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Resumo

Pouco se sabe sobre a indugdo de remodelamento estrutural em artérias
mesentéricas de resisténcia por diabetes tipo Il. O presente estudo comparou
diferengcas estruturais em pequenas artérias mesentéricas de camundongos
diabéticos (db/db) e heterozigotos controles (Db/db). Os vasos foram isolados de
camundongos com 16 semanas de idade e as propriedades estruturais foram
acessadas pelo miégrafo de pressao. A pressao arterial média (PAM) foi registrada
in vivo por telemetria. Os animais foram tratados por 4 semanas com antioxidantes
tempol ou apocinina ou com o bloqueador do receptor AT-1 candesartan. Analises
de western blot foi utilizada para acessar a expressao das proteinas regulatérias da
matriz. A PAM foi similar entre todos os grupos estudados. Os niveis de glicose
sanguinea em jejum estavam aumentados nos camundongos db/db (505+28) vs.
controle (115+10 mg/dl, p<0.001). O didmetro interno e a area da média estavam
significativamente aumentados em db/db comparado com controle, sugerindo
remodelamento hipertréfico externo. A complacéncia estava significativamente maior
nas artérias diabéticas. A curva stress-strain estava desviada para a direita nas
artérias mesentéricas de camundongos diabéticos comparados com controles.
Nenhum dos tratamentos foram capazes de alterar o remodelamento apresentado
pelos camundongos db/db bem como de mudar a complacéncia e a relagéao stress-
strain. A expressao das proteinas regulatérias da matriz extracelular MMP-9, MMP-
12, TIMP-1, TIMP-2, TGF-B e PAI-1 estavam aumentadas em artérias diabéticas,
enquanto que a expressdo de MMP-2 ndao se mostrou diferente entre os grupos.
Esses dados sugerem que as artérias mesentéricas de resisténcia de camundongos
com diabetes tipo Il sofrem remodelamento hipertréfico externo, alta complacéncia
vascular e reduzida rigidez que estava associada com turnover de matriz extracelular
secundaria a um desequilibrio entre fatores pro e anti-fibréticos. Nem o estresse
oxidativo ou as vias da angiotensina |l em diabetes tipo Il estavam envolvidas no
remodelamento ou nas mudancgas estruturais apresentadas pelos camundongos

diabéticos db/db com 16 semanas de idade tratados por 4 semanas.



Abstract

Little is known about Type 2 diabetes-induced structural remodeling of
mesenteric resistance arteries. This study compared structural differences in small
mesenteric resistance arteries in diabetic (db/db) and control (Db/db) mice. Vessels
were isolated from 16wks old mice and structural properties were assessed by
pressure myography. Mean arterial pressure (MAP) was measured in vivo by
telemetry. The animals were treated for 4 wks with antioxidants Tempol or apocynin
or with AT-1 receptor blocker candesartan. Western blot analysis was used to assess
the expression of matrix regulatory proteins. MAP was similar between all the groups
studied. Fasting blood glucose levels were higher in db/db mice (505+28 mg/dl) vs.
control (115£10, p<0.001). The lumen diameter and media cross-sectional area were
significantly increased in db/db compared to control suggesting hypertrophic outward
remodeling. Cross-sectional compliance was significantly larger in the diabetic
arteries. The stress-strain curve was shifted to the right in mesenteric arteries from
diabetic mice compared with controls. Neither one of the treatments were able to
change the remodeling presented by the db/db mice, as well as compliance and
stress-strain relationship. The expression of the matrix regulatory proteins MMP-9,
MMP-12, TIMP-1, TIMP-2, TGF-B and PAI-1 were increased in db/db arteries, while
MMP-2 expression was not different between the groups. These data suggest that
diabetic mesenteric resistance arteries undergo hypertrophic outward remodeling,
increased vessel compliance and reduced stiffness that was associated with
extracellular matrix turnover secondary to an imbalance between pro and anti-fibrotic
factors. Neither the oxidative stress nor the pathways of angiotensin Il in type Il
diabetes were involved at the remodeling or structural changes presented by diabetic

db/db mice with 16wks of age treated for 4 wks.



l. Introdugao

1.1. Diabetes Mellitus

A diabetes mellitus € uma doenca crbnica de desordem metabdlica que é
caracterizada por aumento da glicemia e relativa ou absoluta falta de insulina. A
diabetes pode levar a serias complicagbes como cegueira, dano renal, doenca
cardiaca, AVC, doenca vascular periférica e neuropatia. Esta doenca afeta 8% da
populacdo americana e atualmente representa a quinta causa de morte nos Estados
Unidos. Esta associada com inUumeras complicacbes de alto risco e muitas vezes
nao é considerada a causa de morte devido a varias patologias consequentes da
doenca que se tornam a causa imediata de 6Obito (Diagnoses and classification of
diabetes mellitus, 2006; Economic costs of diabetes in the U.S. In 2007, 2008).
Recentes pesquisas estimam que 38,5% das mulheres e 32,8% dos homens
nascidos em 2000 serdo diagnosticados com diabetes (Narayan et al., 2003).
Globalmente, o numero total de pessoas com diabetes esta projetado para aumentar
em 47% de 2000 a 2030 e o Brasil passara de 4,6 milhdes de pessoas com diabetes
em 2000 para 11,3 milhdes de pessoas com a doenga em 2030 (Wild et al., 2004).

A diabetes é classificada em diabetes gestacional, tipo 1 ou tipo 2 sendo que
a do tipo 2 soma de 90-95% de todos os casos. Diabetes do tipo 1 € definida como
uma desordem heterogénica caracterizada por grande perda de células beta do
pancreas resultando em dramatica insuficiéncia de insulina, podendo ser letal se o
organismo nao receber efetivo tratamento com insulina exégena (Miura e Uchigata,
2008). A diabetes mellitus do tipo 2 (DMT2) é caracterizada por excregao anormal de
insulina associada com diferentes graus de resisténcia a insulina. Mesmo com o
desenvolvimento crescente de terapias estratégicas os problemas relacionados com
diabetes continuam dramaticos. A mortalidade é até 5 vezes maior em pessoas
diabéticas do que em n&o diabéticas e a hiperglicemia crénica é frequentemente
associada com danos em varios Orgaos, especialmente o coragdo, vasos
sanguineos, olhos, rins e nervos (Zimmet et al., 2001; Diagnosis and classification of
diabetes mellitus, 2006). Essa forma de diabetes pode n&o ser diagnosticada por
anos devido ao fato de que a hiperglicemia se desenvolve gradualmente ndo sendo

detectavel nos primeiros estagios, o que leva a um alto risco desses pacientes néo



diagnosticados de desenvolverem complicagbes macro vasculares e
microvasculares (Diagnosis and classification of diabetes mellitus, 2006). A

hiperglicemia € um fator comum entre diabetes do tipo 1 e 2.
1.1.1. Patogénese da DMT2

