
uma diminui¢do da eficacia nas respostas evocadas pela fenilefrina na segunda e terceira hora
do experimento, provavelmente porque o fluxo utilizado era insuficiente para garantir o aporte
necessario da solucao fisioldgica nutritiva aos tecidos.

A utilizagdo de um fluxo de 5 mL/min foi 0o que mais ocasionou edema nas preparagdes
(dados nao mostrados) e por isso esse fluxo de perfusdo também foi descartado junto com o

fluxo de 2 mL/min, apesar de ndo haver diminuicao na eficacia da resposta para a fenilefrina
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quando repetida as curvas dose resposta durante as trés horas. Esta manuten¢do da eficacia

também foi observada para os fluxos de 3 ¢ 4 mL/min (Figura 48).

Fluxo 2 mL/min Fluxo 3 mL/min

3004 300+
*
—F—
200+ % 2001
———
1001 100+ _
—
0 n .: 6 n T 6 0 n .= 6 n ? 6
Basal Fenil 30 nmol Basal Fenil 30 nmol

Fluxo 4 mL/min Fluxo 5 mL/min

300 300-

200+

200+

100+ 100+

Pressédo de Perfusdo (mmHg) ( ) Pressédo de Perfusao (mmHg) >

Pressédo de Perfusdo (mmHg) D Presséo de Perfusdo (mmHg) w

o
1
o
1

Basal Fenil 30 nmol Basal Fenil 30 nmol

Figura 47 — Aumento da pressio de perfusio do leito vascular da musculatura
esquelética de ratas apos a administracio de fenilefrina (30 nmol) sob diferentes fluxos

de perfusio. Foram utilizados os seguintes fluxos de perfusdo: 2 (A), 3 (B), 4 (C) e 5 (D) mL/min. Fenil —
fenilefrina. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média. * representa diferenca estatistica
existente entre os grupos (p < 0,05). Teste ¢ de Student.

Dessa forma, como nao houve diferenca quando comparadas as respostas obtidas para
as doses de fenilefrina no decorrer do tempo (1h, 2h e 3h), tanto quando utilizado o fluxo de
perfusdo de 3 mL/min (Figura 48B) como o de 4 mL/min (Figura 48C), resolvemos comparar
se entre esses dois fluxos as respostas para a fenilefrina também seriam iguais.

Nesta analise foi observada que na terceira repetigdo da curva dose resposta para
fenilefrina (no tempo 3h) a dose de 30 nmol num fluxo de 3 mL/min tinha uma menor eficacia
quando comparada com a mesma dose num fluxo de 4 mL/min (andlise ndo demonstrada).
Assim, frente a esses resultados passamos a adotar o fluxo de perfusdo constante de 4 mL/min

em nossos protocolos experimentais.
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Perfus&o 2 mL/min (n = 6) Perfuséo 3 mL/min (n =5)
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Figura 48 — Curvas dose resposta para fenilefrina realizadas nas primeiras 3 horas de

perfusdo do leito vascular da musculatura esquelética de ratas. Ao final de cada hora uma
curva dose resposta era realizada até a terceira hora de perfusdo. Sdo apresentados os deltas maximos de
aumento da pressdo de perfusdo dos leitos vasculares utilizando os seguintes fluxos de perfusdo: 2 (A), 3 (B), 4
(C) e 5 (D) mL/min. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média. * representa diferenca
estatistica (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo
teste post-hoc de Bonferroni.

As preparacoes de leito vascular da musculatura esquelética de pernas isoladas sdo
estaveis durante 3 h de perfusdao com fluxo de perfusdo constate de 4 mL/min, fluxo este que
foi capaz de garantir que ndo ocorresse hipoperfusdo dos tecidos, muito menos uma
hiperperfusdo, gerando edemas que pudessem no decorrer do tempo vir a prejudicar a
viabilidade das preparagdes. Assim, a partir desse momento, todas as perfusdes de perna
isolada foram realizadas utilizando um fluxo de perfusao de 4 mL/min, conforme resultados
obtidos com a condugdo desses experimentos que visaram avaliar a viabilidade das

preparacdes de perna isolada e determinar o fluxo de perfusdo adequado.
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A.2 Padronizacao das curvas de relaxamento

Para determinar a viabilidade de se estudar o relaxamento do leito vascular da
musculatura esquelética a partir de pernas isoladas de ratas, a solugdo fisiologica salina
(liquido de perfusdo) foram adicionadas diversas concentragdes de fenilefrina, de forma
exclusiva, para que cada preparacdo recebesse apenas uma concentragdo determinada, e
adicionalmente, para fins de comparagao, também realizado um grupo recebendo uma unica
concentracdo de adrenalina veiculada ao liquido de perfusao, conforme explicitado a seguir.

O protocolo consistiu na observacao da resposta do leito vascular durante os trinta
primeiros minutos apos a troca do liquido de perfusdao por um liquido de perfusdo de mesma
composicdo contendo a adi¢do de um agente vasoconstritor. Foram utilizadas cinco
concentragdes de fenilefrina (3, 5, 7, 10 e 15 uM), sendo que cada preparagdo recebia apenas

uma dessas concentragdes, conforme Protocolo experimental 2.

acetilcolina (1 nmol)

)

N
o
S

150+

100+

5 min

Pressao de perfusdo (mmHg

ESTABILIZACAO ACORDAR I) PERFUSAO COM FENILEFRINA 3 uM ou
30 min 13 min 1) PERFUSAO COM FENILEFRINA 5 pM ou
1) PERFUSAO COM FENILEFRINA 7 uM ou
IV) PERFUSAO COM FENILEFRINA 10 pM ou
V) PERFUSAO COM FENILEFRINA 15 pM ou