A patogénese da DMT2 & um processo multifatorial complexo e ndo é
totalmente compreendida. E bem aceito que fatores genéticos e ambientais possuem
um grande papel no desenvolvimento da DMT2. Os fatores genéticos ainda estao
sendo identificados, mas o mais importante fator ambiental é a obesidade que esta
fortemente associada com o sedentarismo (Zimmet, 1999; Beck-Nielsen et al.,
2003). A ligacado entre obesidade e DMT2 é bem estabelecida. Na verdade,
obesidade ou somente o sobrepeso e distribuigdo de gordura abdominal somam de
80 a 90% dos pacientes com DMT2 o que promove um grande suporte para o termo
“‘diabesidade” usado para caracterizar obesidade relacionada com DMT2 (Astrup e
Finer, 2000). E importante mencionar que enquanto a maioria dos pacientes com
DMT2 sédo obesos muitos dos pacientes obesos nao desenvolvem DMT2, provando

a presencga de predisposi¢cao genética naqueles que progridem com DMT2.

No estagio inicial da DMT2 a resisténcia a insulina é relativamente normal e a
glicemia € mantida devido a uma secrecdo compensatoria das células beta
pancreaticas. Essa situagdo ndo € sustentada porque a resisténcia a insulina
aumenta, o que eventualmente leva as células beta a exaustdo e comprometimento
da liberagcdao de insulina. A reducdo da secrecdo de insulina descondensa a
regulacdo dos niveis de glicose sanguinea e produz hiperglicemia na auséncia de
hiperinsulinemia. Leahy 2005 enfatiza que ambos, resisténcia a insulina e disfungao
de células beta agem juntos e, que a disfungcdo da células beta esta presente
mesmo nos minimos aumentos de glicemia (Leahy, 2005). Ainda néao foi elucidado
qual desses eventos acontece primeiro uma vez que resultados mostram que cada
disfungado tem a habilidade de causar a outra. Por exemplo, a hiperglicemia cronica,
0 que leva a comprometimento da liberagado de insulina pelas células beta, causa
uma reducgao na sensibilidade a glicose pelas células betas através de um processo
chamado glicotoxicidade (Yki-Jarvinen, 1992; Poitout e Robertson, 2002). Outro

exemplo se da com a hiperinsulinemia sustentada, indicativo de resisténcia a



insulina, que pode levar a redugao da liberagdo e acao da insulina (Del Prato et al.,
1994).

1.1.2. Obesidade e DMT2

A obesidade é um fator de risco significante para o desenvolvimento de
DMT2. Entretanto, uma das caracteristicas de obesidade é a resisténcia a insulina,
que também esta relacionada a DMT2 (Cangemi et al., 1993). A obesidade vem
sendo ha muito tempo reconhecida como causa de resisténcia a insulina em tecidos
alvos e os acidos graxos livres sao fortemente vistos como o principal fator etiolégico
(Ferrannini et al., 1983). Similarmente aos efeitos deletérios da hiperglicemia
crOnica, os acidos graxos, que sao combustiveis essenciais para as células betas
em estado normal, tornam-se téxicos quando cronicamente presentes em niveis
excessivos. A exposicao prolongada de células beta pancreaticas a acidos graxos
aumenta a liberagao basal de insulina mas inibe a secrec¢ao de insulina induzida pela
glicose (Mcgarry e Dobbins, 1999), este fenbmeno é chamado de lipotoxicidade
(Poitout e Robertson, 2002). O aumento de acidos graxos plasmaticos também
promove hiperglicemia através da estimulacdo de glicogénese hepatica ao mesmo
tempo em que reduz o consumo e armazenamento de glicose tecidual (Singleton et
al., 2003). Finalmente, a obesidade aumenta significativamente o risco de
desenvolver DMT2 devido aos efeitos combinados da glicotoxicidade e lipotoxicidade

na producao, liberacéo e atividade da insulina.
1.2. Complicagodes cardiovasculares da DMT2

A doenca cardiovascular (DCV) é a maior causa de morbidade e mortalidade
em pacientes com DMT2. As complicagdes mais comuns em diabetes mellitus s&o
hipertensao, aterosclerose e doenca vascular periférica. A combinagédo dos fatores
de risco cardiovasculares com alteragao de pressao arterial e colesterol e o uso do
tabaco sdo preditorios de mortalidade cardiovascular em pacientes com DMT2
(Fuller et al., 2001). Desde que a obesidade € o maior e potencialmente modificavel
fator de risco para doenga cardiovascular em DMT2, estudos tem dado énfase a
interacéo entre obesidade, risco de DCV e desenvolvimento de complicagdes macro
vasculares (Daousi et al., 2006; Ridderstrale et al., 2006).



Das caracteristicas proeminentes gerais da DMT2, a resisténcia a insulina e
hiperglicemia sdo as provaveis causas das complicagbes cardiovasculares em
diabetes (Dhalla et al., 1998; Spector, 1998; Laakso, 1999; He et al., 2003). Alguns
mecanismos da sensibilidade a insulina quando alterados podem incrementar as

chances de DCV, os principais sao:

1) Oxido nitrico (NO) (mediador da vasomotricidade) - umas das mais
conhecidas ag¢bes vasculares da insulina é de aumentar a produ¢ao de NO derivado
do endotélio. Fora o papel de modulagado da vasodilatagdo o NO também inibe a
adesdo de mondcitos, a proliferacdo de células musculares lisas vasculares e a
adesao e ativacdo de plaquetas na via da coagulacdo. Devido ao fato de todos
esses fatores serem importantes para o desenvolvimento de aterosclerose, a
diminuicdo da producao de NO em resisténcia a insulina e diabetes provavelmente
possui um papel central no desenvolvimento de complicacbes vasculares em

diabetes (Biegelsen e Loscalzo, 1999).

2) Fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) - o VEGF regula a
permeabilidade vascular e angiogénese e também inibe a proliferagcdo de células
musculares lisas vasculares e trombose (Zachary, 2001). A regulagcdo do VEGF e
seus receptores entre os tecidos microvascular e cardiaco é feita pela insulina. Na
presenca de diabetes, e consequentemente de resisténcia a insulina, a expressao
cardiaca de VEGF esta reduzida (Chou et al., 2002) o que deve comprometer suas
funcdes e favorecer o desenvolvimento de complicagdes vasculares em diabetes.
Acredita-se que varios dos mecanismos que tem papel importante nas complicagdes
cardiovasculares em diabetes sdo sensiveis a insulina por isso 0 melhoramento da
sensibilidade a insulina nos mecanismos cardiovasculares ¢ um alvo plausivel na

prevencao das complicagdes em diabetes.

Em adigdo a resisténcia a insulina, a hiperglicemia pode causar disfungéo
vascular ou pela geragdo de metabolitos toxicos e reativos ou pela alteragdo das
vias de sinalizagao intracelular. Os principais causadores de disfungao vascular em

consequéncia da hiperglicemia séo:



1) Produtos finais de glicagdo avangada (AGEs - Advanced glycation end-products)
- em condi¢cbes de hiperglicemia, a modificagdo covalente irreversivel e o cross-
linking de proteinas feito por glicose, promove a geracdo de AGEs. Esta formagéo
nao é especifica de diabetes, também ocorre com o envelhecimento e desordem
neurodegenerativas (He e King, 2004). Sabe-se que AGEs agem através de varias
proteinas na superficie celular, mas o desenvolvimento de complicacdes
cardiovasculares através de AGEs esta fortemente associado a suas agdes em seus
receptores (RAGEs), também localizados na superficie celular. RAGEs ativam as
vias de sinalizacao intracelular estimulados por AGEs (Neeper et al., 1992). A
ativacdo de RAGE ativa processos pro-inflamatérios em tecidos vasculares
(Hofmann et al., 1999), a cascata da proteina quinase e uma independente via de
ativacdo de TGF-B1 (Li et al., 2004). Também tem sido sugerido que a interagcéo
AGE-RAGE ativa NADP oxidase, gerando espécies reativas do oxigénio (Wautier et
al., 2001). A glicagao das proteinas da matriz extracelular (ECM), como colagenos 1
e 4 e laminina (Tanaka et al., 1988; Tsilibary et al., 1988), pode mudar a sua fungéo
e subsequentemente alterar as interagbes ECM-célula e a integridade da ECM
(Haitoglou et al., 1992). Essas mudancas afetam a plasticidade e o ténus vascular
dos vasos sanguineos podendo levar a um desequilibrio da fisiologia celular
vascular (Brownlee, 2001). Um exemplo € que a glicagdo do colageno tipo 4 e da
laminina leva a reducdo da adesdo a células endoteliais o que pode mudar o
fendtipo da migragéo e proliferacdo dessas células (Haitoglou et al., 1992). Jerums e
colaboradores (2003) acreditam que as vias quimicas que levam a formacao de
AGEs interagem junto ao sistema renina-angiotensina estimulando a geracdo de
radicais livres e consequientemente estresse oxidativo, induzidos por ambos, glicose

(hiperglicemia) e angiotensina Il (Jerums et al., 2003).

2) Ativacdo de proteina quinase C (PKC) - as PKCs sao moléculas de
sinalizagao intracelular que podem regular diversas fun¢des cardiovasculares, como
permeabilidade vascular, liberacdo de vasodilatadores, ativacdo endotelial,
contratilidade dos cardiomiocitos e sinalizacdo de fatores de crescimento. A
elevacao da glicemia a via glicolitica no diabetes e eleva o gliceraldeido-3-fosfato
intracelular, o que leva a upregulation do diacilglicerol (DAC) e ativagdo da PKC
(King et al, 1996). Em animais diabéticos, induzidos geneticamente ou

quimicamente, os niveis de DAG e PKC estdao aumentados em varios tecidos



vasculares e nao vasculares (Ishii et al.,, 1998). A ativagdo da PKC nos vasos
sanguineos da retina, rins e nervos pode produzir danos vasculares como aumento
da permeabilidade endotelial (Nagpala et al., 1996), desregulacdo de NO através da
inibicdo da expressédo de eNOS (Kuboki et al., 2000) ou da redugéo da sua formagao
endotelial in vivo (Bohlen e Nase, 2001) e alteragdes de fluxo sanguineos (Shiba et
al., 1993);

3) Estresse oxidativo — a hiperglicemia no diabetes pode induzir aumento da
formacdo das espécies reativas do oxigénio e estresse oxidativo. Sob condigdes
fisiolégicas normais, o oxigénio é essencial para as reac¢des de fosforilagdo da
mitocdndria e para a produgdo de ATP. As espécies toxicas potenciais, ou seja,
espécies reativas do oxigénio (ROS) e espécies reativas do nitrogénio (RNS), séo
formadas intracelularmente durante o transporte de elétron mitocondrial e da
fosforilagdo oxidativa e sdo controlados pela defesa antioxidante mitocondrial. Como
este processo mitocondrial produz agua e ATP, cerca de 1-5% dos elétrons
escapam da corrente do transporte de elétrons e sdao doados para o oxigénio
molecular que formam os radicais livres superoxidos (Chance et al., 1979). O anion
superoéxido (O2) € entdo convertido em peroxido de hidrogénio (H202) pela enzima
antioxidante superoxido dismutase (SOD) que pode ser localizada no citosol, na
mitocdndria ou extracelular (Mccord e Fridovich, 1969). O peroxido de hidrogénio
também é uma espécie reativa do oxigénio que pode formar radical hidroxil (OH"),
que por sua vez é a ROS mais ativa biologicamente. O H,O, forma OH™ através da
interacao com Oy pela reagcdo Harber-Weiss ou através da sua interagdo com cobre
ou ferro (Halliwell e Gutteridge, 1985; Aruoma e Halliwell, 1987). Os antioxidantes
possuem a funcdo de neutralizar o H,O, e de quebrar a cascata das ROS, entre eles
incluem catalase (CAT) encontrada em peroxissomos, glutationa (GSH), peroxidase
glutationa (GPX) localizada em ambos, mitocondria e citosol, superéxido dismutase
e vitamina C (Dekkers et al., 1996). E importante notar que também existem as RNS
que sao produzidas por vias similares as das ROS e dentre as principais incluem
radicais 6xido nitrico (NO") e didxido de nitrogénio (NO,) bem como os nao radicais
peréxinitrito (ONOQO") e éxido nitroso (HNO,) (Forbes et al., 2008).