V1) PERFUSAO COM ADRENALINA 3 uM
30 min

Protocolo experimental 2 — Protocolo utilizado para a padronizacio de curvas de

relaxamento em preparacdes de perna isolada. Apos as preparagdes serem estabilizadas por 30 min
e testadas as suas viabilidades com uma dose de fenilefrina (30 nmol), o liquido de perfusdo era substituido por
outro de igual composi¢ao contendo um dos vasoconstritores em suas respectivas concentracdes listados de I a
VI. Com 30 min da mudanga de perfusdo, as preparagdes perfundidas com fenilefrina receberam uma unica dose
de acetilcolina (1 nmol), indicada pela flecha no registro; por sua vez, nas prepara¢des perfundidas com
adrenalina foi realizada uma curva dose resposta para acetilcolina (1, 10 e 100 nmol), ndo representada no
registro acima. Fonte: O autor.
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Apods 30 min do inicio da perfusdo com a fenilefrina, nas diversas concentracdes
utilizadas, uma tunica dose de acetilcolina (I nmol) era administrada e seu efeito avaliado,
conforme pode ser observado no Protocolo experimental 2.

Nas preparagdes que foram perfundidas com adrenalina (3 uM), apés 30 min do inicio
da perfusdo com esse vasoconstritor, uma curva dose resposta para acetilcolina (1, 10 e 100
nmol) era realizada. A adrenalina foi utilizada para testar a viabilidade de se utilizar outros
vasoconstritores mais potentes que a fenilefrina, dessa forma sendo utilizada para a adrenalina

a menor concentragao testada para a fenilefrina no protocolo anterior.

A.2.1 E viavel realizar curvas de relaxamento utilizando pernas perfundidas

A adicdo de agentes vasoconstritores na solu¢do de perfusdo das preparacdes de pernas
isoladas foi capaz de ocasionar vasoconstricdo de forma sustentada e dependente da dose,
permitindo, sob o platd de constri¢do, a realizagdo de curvas dose resposta.

As preparacdes partiram de um valor basal médio proximo a 35 mmHg para: 92 mmHg,
nos grupos que receberam fenilefrina 3 uM; 113 mmHg, nos grupos que receberam fenilefrina
5 uM; 148 mmHg, nos grupos que receberam fenilefrina 7 uM; 204 mmHg, nos grupos que
receberam fenilefrina 10 uM; 244 mmHg, nos grupos que receberam fenilefrina 15 uM; e 259

mmHg, nos grupos que receberam adrenalina 3 uM (Figura 49).

Perfusdo a um fluxo de 4 mL/min

a r
E 300~
é -O- Adrenalina 3 yM; n=6
S 200- -~ Fenilefrina 15 uM; n = 6
ug -©- Fenilefrina 10 uM; n = 6
2 -0~ Fenilefrina 7 uM; n =6
3 1001 -0~ Fenilefrina 5 uM; n = 6
z§ -O- Fenilefrina 3 uyM; n=6
o r T T T T T T

0 5 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 49 — Elevacio da pressio de perfusdo do leito vascular da musculatura

esquelética de ratas submetida a varias concentracées de fenilefrina. Uma concentragdo de
adrenalina (3 uM) foi utilizada para fins de comparagao. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da
média. Apenas os grupos fenilefrina 3 uM vs. fenilefrina 5 pM; fenilefrina 5 pM vs. fenilefrina 7 uM; e
fenilefrina 15 uM vs. adrenalina 3 uM ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes entre si (p <
0,05), todos os demais, quando comparados entre si, apresentaram diferenga estatisticamente significante em
pelo menos um ponto. ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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Apenas os grupos fenilefrina 3 pM vs. fenilefrina 5 uM; fenilefrina 5 uM vs. fenilefrina
7 uM; e fenilefrina 15 pM vs. adrenalina 3 pM ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significantes entre si (p < 0,05) quando comparadas as elevagdes ocasionadas na pressao de
perfusao dos leitos vasculares, conforme demonstrado na Figura 49.

Sobre o aumento da pressdo de perfusdo do leito vascular da musculatura esquelética
ocasionado pela adi¢cdo de diferentes concentracdes de fenilefrina foi administrada uma dose
de acetilcolina (1 nmol), a qual ocasionou quedas na pressao de perfusdo em valores proximos
a: 63 mmHg, nos grupos que receberam fenilefrina 3 pM; 67 mmHg, nos grupos que
receberam fenilefrina 5 uM; 102 mmHg, nos grupos que receberam fenilefrina 7 pM; 127
mmHg, nos grupos que receberam fenilefrina 10 pM; e 125 mmHg, nos grupos que
receberam fenilefrina 15 pM (Figura 50).

Somente os grupos que receberam a perfusdo de fenilefrina nas concentragdes de 10 uM
e 15 uM apresentaram, ambos, diferenca estatisticamente significante com os grupos que
receberam perfusdo de fenilefrina nas concentragdes de 3 uM e 5 uM, quando comparadas as
quedas da pressdao de perfusdo ocasionadas pela dose de 1 nmol de acetilcolina, conforme

observamos na Figura 50.

[~) Acetilcolina (1 nmol)

I 0 . .

= Fenilefrina
£

5 C3umM;n=3
B .50- CJ5uM;n=6
£ T T C7uM:n=6
a B 10uM; n=6
[«})

-g-1oo T Bl 15:M;n=6
)
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<

Figura 50 — Delta do efeito maximo obtido com a administracido de acetilcolina (1 nmol)
nos leitos vasculares da musculatura esquelética de ratas submetidos a diversas

concentracoes de fenilefrina. Os dados sdo expressos como média + erro padrio da média. * representa
diferenga estatistica (p < 0,05) em relagdio ao grupo fenilefrina 3 uM. * representa diferenca estatistica (p < 0,05)
em relagdo ao grupo fenilefrina 5 uM. ANOV A de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.

Quando realizada a curva dose resposta para acetilcolina sobre o platd ocasionado pela
perfusdao de adrenalina 3 pM, observamos valores de queda na pressao de perfusao em torno

de: 111 mmHg, para a dose de 1 nmol de acetilcolina; 136 mmHg, para a dose de 10 nmol de
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acetilcolina; e 144 mmHg, para a dose de 100 nmol de acetilcolina. Quando analisado apenas
o delta do efeito maximo, somente a dose de 1 nmol demonstrou-se diferente das demais
doses, isto €, ocasionou menor queda (Figura 51A). Por sua vez, quando analisamos ponto a
ponto, a cada 10 s, além de confirmarmos a diferenga observada na andalise anterior, também
percebemos que o efeito ocasionado pela dose de 10 nmol de acetilcolina foi menor que o

efeito ocasionado pela dose de 100 nmol de acetilcolina (Figura 51B).

’a . .
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E
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E
@ 200-
[72)
£
Q
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3 100+
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@ n=6 -0- 100 nmol * #
E 0 v v v v ] v v v v ] v v v v ] v v v v ] v v v v ] v
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Figura 51 — Curva dose resposta para acetilcolina realizada no leito vascular da

musculatura esquelética de ratas estimulado com adrenalina (3 pM). Em A é demonstrado o
delta e em B ¢ apresentado a queda na pressdo de perfusdo a cada 10 s. Os dados sdo expressos como média +
erro padrdo da média. * representa diferenca estatistica (p < 0,05) em relagdo ao grupo 1 nmol. # representa
diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo ao grupo 10 nmol. Em A, ANOVA de uma via, seguida pelo teste
post-hoc de Bonferroni. Em B, ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni.
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A.3 Avaliacao da participacao dos receptores adrenérgicos
A fim de caracterizarmos farmacologicamente os receptores envolvidos nas respostas
evocadas pelos agonistas adrenérgicos nas preparagdes de leito vascular da musculatura

esquelética, foram utilizados antagonistas de receptores o;-adrenérgicos e B-adrenérgicos,

conforme seré explicitado a seguir.

Protocolo I: Envolvimento dos receptores a;-adrenérgicos nas respostas observadas para

fenilefrina e adrenalina

Para caracterizarmos a participacdo dos receptores o;-adrenérgico nas respostas
evocadas pela administracdo de fenilefrina e adrenalina no leito vascular da musculatura
esquelética foi realizada uma perfusdo desses leitos com prazosin (2,5 nM). Essa
concentragdo se mostrou efetiva em antagonizar receptores o-adrenérgicos em membro
posterior perfundido de ratos espontaneamente hipertensos e ratos Wistar Kyoto (YE;
COLQUHOUN, 1998). O protocolo consistiu na realizagdo de uma curva dose resposta para
fenilefrina (3, 10, 30 nmol) seguida por uma curva dose resposta para adrenalina (3, 10, 30

nmol), ver Protocolo experimental 3.
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Protocolo experimental 3 — Protocolo utilizado para a avaliacdo da influéncia dos
receptores o;-adrenérgicos nas respostas evocadas pela administracio de fenilefrina e

adrenalina em preparacodes de perna isolada. Apés as preparagdes serem estabilizadas e testadas as
suas viabilidades com uma dose de fenilefrina (30 nmol), era realizada uma curva dose resposta para fenilefrina
(3, 10 e 30 nmol) seguida por outra curva para adrenalina (3, 10 ¢ 30 nmol). Em seguida, o liquido de perfusdo
(Solugdo fisiologica salina) era trocado por outro de mesma composicdo contendo prazosin (2,5 nM). Apos as
preparagdes serem perfundidas com prazosin por 30 min, as curvas dose resposta para fenilefrina e adrenalina
eram novamente realizadas. Fonte: O autor.

Logo em seguida a solucdo de perfusdo era trocada por outra solu¢do de perfusdo de
mesma composi¢cdo contendo prazosin (2,5 nM). Apds 30 min que as preparagdes eram
perfundidas com prazosin, novas curvas dose resposta eram realizadas para fenilefrina e
adrenalina (3, 10, 30 nmol, ambas).

Observamos que a inibi¢do dos receptores o,-adrenérgicos no leito vascular da
musculatura esquelética utilizando como ferramenta farmacologica o prazosin (2,5 nM) foi

capaz de inibir a resposta contratil da fenilefrina e da adrenalina (Figura 52A e 52D).
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Figura 52 — Inibicdo do efeito contratil da fenilefrina e da adrenalina no leito vascular

da musculatura esquelética de ratas, quando perfundido com prazosin (2,5 nM). E
apresentado o delta da elevacdo maxima da pressdo de perfusdo obtido para a administracdo de fenilefrina (A),
assim como a area sob a curva dessa elevagdo (B) e o tempo de duragdo do efeito (C). Também ¢ apresentado o
delta da elevacdo méxima da pressdo de perfusdo obtido para a administracdo de adrenalina (D), assim como a
area sob a curva dessa elevagdo (E) e o tempo de duragdo do efeito (F). Os dados sdo expressos como média +
erro padrdo da média. * representa diferenca estatistica (p < 0,05) em relacdo ao grupo controle. ANOVA de
duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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Protocolo II: Influéncia dos receptores B-adrenérgicos nas respostas observadas para

fenilefrina e adrenalina

A participagdo dos receptores B-adrenérgicos nas respostas evocadas pela administragao
de fenilefrina e adrenalina no leito vascular da musculatura esquelética foi avaliada através da
realizacdo de uma perfusdo das pernas isoladas com propranolol (10 uM). Essa concentracao
se mostrou efetiva em antagonizar receptores f-adrenérgicos em membro posterior perfundido
de ratos espontaneamente hipertensos e ratos Wistar Kyoto (YE; COLQUHOUN, 1998). O
protocolo consistiu na realiza¢ao de uma curva dose resposta para fenilefrina (3, 10, 30 nmol)
seguida por uma curva dose resposta para adrenalina (3, 10, 30 nmol).