Estresse oxidativo significa um aumento na produgédo de ROS,
predominantemente anion superéxido e peroxinitrito, que sdo capazes de provocar

dano tecidual quando produzidos em excesso ultrapassando a capacidade normal



dos antioxidantes (Li e Shah, 2004; Zou et al., 2004). O estresse oxidativo esta
aumentado em ambos, hiperglicemia e resisténcia a insulina/hiperinsulinemia. A
hiperglicemia causa varias mudangas bioquimicas, como aumento da atividade da
via poliol, formacao de AGEs a ativacéo da via PKC. Todas essas mudangas podem
resultar em producdo de ROS e estresse oxidativo (He e King, 2004). O estresse
oxidativo também pode ativar multiplas vias como AGE-RAGE, PKC e vias da aldose
redutase (poliol), induzindo danos em células vasculares diabéticas. Um exemplo é o
de um estudo com células endoteliais expostas a um ambiente hiperglicémico, onde
foi observado um aumento da producéo intracelular de ROS e a ativagdo de NF-kB.
Foram também observados niveis aumentados de AGE, sorbitol e da atividade da
PKC. Neste mesmo estudo também foi observada a modulagdo da produgédo de
ROS mitocondrial e cada uma das abordagens utilizadas bloqueou o aumento da
producdo de ROS induzido pela hiperglicemia, bem como a ativagcdo das vias
subcelulares descritas (Nishikawa et al., 2000). Srinivasan e colaboradores (2004)
observaram em camundongos geneticamente diabéticos (db/db) que a expresséao e
atividade da eNOS é regulada através da producdo mitocondrial, mediada pela
glicose, de estresse oxidativo, mais uma vez mostrando a importancia do estresse
oxidativo na disfunc&o endotelial (redugédo da produgéo de NO) e consequentemente

nas complicagdes vasculares (Srinivasan et al., 2004).

A producgao de ROS vascular tem sido associada a varios sistemas incluindo
a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, lipoxigenases, cicloxigenase,
xantina e glicose oxidase, NADPH oxidases, sintases do 6xido nitrico, o citocromo
P450, peroxidases e varias hemoproteinas (Wolin et al., 2005). Entretanto, NADPH
oxidases catalisam um elétron do oxigénio usando NADH ou NADPH como doador
de elétrons resultando na formagao do radical anion superéxido. Este processo tem
sido bem reconhecido como o meio mais frequente de geragdo de ROS em células
vasculares (Gorlach et al., 2000; Griendling et al., 2000; Lassegue e Clempus, 2003).
Em um estudo em camundongos db/db, o tratamento com o antioxidante apocinina
(um inibidor da NAD(P)H oxidase), levou ao aumento da vasodilatagao mediada pelo
NO em artérias coronarias, através da reducdo vascular de anion superoxido
derivado da NAD(P)H oxidase, e ao aumento da atividade da catalase (Bagi et al.,
2004).



Embora as consequéncias vasculares do estresse oxidativo em DMT2 tenham
sido elucidadas pouco se sabe sobre a magnitude da influéncia do estresse

oxidativo no remodelamento estrutural microvascular induzido por DMT2.

1.3. Angiotensina ll e DMT2

Recentes pesquisas em diabetes tem enfatizado a sua associagdo com uma
variedade de anormalidades vasculares que clinicamente se manifestam como um
enorme risco de doenga vascular. Estratégias de prevengdo tem objetivado a
corregao dos fatores de risco. Em particular mecanismos que interrompem o sistema
renina-angiotensina-aldosterona (RAAS), como inibidores da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e bloqueadores dos receptores da angiotensina, sdo largamente
usados em pacientes diabéticos com ou sem hipertensdo. Varios ensaios clinicos
tem mostrado ndo s6 a eficacia dessas drogas em reduzir hipertensdo, mas também
na prevengdao ou atenuagcdo de eventos vasculares (Cooper, 2004). Tem sido
mostrado que angiotensina Il esta intimamente envolvida na contribuicdo de
Complicagdes vasculares em diabetes. Ela age via os seu efeitos hemodinamicos
vasoconstrictores bem como promovendo a producdo de anions superéxidos e
agindo como uma molécula pro-inflamatéria. Um potencial mecanismo mediador dos
efeitos pro-inflamatérios deve ser via geracédo de anions superoxidos pela NAD(P)H
oxidase (Griendling et al, 1994; Griendling e Harrison, 1999). O aumento da
atividade da NAD(P)H oxidase estimulado pela angiotensina Il deve ser via os seus
receptores AT-1 pois esse efeito foi bloqueado pela pré-incubacdo de células
endoteliais com o bloqueador do receptor AT-1 losartan (Rajagopalan, Kurz et al.,
1996). Na verdade é bem aceito que angiotensina Il estimula a via PKC-NAD(P)H
oxidase iniciando a produgao de anions superoxidos em cardiomiécitos e células
musculares lisas vasculares (Griendling et al., 1994; Zhang et al., 2003; Inoguchi e
Nawata, 2005). No presente estudo nossos resultados demonstraram que o
tratamento com o bloqueador do receptor AT-1 (Candesartan) reduziu
significativamente os niveis de estresse oxidativo em artérias mesentéricas de
camundongos diabéticos db/db (Figura 8).

Hiperglicemia crbnica acelera a reacéo entra glicose e proteinas o que leva a
formacao de produtos finais da glicagdo avangada (AGEs), que formam cross-linking

irreversiveis com varias macromoléculas como o colageno (He e King, 2004). Em



diabetes as AGEs se acumulam nos tecidos e agem nao so6 enrijecendo colageno
estrutural mas também agem como agonistas dos receptores de AGE (RAGE) em
varios tipos celulares. A acdo dos RAGEs estimulam a liberacdo de fatores de
crescimento pro-fibréticos, promovem deposicdo de colageno, aumentam a
inflamacao e finalmente levam a fibrose tecidual (Neeper et al., 1992). Tem sido
mostrado que AGEs induzem estresse oxidativo vascular através da ativagdo de
NADP oxidase (Wautier et al., 2001). Jerums e colaboradores (2003) acreditam que
as vias quimicas que levam a formacao de AGEs interagem junto ao sistema renina-
angiotensina estimulando a geracgéo de radicais livres e consequentemente estresse
oxidativo, induzidos por ambos, glicose (hiperglicemia) e angiotensina Il (Jerums et
al., 2003). O tratamento com candesartan conferiu efeitos anti-ateroscleréticos em
um modelo de diabetes com aterosclerose avancada e esses efeitos foram
associados a via AGE/RAGE e estresse oxidativo (Calkin et al., 2008).

1.4. Remodelamento vascular

A estrutura dos vasos sanguineos varia refletindo as suas diferentes fungdes.
Os vasos sdo basicamente compostos pelas tunicas intima, média e adventicia. A
parede vascular € composta, de um modo geral, pelo endotélio, fibras de elastina,
musculo liso e fibras de colageno, com excegao dos capilares que possuem apenas
endotélio. O endotélio libera diferentes fatores de crescimento e mediadores
vasoativos que regulam as propriedades fisicas e bioquimicas dos vasos e afetam a
contratilidade vascular e o crescimento celular. O musculo liso mantém o tonus e
regula a contracdo vascular, o didametro vascular, a pressao sanguinea e a
distribuicdo do fluxo sanguineo. Grandes artérias tém mais tecido elastico em suas
paredes, enquanto que vasos de alta resisténcia apresentam menos elastina e,
proporcionalmente mais musculo liso em suas paredes, refletindo o seu papel no
controle de fluxo da microcirculagdo (Withers, 1992).

As artérias elasticas, por possuirem sua tunica média rica em elastina, tém
paredes muito distensiveis com grande capacidade de expansao. As artérias
musculares possuem uma tunica média mais espessa que o lumen, contendo mais
musculo liso. Ja os vasos de resisténcia possuem lumen estreito e determinam a
resisténcia ao fluxo, aumentando ou diminuindo os fluxos regionais de acordo com

as necessidades locais (Eckert e Randall, 1983).



Em adicdo aos fatores hemodindmicos, como fluxo e pressdo, a parede
vascular € constantemente exposta a uma variedade de fatores humorais incluindo
fatores coagulatérios, peptideos vasoativos, citocinas, fatores de crescimento e
alguns hormdnios. A mudanga do balango homeostatico entre esses fatores pode
induzir alteragbes adaptativas da estrutura, arquitetura e fungdo vascular. Esses
processos sao conhecidos como remodelamento vascular.

O fluxo sanguineo é governado por leis fisicas. Essas leis dependem de um
fluxo laminar que pode ser determinado pelo numero de Reynolds, com os
parametros que controlam o fluxo sanguineo descrito pela lei de Poiseluille (shear
stress) e de forgas agindo na parede descrita pela lei de Laplace (Korshunov et al.,
2007). Em adicdo, os parametros relacionados ao fluxo (Reynold), a tenséo de
parede (Laplace) e o shear stress (Poiseluille) determinardo o transporte de fluidos
na parede do vaso (Pappenheimer et al., 1951). O remodelamento deve depender
dos resultados fisicos da acdo das forgas na parede arterial através da transducao
dos sinais bioquimicos do shear stress, transferéncia térmica, tensao de parede ou
transporte de fluidos (Malek et al., 1999).

O remodelamento é caracterizado como uma reorganizagao ou renovagao de
uma estrutura. Infelizmente a terminologia usada para descrever remodelamento &
controversa e inconsistente (Bund e Lee, 2003; Mulvany, 2003). O remodelamento
vascular envolve a reorganizagao das células existentes e da matriz extracelular ao
redor de um limem maior ou menor, ou mudancas no crescimento da musculatura
lisa vascular e deposi¢cdo de matriz sem necessariamente alterar a area da camada
média e sem necessidade de evocar resposta de crescimento (Heagerty et al.,
1993). O remodelamento vascular pode ser caracterizado de diferentes formas e
estdo representados na Figura 1. Mulvany (1996) propds uma terminologia para
classificar remodelamento vascular baseados no didametro interno e area da camada
média (Bund e Lee, 2003). Baseado na area da camada média o remodelamento
pode ser caracterizado como remodelamento hipotréfico (redugcdo da area da
camada média), eutrdfico (inalterAgcao da area da camada média) ou hipertréfico
(aumento da area da camada meédia). Esses processos estdo associados a
nomenclatura baseada no diametro interno que engloba remodelamento interno

(diametro interno menor) ou externo (didmetro interno maior) (Mulvany et al., 1996).
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Figura 1: O diagrama mostra a maneira em que o remodelamento vascular pode
modificar as secgcdes transversais dos vasos sanguineos. O ponto de partida é o
vaso no centro (sombreado). O remodelamento pode ser hipertrofico (maior area da
camada média, vasos na coluna direita), eutréfico (sem mudangas na area da
camada média, vasos na coluna do meio) ou hipotréfico (menor area da camada
meédia, vasos na coluna esquerda). Essas formas de remodelamento podem ser
interna (reducao do didametro interno, vasos na linha superior) ou externa (aumento
do didametro interno, vasos na linha inferior) (Mulvany et al., 1996).

Pesquisas recentes sobre remodelamento em artérias de resisténcia tem sido
bastante contraditérias. Por exemplo, o tratamento com streptozotocina (STZ) por 3
semanas, no intuito de induzir diabetes do tipo 1, produziu hipertrofia em artérias
mesentéricas de resisténcia (Cooper et al., 1994) e o tratamento com
aminoguanidina (um inibidor da formacao de AGESs) resultou em significante melhora
das alteragbes patolégicas (Rumble et al., 1997). Em adig&o, ratos tratados com
frutose, um modelo aceitavel de hiperglicemia crénica, mostraram um aumento na
espessura de parede das artérias mesentéricas, bem como um aumento da area da
camada média sem alteracdo do didmetro interno (Puyo et al., 2004). Diabetes tipo 2
em ratos Goto-Kakizaki causou significante remodelamento cerebrovascular via
modulagc&o da cascata de metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) (Harris
et al., 2005). Em pequenas artérias de resisténcia de pacientes com DMT2 uma

evidente disfuncédo endotelial foi detectada, seguida de remodelamento hipertréfico e



menos fibrose (Rizzoni, Porteri, Guelfi, Muiesan, Piccoli et al., 2001). Em contraste,
pacientes hipertensos com DMT2 preexistente apresentaram remodelamento
predominantemente eutrofico e fibrose (Rizzoni, Porteri, Guelfi, Muiesan, Valentini et
al., 2001). As discrepancias observadas refletem diferengas em DMT1 x DMT2,
resisténcia a insulina, hiperglicemia, obesidade e leito vascular estudado. Embora a
regulacdo da contracdo e dilatacdo das artérias de resisténcia tenha sido
extensivamente estudada em DMT2, muito pouco se sabe sobre os mecanismos que

levam a diabetes a induzir remodelamento estrutural na microvasculatura.