Logo em seguida a solug¢do de perfusdo foi trocada por outra solu¢do de perfusdo de
mesma composi¢do contendo propranolol (10 uM). Apds 30 min que as preparacdes foram
perfundidas com propranolol, novas curvas dose resposta foram realizadas para fenilefrina e

adrenalina (3, 10, 30 nmol, ambas), ver Protocolo experimental 4.

S 300+ Perfusdo contendo propranolol 10 pM
I ' '
€
E
18 200-
[72)
>
[
—_
)
o 5 min
[0)
- 100-
o
o]
2]
[72)
)
p .
a0
ESTABILIZAGAO | ACORDAR | CDR FENILEFRINA & ADRENALINA PERFUSAO COM PROPRANOLOL 10 pM
30 min 15 min 3 ¢ 10 » 30 nmol, ambas Apds 30 min:
oy ey =g e P CDR FENILEFRINA & ADRENALINA

3 ¢ 10 » 30 nmol, ambas
Entre as doses: 5 min ou basal

Protocolo experimental 4 — Protocolo utilizado para a avaliacio da influéncia dos
receptores P-adrenérgicos nas respostas evocadas pela administracio de fenilefrina e
adrenalina em preparacoes de perna isolada. Apés as preparagdes serem estabilizadas e testadas as
suas viabilidades com uma dose de fenilefrina (30 nmol), era realizada uma curva dose resposta para fenilefrina
(3, 10 e 30 nmol) seguida por outra curva para adrenalina (3, 10 e 30 nmol). Em seguida, o liquido de perfusao
(Solugao fisiologica salina) era trocado por outro de mesma composi¢ao contendo propranolol (10 uM). Apds as

preparacdes serem perfundidas com propranolol por 30 min, as curvas dose resposta para fenilefrina e adrenalina
eram novamente realizadas. Fonte: O autor.

De forma totalmente esperada, a inibigdo dos receptores P-adrenérgicos no leito

vascular da musculatura esquelética utilizando como ferramenta farmacoldgica o propranolol
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(10 uM) ndo inibiu as respostas contrateis evocadas pela fenilefrina e pela adrenalina (Figura
53). Isso observado tanto pelo delta da resposta maxima (Figura 53A e 53D), a area sob a

curva (Figura 53B e 53E) e o tempo de duracao do efeito (Figura 53C e 53F).
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Figura 53 — Bloqueio dos receptores B-adrenérgicos utilizando propranolol (10 pM) nio
inibe os efeitos contrateis da fenilefrina e da adrenalina no leito vascular da musculatura

esquelética de ratas. E apresentado o delta da elevagdo méaxima da pressio de perfusdo obtido para a
administracao de fenilefrina (A), assim como a area sob a curva dessa elevagdo (B) e o tempo de duragdo do
efeito (C). Também ¢ apresentado o delta da elevacdo méxima da pressdo de perfusdo obtido para a
administracao de adrenalina (D), assim como a area sob a curva dessa elevagdo (E) e o tempo de duracdo do
efeito (F). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA de duas vias com medidas repetidas).
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Protocolo III: Influéncia dos receptores 3-adrenérgicos nas respostas observadas para

isoprenalina

Por fim, também avaliamos a participagdo dos receptores -adrenérgicos nas respostas
evocadas pela administragdo de isoprenalina no leito vascular da musculatura esquelética
utilizando propranolol.

O protocolo consistiu na mudanca do liquido de perfusdo por um contendo fenilefrina 3
uM. Apods 30 min que este novo liquido de perfusdo havia sido trocado, uma curva dose
resposta para isoprenalina (0,01, 0,1, 1, 10 nmol) foi realizada. Logo em seguida, o liquido de
perfusdo era trocado por um contendo fenilefrina 3 pM + propranolol 10 pM. Novamente,
apos 30 min do inicio dessa nova perfusio, uma segunda curva dose resposta para

isoprenalina era realizada utilizando as mesmas doses, conforme Protocolo experimental 5.
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Entre as doses: 5 min ou basal Entre as doses: 5 min ou basal

Protocolo experimental 5 — Protocolo utilizado para a avaliacio da influéncia dos
receptores p-adrenérgicos na resposta evocada pela administracio de isoprenalina em
preparacoes de perna isolada. Apos as preparagdes serem estabilizadas e testadas as suas viabilidades
com uma dose de fenilefrina (30 nmol), o liquido de perfusdao (Solugdo fisiologica salina) era trocado por outro
de mesma composi¢do contendo fenilefrina (3 uM). Apds 30 min da perfusdo com fenilefrina era realizada uma
curva dose resposta para isoprenalina (0,01, 0,1, 1 e 10 nmol). Logo em seguida o liquido de perfusdo era
trocado por outro contendo fenilefrina (3 uM) + propranolol (10 uM). Apds as preparagdes serem perfundidas
com este novo liquido de perfusdo por 30 min, a curva dose resposta para isoprenalina foi realizada novamente
utilizando as mesmas doses. Fonte: O autor.

A dose de propranolol (10 uM) foi capaz de inibir o efeito vasorrelaxante da

isoprenalina no leito vascular da musculatura esquelética (Figura 54).
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Figura 54 — Inibicdo do efeito vasorrelaxante da isoprenalina no leito vascular da

musculatura esquelética de ratas, quando perfundido com propranolol (10 pM). E
apresentado o delta da elevagdo maxima da pressdo de perfusdao obtido para a administragdo de isoprenalina (A),
assim como a area sob a curva dessa elevagdo (B) e o tempo de duragdo do efeito (C). Os dados sdo expressos
como média + erro padrdo da média. * representa diferenca estatistica (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle.
ANOVA de duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.

A.4 Avaliacao da captacao de calcio pelo leito vascular da musculatura esquelética

Para avaliarmos a exequibilidade de se estudar a captagdo e a mobilizagcdo de calcio
utilizando as preparagdes de perna isolada, dois protocolos experimentais foram
padronizados. Ambos foram realizados utilizando-se solugdes sem célcio. Contudo, enquanto
que no primeiro foi utilizado um agente vasoconstritor para possibilitar a realizacdo da curva
dose resposta para o célcio, no segundo, utilizamos uma solug¢ao despolarizante.

Dessa forma, o primeiro protocolo consistiu na retirada do célcio do liquido de
perfusdo, e isso foi possivel mediante a troca do liquido de perfusdo (solug¢do fisioldgica
nutritiva) por outro de mesma composi¢do, porém sem calcio (solucdo fisioldgica nutritiva
sem célcio). Ap6s 30 min do inicio da perfusdo com a solugdo fisiologica nutritiva sem calcio,
novamente o liquido de perfusdo era trocado, agora por uma Solucao fisiologica nutritiva sem

calcio contendo fenilefrina (10 uM). Apo6s 30 min do inicio dessa segunda troca, uma curva
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dose resposta para o célcio (10, 30, 100 e 300 nmol e 1, 3, 10 e 30 umol) era realizada,

conforme observamos no Protocolo experimental 6.
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30 min 15 min 30 min Apds 30 min: CDR CALC|O

10 * 30 ¢ 100 * 300 nmol & 1 3 10 * 30 umol
Entre as doses: 5 min ou basal

Protocolo experimental 6 — Protocolo utilizado para a avaliagdo da mobilizacio e

captacio de calcio em preparacdes de perna isolada estimuladas com fenilefrina. Apos as
preparagdes serem estabilizadas e testadas as suas viabilidades com uma dose de fenilefrina (30 nmol), o liquido
de perfusdo era substituido por outro de igual composi¢do sem calcio durante 30 min. Logo apds esse periodo,
novamente o liquido de perfusdo era trocado por um contendo fenilefrina 10 uM. Apds 30 min do inicio dessa
segunda perfusdo, uma curva dose resposta para o calcio (10, 30, 100 e 300 nmol ¢ 1, 3, 10, 30 pumol) era
realizada. Fonte: O autor.

Por sua vez, o segundo protocolo consistiu na retirada do célcio do liquido de perfusao,
utilizando uma solugdo fisioldgica nutritiva sem célcio durante 30 min. Logo em seguida, a
solucdo fisiologica nutritiva sem calcio era trocada pela solugdo fisioldgica despolarizante
sem calcio. Apds 30 min do inicio deste ultimo liquido de perfusdo, uma curva dose resposta
para o calcio (10, 30, 100 e 300 nmol e 1, 3, 10 e 30 umol) era realizada. Ao finalizar a curva
para o célcio, o liquido de perfusdo era trocado pela solugdo fisioldgica nutritiva durante 30
min e logo em seguida pela solugdo fisiologica despolarizante, a qual também perfundiu por

30 min as preparagdes, conforme demonstrado no Protocolo experimental 7.
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Protocolo experimental 7 — Protocolo utilizado para a avaliacio da mobilizagcio e
captacio de calcio em preparacoes de perna isolada estimuladas com solucgao

despolarizante. Apos as preparagdes serem estabilizadas e testadas as suas viabilidades com uma dose de
fenilefrina (30 nmol), o liquido de perfusdo era substituido por outro de igual composi¢do sem calcio durante 30
min. Logo apods esse periodo, novamente o liquido de perfusdo era trocado por uma Solugdo fisiologica
despolarizante (KCl 60 mM) sem calcio. Apés 30 min do inicio dessa segunda perfusdo, uma curva dose
resposta para o calcio (10, 30, 100 e 300 nmol e 1, 3, 10, 30 umol) era realizada. Imediatamente apds o final da
curva para o calcio retornava-se a perfusdo com Solugdo fisioldgica nutritiva durante 30 min, sendo trocado
novamente o liquido de perfusdo por Solugéo fisioldgica despolarizante (KC1 60 mM) durante 30 min. Fonte: O
autor.

A realizacdo do protocolo utilizando como estimulo para a deplecdo intracelular de
calcio a fenilefrina (10 uM) para viabilizar a avaliagdo da captacdo de calcio através da
realizacdo de uma curva dose resposta para o célcio nos permitiu observar que € possivel
avaliar tanto a captacdo quanto a mobilizagdo de célcio no leito vascular da musculatura
esquelética (Figura 55).

De forma semelhante também observamos que a realizagdo do mesmo protocolo, porém
agora utilizando Solugao fisioldgica despolarizante (KCl 60 mM) sem célcio também propicia

este estudo (Figura 56).