1.4.1. Mecanismos moleculares do remodelamento vascular

As células teciduais estao rodeadas de matriz extracelular (ECM), que séo
compostas de longos filamentos de fibras de proteinas promovendo forga elastica e
canais de comunicagao e movimento de células no tecido. A ECM é capaz de trocar
informagdes com as células e assim modular varios processos incluindo
desenvolvimento, migracéo celular, adeséo, diferenciagao e reparo. A DMT2 é uma
condicdo que esta associada a multiplas toxicidades metabdlicas e estimulos
cronicos prejudiciais que quando nao estao controlados levam a ativagao crénica de
diversos processos toxicos e o desequilibrio de ECMs, resultando em fibrose,
desarranjo estrutural, disfuncdo de orgdos ou tecidos e faléncia (Hayden et al.,
2005).

A estrutura geral da ECM é formada por dois dominios principais, um € a
membrana basal que é uma camada de matriz condensada formada adjacente as
células epiteliais, o outro esta cobrindo o forro celular (mesotélio, meningotélio e
sindvia), musculo, células de Schwann, adipécitos e matriz intersticial. O principal
componente protéico da ECM €& o colageno produzido principalmente pelos
fibroblastos. A ECM também contem proteoglicanas, fatores de crescimento latentes
e ativos e proteinas em torno da matriz extracelular (Bosman e Stamenkovic, 2003).
A membrana basal € um importante componente dos vasos sanguineos, ela forma
uma ancora para as ceélulas endoteliais e pericitos, o forro interno do cilindro vascular
sendo alinhado pelas células endoteliais e pericitos cobrindo a parte exterior do
cilindro. As células que produzem e secretam proteinas na membrana basal sdo as
mesmas células que ela envolve, células endoteliais e pericitos. Os principais

constituintes da membrana basal incluem colageno tipo 1V, laminina, proteoglicanas



e nidogénio (glicoproteina). A estrutura basica da membrana basal é formada pela
rede de colageno e pela rede de laminina, elas interagem entre si através do
nidogénio (Aumailley et al., 1989; Timpl e Brown, 1996). A membrana basal e outros
ECMs sao submetidos a constantes mudancgas dindmicas em resposta a um numero
de estimulos celulares o0 que leva ao remodelamento da membrana basal vascular.
Nos anos 80 e 90 pesquisadores costumavam dizer que “diabetes é uma doenca da
membrana basal”. Esta terminologia ndo é mais usada frequentemente, entretanto o
conceito é largamente aceito (engrossamento da membrana basal € um marcador
ultra-estrutural de pacientes diabéticos) (Hayden et al., 2005).

A ECM nao so participa da integridade da parede vascular mas tambéem é
um importante determinante da complacéncia vascular. Os mecanismos moleculares
que levam ao acumulo ou degradagao de ECM em vasos de resisténcia de DMT2
ainda n&o foram extensivamente estudados.

Como ja foi revisado acima a DMT2 é caracterizada por perturbagbes na
vasculatura arterial, especialmente a membrana basal do endotélio e capilar, que
esta integralmente envolvida em profundas complicagbes cardiovasculares e
microvasculares. O endotélio e sua membrana basal sdo a primeira linha de defesa
contra estimulos prejudiciais no lUmem vascular e leito capilar e sdo responsaveis
pela regulagdo do ténus vascular, circulagéo, fluidificacdo, coagulacéo, respostas
inflamatorias, estresse oxidativo e remodelamento em resposta a estimulos danosos
(Hayden et al., 2005).

As proteinas vasculares da ECM nao s6 possuem a funcdo de ancorar
proteinas mas também estdo envolvidas na sinalizagdo da matriz devido a interacao
com a familia de proteinas integrinas promovendo sinalizagdo de fatores de
crescimento. A ECM promove um equilibrio dindmico perfeito, onde existe constante
sintese, degradacado e organizagao (Song e Ergul, 2006). O controle das proteinas
da matriz é feito pela metaloproteinase da matriz (MMP) (Sellers e Woessner, 1980;
Visse e Nagase, 2003). Acredita-se que a diminuigdo da atividade da MMP contribui
para a diminuicdo da degradacéo e consequentemente o acumulo de ECM em rins
de diabéticos e em tecido vascular de pacientes diabéticos. Sabe-se que existe uma
precoce ativagao das MMPs em hipertenséo e diabetes (Ammarguellat et al., 2002;
Ergul et al., 2003; Harris et al., 2005). Entretanto a regulagdo transcripcional das
proteinas da ECM e MMPs em diferentes leitos vasculares no DMT2 ainda esta por

ser determinada (Song e Ergul, 2006).



As MMPs s&o uma grande familia de metaloendopeptidases dependente de
zinco e sensitivas ao redox estresse oxidativo. Elas degradam componentes
protéicos da ECM e da membrana basal. Existe um delicado balango fisiolégico
entre degradacao, reconstrugado e esculturamento (remodelamento) dos colagenos
na ECM. As MMPs apresentam uma larga especificidade por varios substratos
como, fibras de colageno nativas e parcialmente degradadas, colagenos da
membrana basal, proteoglicanas, elastinas e fibronectinas. A habilidade de algumas
MMPs, como MMP-2, MMP-3, MMP-9 e MMP-12, de hidrolisar elastina tem
particular importancia na parede vascular arterial (Gross e Lapiere, 1962; Hayden et
al., 2005). As MMPs também s&o conhecidas como colagenases (MMP-1, 8, 13 e
18), gelatinases (MMP-2 e 9) estromelisinas (MMP-3, 10 e 11), matrilisinas (MMP-7
e 26) e MMPs de membrana ou MT-MMPs (MMP-14, 15, 16, 17, 24 e 25). Outras
MMPs n&o estédo caracterizadas em nenhuma das categorias citadas e uma delas e
a MMP-12 ou macréfago metaloelastase. A MMP-2 ou gelatinase A (72 kDa) e a
MMP-9 ou gelatinase B (92 kDa) sdao duas proteinases enzimaticas que sao
primariamente responsaveis em degradar colageno do tipo 4 da membrana basal,
eles s&o sintetizados por varios tipos celulares vasculares (Bosman e Stamenkovic,
2003; Visse e Nagase, 2003), elas também degradam gelatinas e elastinas (Shipley,
Doyle et al., 1996; Bosman e Stamenkovic, 2003; Visse e Nagase, 2003) (Shipley,
Doyle et al., 1996). MMP-2 pode ser considerada uma enzima constitutiva enquanto
que MMP-9 pode ser considerada uma enzima induzivel nos diferentes tipos
celulares. Quanto maior a sinalizacdo e acdo das MMPs na ECM mais robusto sera
0 mecanismo de reparo da sintese de colageno recém formado (Hayden et al.,
2005). MMP-12 é uma metaloelastase principalmente encontrada em macréfagos
que degrada elastina e esta relacionada com processos inflamatorios (Shapiro et al.,
1993; Shipley, Wesselschmidt et al., 1996).