190

A Perfu§é9 + fenilefrina 10 uM
sem calcio

2001 ® @

)

N
o
g

10 min

Pressao de perfusdo (mmHg

[
o
]
-
a
o
]

o
o
L
L= =2

100+

_|

N
o
1

{.
\\}

n==6 n==6
Balsal fenil (30 nmol) Delta (Phe)

o

o

Pressao de perfusdo (mmHg) w
N
S
|
(2]
_|
Pressdo de perfusdo (mmHg) D

8
)

3091 9 Fenilefrina 10 uM (n=6)

w
o
1

200+

100+ ’_T_‘
c T T ¢ ﬁ T T T

10 30 100 300 1 3 10 3I0

nmol pumol
Cloreto de calcio

_|

Presséao de perfusiao (mmHg) ‘ ’
S

o

A Presséao de Perfusao (mmHg)I I I

Delta Delta

Figura 55 — Elevacdes da pressio de perfusio do leito vascular da musculatura
esquelética de ratas devido a deplecio de calcio extracelular e da estimulacdo a;-

adrenérgica seguida pela realizacio da curva dose resposta para o calcio. Em (1) ¢ realizada
a retirada do calcio do meio extracelular (liquido de perfusdo) durante 30 min e em (2) é adicionada fenilefrina
(10 uM) a solugdo de perfusdo para depois de realizar uma curva dose resposta para célcio (A). Em B ¢
apresentada a pressdao de perfusdo basal e o aumento maximo da pressdo de perfusdo durante os 30 min apds a
mudancga no liquido de perfusdo demonstrada em (1) e em (2), enquanto que em C é apresentado o delta da
elevagdo na pressdo de perfusio observada em (1) e em (2). Em D ¢ apresenta a variagdo obtida para a
administragdo inicial de fenilefrina (30 nmol), realizada para testar a viabilidade das preparagdes. Em E ¢
apresentada a curva dose resposta obtida para o calcio nas preparacdes perfundidas sem calcio no liquido de
perfusdo e estimuladas com fenilefrina (10 pM). B — Basal. 30 — 30 min ap6s a mudanga do liquido de perfusdo.
fenil — fenilefrina. Os dados sdo expressos como média + erro padrao da média.
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Figura 56 — Elevacdes da pressio de perfusio do leito vascular da musculatura
esquelética de ratas devido a deplecdo de calcio extracelular e da estimulacio com
liquido despolarizante sem calcio seguida pela realiza¢io da curva dose resposta para o

calcio. Em (D) ¢é realizada a retirada do calcio do meio extracelular (liquido de perfusio) durante 30 min, em (2) o liquido de
perfusdo ¢ substituido por uma Solugdo despolarizante (KCl 60 mM) sem calcio para depois ser realizada uma curva dose resposta
para calcio, em (3) o liquido de perfusdo normal (com calcio) ¢ retornado por 30 min e logo em seguida, em (4), ¢ substituido por
Solugdo despolarizante (KCl 60 mM) durante 30 min (A). Em B ¢ apresentada a pressdo de perfusdo basal e o aumento maximo da
pressio de perfusdo durante os 30 min ap6s as mudancas nos liquidos de perfusio demonstradas em (1),(2),(3) e (4), enquanto que
em C ¢ apresentado os deltas dessas variagdes observadas em (1),2),(3) e (4). Em D ¢é apresentada a variagio obtida com a
administracdo inicial de fenilefrina (30 nmol), realizada para testar a viabilidade das preparagdes. Em E ¢ apresentada a curva dose
resposta obtida para o célcio nas preparagdes perfundidas com Solugdo despolarizante (60 mM) sem calcio. B — Basal. 30 — 30 min
apos a mudanga do liquido de perfusdo. fenil — fenilefrina. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média.



192



193

APENDICE B — Registro de experimentos e seus respectivos protocolos experimentais
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ESTABILIZACAO
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20 min

3 10 * 30 nmol/Kg
Entre as doses: 5 min ou basal

0,11 %10 e 100 nmol/Kg

Entre as doses: 5 min ou basal .

0,11 10 100 nmol/Kg
Entre as doses: 5 min ou basal

Protocolo experimental 8 — Protocolo I utilizado para a avaliacdo da reatividade
vascular de ratas diabéticas utilizando o método de medida direta da pressao arterial em
animais anestesiados. Apos o fim dos procedimentos cirfirgicos aguardava-se um periodo de 20 min para
dar inicio ao protocolo. O protocolo consistia na realizagdo de uma curva dose resposta (CDR) para fenilefrina
(3, 10 e 30 nmol/Kg), seguida pela CDR para acetilcolina (0,1, 1, 10 ¢ 100 nmol/Kg) ¢ uma CDR para
nitroprussiato de sodio (0,1, 1, 10 e 100 nmol/Kg). Fonte: O autor.
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CDR ADRENALINA

CDR ISOPRENALINA
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3 ¢ 10 * 30 nmol/Kg
Entre as doses: 5 min ou basal

0,001 * 0,01 * 0,1 ¢ 1 ¢ 10 nmol/Kg
Entre as doses: 5 min ou basal

Protocolo experimental 9 — Protocolo II utilizado para a avaliacio da reatividade
vascular de ratas diabéticas utilizando o método de medida direta da pressao arterial em

animais anestesiados. Apos o fim dos procedimentos cirtirgicos aguardava-se um periodo de 20 min para
dar inicio ao protocolo. O protocolo consistia na realizagdo de uma curva dose resposta (CDR) para adrenalina
(3, 10 e 30 nmol/Kg), seguida pela CDR para isoprenalina (0,001, 0,01, 0,1, 1 ¢ 10 nmol/Kg). Fonte: O autor.
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Protocolo experimental 10 — Protocolo utilizado para a avaliacio da reatividade vascular
a fenilefrina, acetilcolina e isoprenalina em preparacoes de perna isolada de ratas
diabéticas. Apds as preparagdes serem estabilizadas e testadas as suas viabilidades com uma dose de
fenilefrina (30 nmol), uma curva dose resposta para fenilefrina era realizada (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e 300
nmol). Logo em seguida a Solugdo fisiologica nutritiva (liquido de perfusdo) era substituida por Solugdo
fisiologica nutritiva contendo fenilefrina a 3 pM. Ap6s 30 min do inicio dessa perfusdo com fenilefrina uma
curva dose resposta para acetilcolina (0,01, 0,1, 1, 10 e 100 nmol) e outra para isoprenalina (0,01, 0,1 e 1 nmol)
eram realizadas. Fonte: O autor.
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Protocolo experimental 11 — Protocolo utilizado para a avaliacdo da reatividade vascular
a adrenalina e nitroprussiato de s6dio em preparacoes de perna isolada de ratas

diabéticas. Apos as preparagdes serem estabilizadas e testadas as suas viabilidades com uma dose de
fenilefrina (30 nmol), uma curva dose resposta para adrenalina era realizada (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 ¢ 300
nmol). Logo em seguida a Solugdo fisiologica nutritiva (liquido de perfusdo) era substituida por Solugio
fisiologica nutritiva contendo fenilefrina a 3 pM. Apds 30 min do inicio dessa perfusdo com fenilefrina uma
curva dose resposta para o nitroprussiato de soédio (0,1, 1, 10 e 100 nmol) era realizada. Fonte: O autor.
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Protocolo experimental 12 — Protocolo utilizado para a avaliacio da mobilizacdo e
captacio de calcio em preparacoes de perna isolada de ratas diabéticas estimuladas com
fenilefrina. Apos as preparagdes serem estabilizadas e testadas as suas viabilidades com uma dose de
fenilefrina (30 nmol), o liquido de perfusdo (Solucdo fisiologica nutritiva) era substituido por outro de igual
composicao sem calcio durante 30 min. Logo apds esse periodo, novamente o liquido de perfusdo era trocado,
agora por uma Solug¢@o fisioldgica nutritiva sem calcio contendo fenilefrina a 3 uM. Ap6s 30 min do inicio dessa
segunda perfusdo, uma curva dose resposta para o calcio (10, 30, 100 e¢ 300 nmol e 1, 3, 10, 30 pumol) era
realizada. Fonte: O autor.
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Protocolo experimental 13 — Protocolo utilizado para a avaliacdo da participacao das
espécies reativas de oxigénio na constricio evocada pela fenilefrina e adrenalina em

preparacdes de perna isolada de ratas diabéticas. Apos as preparagdes serem estabilizadas e
testadas as suas viabilidades com uma dose de fenilefrina (30 nmol), o liquido de perfusdo (Solugdo fisiologica
nutritiva) era trocado por uma Solug¢do fisiologica nutritiva contendo apocinina (1 mM). Apds 30 min do inicio
da perfusdo com apocinina, uma curva dose resposta para fenilefrina (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e 300 nmol) e
outra para adrenalina (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e 300 nmol) eram realizadas. Fonte: O autor.
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APENDICE C - Avaliacio de possivel interferéncia do DMSO no efeito obtido com a

perfusio com apocinina nas preparacoes de pernas isoladas

Para verificar se a quantidade de total de DMSO presente no liquido de perfusdo (1 mL
de DMSO para cada 1 L de solu¢do de perfusdo), quantidade esta utilizada para diluir a
apocinina a 1 mM, teria ocasionado algum dano ao leito vascular da musculatura esquelética
durante a conducdo dos experimentos realizados com esta droga, em metade dos
experimentos, ao finalizarmos o protocolo experimental descrito no topico 3.4.3, a perfusao
com a Solugdo fisioldgica nutritiva era retornada. E, apds 30 min desse retorno, algumas
doses de fenilefrina (1, 3, 10 e 30 nmol) e adrenalina (0,1, 0,3, 1, 3 ¢ 10 nmol) eram
administras novamente nas preparagoes de perna perfundida.

E o resultado obtido, além de demonstrar a preservagdo da integridade do leito vascular,
nos chamou a aten¢do devido a obten¢dao de uma resposta do leito com maior responsividade
aos agentes vasoconstritores fenilefrina (Figura 57A) e adrenalina (Figura 57B). Para
composi¢ao desses resultados e para respeitar os 3 R, optamos por ndo fazer um novo set de
experimentos com a apocinina 1 mM e utilizar os dados ja disponiveis. Assim, embora
demonstrado apenas os dados referentes ao grupo controle, no grupo diabético também

ocorria de modo semelhante ao demonstrado abaixo.

o

4004 400+

[ Controle (n=6)
3 Apocinina 1 mM (n=6)
E3 Reversdo (n=5)

[ Controle (n=6)
3 Apocinina 1 mM (n=6)

3001 E3 Reversio (n=6)

300+

200 200

100+ 100+

T o e

o
1

A Pressao de Perfusdo (mmHg) :
b

A Pressao de Perfusao (mmHg)

0,1 0,3 1 3 10
Fenilefrina (nmol) Adrenalina (nmol)