As MMPs n&o sdo encontradas somente na forma secretada no sistema
circulatério. Elas também sao encontradas na forma de zimogénio na ECM e séo
mantidas na forma latente inativa ou pr6-MMP (MT1-MMP, MMP2 e MMP-3 na
superficie celular) até que elas sejam ativadas pelo ativador de plasminogénio
tecidual ou plasminogénio urokinase que transforma plasminogénio em plasmina e
age diretamente na latente ou pr6-MMP transformando-a em MMP ativa. A elevacgéao
do inibidor do ativador de plasminogénio (PAI-1), que sera revisada mais adiante,

pode ter um efeito devastador e detrimental na producédo de plasmina e ativacao de



MMPs, podendo ser de grande importédncia na acumulagdo de matriz extracelular
(Hayden et al., 2005). A MMP-9 pode ser ativada por MMP-2 e MMP-3, bem como
por MT1-MMP que converte pro-MMP2 em MMP-2 ativa (Fridman et al., 2003).

O balango entre MMPs e os seus inibidores teciduais (TIMPs) séao
conhecidos por terem um papel central no remodelamento vascular (Nagase e
Woessner, 1999). Quatro diferentes TIMPs (TIMP-1, 2, 3 e 4) ja foram identificadas
em vertebrados (Vincenti, 2001) e as suas expressdes sdo controladas durante
desenvolvimento e remodelamento tecidual. Sob condigdes patolégicas associadas
com um desequilibrio das atividades das MMPs, mudangas nos niveis de TIMPs s&o
consideradas importantes porque eles afetam diretamente os niveis das atividades
das MMPs. As TIMPs inibem todas as MMPs testadas, exceto MT1-MMP por TIMP-1
(Visse e Nagase, 2003). O desequilibrio entre MMPs e TIMPs pode levar a um
excesso do acumulo ou degradagcédo de ECM (Brassard et al., 2005). Por exemplo, a
nefropatia e a vasculopatia em diabético envolve excessiva deposicdo de ECM
secundaria a uma diminuicdo da razdo MMP/TIMP (Kenichi et al., 2004; Wang et al.,
2005; Zheng et al., 2006). Upregulation de MMP-2 foi encontrada em artérias
colaterais expostas a grande shear stress levando os autores a crer que a atividade
das MMPs sdo essenciais para a completa resposta de remodelamento que leva a
expansao externa do lumem (Haas et al., 2007). Outro exemplo é a associagao de
MMP e estresse oxidativo. Uemura e colaboradores 2001 observaram aumento da
atividade de MMP-9 em DMT2 e o estresse oxidativo teve um importante papel nesta
atividade (Uemura et al., 2001).

1.4.1.1. Fatores de crescimento e remodelamento vascular

O aumento da deposicao das proteinas da ECM e a proliferacéo de células
musculares lisas vasculares sdo componentes chave, estruturais e funcionais, para a
hipertrofia e remodelamento vascular induzido por diabetes. O fator de crescimento
transformador-B (TGF-B) € uma citocina proteolitica multifuncional que promove o
crescimento de células musculares lisas vasculares (Stouffer e Owens, 1994),
hiperplasia da intima (Wolf et al., 1994) e é um potente indutor da formag¢ao de ECM
(Border e Noble, 1994). Estudos in vivo (Yang et al., 1994) e in vitro (Throckmorton
et al., 1995) mostraram a habilidade de AGEs de aumentar TGF-B, o que esta

relacionado com hiperglicemia e diabetes. Na hipertrofia vascular do diabetes



experimental a expressdo de TGF-B esta aumentada (Rumble et al., 1998). O
aumento da expressdo de TGF-B € traduzida em efeitos nos componentes da ECM
porque ja foi mostrado que a expressao de colageno é dependente de TGF-B
(Ziyadeh et al., 1994). Fator de necrose tumoral-a (TNF-a) esta crbnicamente
elevado em tecido adiposo na obesidade e contribui para a resisténcia a insulina e
hiperinsulinemia, e aumento de TGF- nessas condi¢gdes. O TNF-q, a insulina e o
TGF-B podem levar ao aumento do inibidor do ativador de plasminogénio (PAI-1) e
consequentemente promover risco cardiovascular. Samad e colaboradores (1999)
observaram que o TNF-a tem um papel central no aumento de PAI-1 na obesidade e
que também contribui para os altos niveis de insulina no plasma e expressdo de
TGF-B no tecido adiposo na obesidade (Samad et al., 1999). O agente pro-fibrético
PAI-1 estd aumentado no diabetes, na resisténcia a insulina e na hipertensao
(Mcfarlane et al., 2003). Os mecanismos da ECM que levam ao aumento de PAI-1
estdo envolvidos com o aumento da sintese de colageno junto com a redugao da
degradagao através da upregulation de inibidores das proteases da ECM como o
PAI-1 (Border e Noble, 1994). Todas essas consideragbes enfatizam a importancia
potencial do excesso de tecido adiposo, resisténcia a insulina e hiperglicemia, na
sintese de proteinas e outras moléculas que podem promover o desenvolvimento de
complicagdes fisiopatologicas associadas com obesidade e DMT2, e que TGF- e
PAI- 1 s&do importantes marcadores fisiolégicos em remodelamento vascular e

turnover da ECM.

1.4.2. Fluxo sanguineo e remodelamento vascular

Varios grupos tem mostrado que um aumento crénico do fluxo sanguineo em
artérias de resisténcia resulta em remodelamento hipertréfico externo (Pourageaud e
De Mey, 1997; Tulis et al., 1998; Ceiler e De Mey, 2000; Buus et al., 2001; Tuttle et
al., 2001). Como resultado de um aumento do shear stress, em consequéncia de um
alto fluxo sanguineo, varios vasodilatadores derivados do endotélio sao liberados,
como NO, prostaciclina, bradicinina e fator hiperpolarizante derivado do endotélio
(EDHF). O acumulo desses vasodilatadores causa dilatagdo arterial e redugdo da
resisténcia (Huang et al., 2001). O aumento do diametro interno tende a normalizar o
shear stress mas leva, juntamente ao aumento da pressédo transmural, a um

aumento do estresse de parede e do strain nas células musculares lisas de artérias



de resisténcia. Esses parametros estimulam a liberacdo de fatores de crescimento
como TGF-B (Song et al., 2000), e assim, contribuem para a hipertrofia em artérias
de resisténcia cronicamente exposta a alto fluxo sanguineo.