Figura 57 — Aumento da resposta contratil do leito vascular da musculatura esquelética

apos a exposicao das preparacoes a apocinina 1 mM. O aumento da resposta vasoconstritora da
fenilefrina no leito vascular ¢ demonstrado em A, enquanto que o da adrenalina ¢ demonstrado em B. Os dados
sdo expressos como média + erro padrdo da média. * representa diferenga estatistica (p < 0,05) em relagdo ao
grupo controle. * representa diferenga estatistica (p < 0,05) em relagdo ao grupo apocinina 1 mM. ANOVA de
duas vias com medidas repetidas, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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Contudo, para melhor investigar se 0 DMSO (veiculo utilizado para a reconstituicdo da
droga) causava dano as preparagdes e se o efeito apresentado pela apocinina sobre a resposta
vasoconstritora da fenilefrina e da adrenalina era dose dependente, decidimos utilizar o
mesmo volume de DMSO (1 mL para cada 1 L de solucao de perfusdo) para diluir a apocinina
na concentragdo de 0,3 mM que seria utilizada em outro set de experimentos, os quais foram
realizados para demonstrar que doses menores de apocinina poderiam provocar uma menor
inibicdo nas respostas contrateis da fenilefrina e da adrenalina no leito vascular da
musculatura esquelética.

Com as preparagdes prontas para o inicio do experimento, o protocolo consistiu na
realizacdo da troca da solugdo fisiologica nutritiva (liquido de perfusdo) por uma solug¢ao
fisioldgica nutritiva contendo apocinina (0,3 mM). Apds 30 min do inicio da perfusdo com
apocinina (0,3 mM), uma curva dose resposta para fenilefrina (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 ¢ 300
nmol) e outra para adrenalina (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e 300 nmol) foram realizadas,

conforme demonstrado no Protocolo experimental 14.

S 500+ Perfusao contendo apocinina 0,3 mM
jE: o [ 1
£ 4004 10 min
,8 1
é 300+
8_ i
S 200
o i
o
® 100-
2]
o
o 0
ESTABILIZAGAO | ACORDAR PERFUSAO COM APOCININA 0,3 mM
20 Sl A i CDR FENILEFRINA CDR ADRENALINA
0,1¢0,3%13e10e30e 100 300nmol 0,1¢0,3%13e10e30e 100 300nmol
Entre as doses: 5 min ou basal Entre as doses: 5 min ou basal

Protocolo experimental 14 — Protocolo utilizado para a avaliacdo da participacio das
espécies reativas de oxigénio na constricio evocada pela fenilefrina e adrenalina no leito
vascular da musculatura esquelética. Apos as preparagdes serem estabilizadas e testadas as suas
viabilidades com uma dose de fenilefrina (30 nmol), o liquido de perfusdo era trocado por uma Solugdo
fisioldgica nutritiva contendo apocinina (0,3 mM). Apo6s 30 min do inicio da perfusdo com apocinina, uma curva
dose resposta para fenilefrina (0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 e 300 nmol) e outra para adrenalina (0,1, 0,3, 1, 3, 10,
30, 100 e 300 nmol) eram realizadas. Fonte: O autor.
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Com esse novo set de experimentos demonstramos que o efeito de diminui¢do da
resposta constritora ¢ dependente da dose e que o veiculo utilizado demonstrou-se indcuo para
a reatividade vascular das drogas utilizadas (Figura 58).

Uma vez que aqueles experimentos com os animais diabéticos ocorreram conjuntamente
com estes experimentos no quais utilizamos apocinina a 0,3 mM, decidimos reapresentar aqui
também os dados obtidos nos animais controles no momento que tiveram seus leitos
vasculares da musculatura esquelética perfundidos com apocinina (I mM; ver topico 3.4.3,
Protocolo IV) para também compor o resultado desta secdo e assim demonstrar que o efeito
desempenhado pela apocinina nas preparagdes era dependente da dose e independente da
quantidade de veiculo utilizada. Dessa forma conseguimos reduzir o numero de animais que

seriam necessarios para repetir os mesmos experimentos que ja estavam sendo realizados.

) Apocinina Apocinina
T 4004 | S 100 |
£ L] Controle (n=6) 8 (] Controle (n=6)
E [ 0,3 mM (n=6) o god O3 0.3mM(n=6) I
S 3001 mm 1 mM (n=6) 2 o B 1 mM (n=6) -
] 5L o
(= © ‘E
E_, 200- 2 £
® ik 85 401 « ||l
-] «©
4 e 3
'§ 100 * ~E§ 204 ﬂ i
@ ]
E 0_ g 0 T T T T ﬁ]? D: T T
< 01 03 1 3 10 30 100 300 = 01 03 1 3 10 30 100 300
C Fenilefrina (nmol) D Fenilefrina (nmol)
S 400 Apocinina = 300 Apocinina .
I - 1 (=) -
£ (] Controle (n=6) S L] Controle (n=6)
£ CJ 0,3 mM (n=6) s [J 0,3 mM (n=6) 1
o 3001 mm 1 mM (n=6) 2 o B 1 mM (n=6)
] 3.8 200
[72] O 'S
"g * * o O
S 200 . § 3 *
3 S o 1001 *
l§ 1004 =z % HH
n ° D
E g c T T T ﬁ]? ﬂli II T T
< 01 03 1 3 10 30 100 300 = 01 03 1 3 10 30 100 30
Adrenalina (nmol) Adrenalina (nmol)

Figura 58 — Diminuicio da resposta aos agentes vasoconstritores no leito vascular da

musculatura esquelética de ratas ocasionada pela acdo da perfusio com apocinina. A
diminui¢do da resposta vasoconstritora da fenilefrina no leito vascular ¢ demonstrada em A e B, enquanto que da
adrenalina ¢ demonstrada em C e D. Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da média. * representa
diferenga estatistica (p < 0,05) em relagdo ao grupo controle. ANOVA de duas vias com medidas repetidas,
seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni.
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