Provavelmente a vasodilatagdo ndo € a unica alternativa vascular de produzir
mudangas estruturais para normalizar o shear stress. Isso porque observagdes em
artérias mesentéricas de primeira ordem que apresentavam remodelamento externo
em resposta ao aumento do fluxo sanguineo in vivo, permaneceram apresentando
remodelamento mesmo com o uso do inibidor da sintese de NO (Ceiler e De Mey,
2000).

O remodelamento externo de artérias de resisténcia: 1) pode ajudar a manter
e restaurar a perfusdo tecidual; 2) ndo esta intimamente relacionado com a
vasodilatagao induzida por alto fluxo; 3) envolve diferenciagao transiente de células
musculares lisas e 4) € precedida por expressdo de proteinas matricelulares que
participam do acumulo ou degradacao da ECM (De Mey et al., 2005).

Considerando os efeitos do remodelamento em artérias de resisténcia. Da
hiperglicemia e hiperinsulinemia, que sao caracteristicas de diabetes do tipo 2. E da
acao de antioxidantes e do sistema renina-angiotensina em diabetes. O presente
estudo teve o intuito de examinar a estrutura de artérias mesentéricas de resisténcia
de camundongos transgénicos que apresentam deficiéncia no receptor de leptina
(db/db), um modelo hiperglicémico, com resisténcia a insulina, hiperlipidémico e
obeso de diabetes do tipo 2. Para isso, um sistema de miografo de pressao foi
utilizado, bem como analises bioquimicas e histologicas das artérias mesentéricas
de resisténcia de camundongos desse modelo, para caracterizar se 0s animais
diabéticos apresentavam algum tipo de alteragcéo estrutural e qual seria a influéncia
do estresse oxidativo e do sistema renina-angiotensina na alteragdo produzida. A
expressédo de algumas das proteinas regulatorias da matriz extracelular envolvidas
em alteragdes estruturais de parede arterial também foram examinadas. A hipotese
do nosso trabalho foi que as artérias mesentéricas de resisténcia dos camundongos
diabéticos apresentariam alteragdes estruturais que estariam associadas ao estresse

oxidativo.



Il. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Avaliar se as artérias mesentéricas de resisténcia dos camundongos diabéticos

(db/db) apresentam alguma alteragéo estrutural e qual seria essa alteragao.

2.2. Objetivos especificos

A. Estabelecer o papel do estresse oxidativo no remodelamento hipertrofico externo
apresentado pelas artérias mesentéricas de resisténcia dos camundongos
diabéticos (db/db)

A.1. Observar se a produgéo de espécies reativas do oxigénio estdo aumentadas
em camundongos diabéticos

A.2. Observar se o remodelamento das artérias mesentéricas de camundongos
diabéticos (db/db) pode ser atenuado pelo tratamento com antioxidantes

B. Definir a relagdo da angiotensina Il na regulagdo do remodelamento hipertrofico
externo apresentado pelas artérias mesentéricas de resisténcia dos
camundongos diabéticos (db/db)

C. Determinar o envolvimento da matriz extracelular (ECM) no remodelamento
hipertréfico externo apresentado pelas artérias mesentéricas de resisténcia dos
camundongos diabéticos (db/db)

C.1. Analizar a expressédo das proteinas regulatorias (MMPs, TIMPs, TGF- e
PAI-1) de matriz extracelular (ECM) em tecidos de artérias mesentéricas de

resisténcia de animais diabéticos e ndo diabéticos



1. Material e Métodos

3.1. Animais experimentais

Todos os experimentos foram feitos em camundongos, machos, com 16 a 17
semanas de idade, pesando entre 25-60g, fornecidos pelo Laboratério Jackson (Bar
Harbor, ME). Os animais foram mantidos em gaiolas comerciais para camundongos,
sob condi¢des controle de temperatura e ciclo claro-escuro de 12/12 horas, tendo
livre acesso a ragao e agua. Os estudos foram realizados conforme os principios do
Instituto Nacional de Saude “Guia para Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais”
(NIH publicagdo No.85-12, revisado em 1996).

3.2. Modelo experimental

Para os experimentos foram usados camundongos machos geneticamente
diabéticos (C57BL/KsJ-db/db). Os camundongos db/db apresentam mutagdo no
receptor de leptina o que inviabiliza a intensa sinalizagédo da leptina. Esse hormdnio
peptideo de 16 kDa é secretado por adipdcitos brancos e serve como um sinal de
feedback de células gordurosas para o sistema nervoso central para regulagédo do
consumo de comida, balango energético e armazenamento de gordura. Os
camundongos desenvolvem hiperglicemia com 8 semanas de idade e exibem varias
caracteristicas comuns de diabetes tipo 2, incluindo hiperlipidemia, obesidade
(visivel de 3-4 semanas) e resisténcia a insulina produzindo hiperinsulinemia. Com
12 semanas o0s animais sao totalmente diabéticos. Camundongos heterozigotos
(C57BL/KsJ-Db/db) Db/db foram usados como controle (Coleman e Hummel, 1975;
Herberg e Coleman, 1977). Os animais foram usados entre 16 a 17 semanas de

vida.



Figura 2: Foto representativa de camundongo homozigoto (db/db) a esquerda
heterozigoto (Db/db) a direita.

3.3. Medidas de pressao arterial e glicose sanguinea

A pressao arterial e frequéncia cardiaca foram monitorados em camundongos
conscientes e em movimento livre usando um probe de telemetria (Transoma
Medical; St. Paul, MN) operado por bateria (PA-C10). Os animais foram
anestesiados usando uma mistura de ketamina (200 mg/kg, i.p.) e xylazina (10
mg/kg). Foi realizada uma incisdo ventral na pele do animal, depois que o pelo foi
removido, da mandibula inferior ao externo (aprox. 7mm). As glandulas submaxilares
foram separadas e a artéria carétida comum foi isolada. Duas linhas cirurgicas (6-0)
foram colocadas sob a artéria. A linha proximal foi colocada caudalmente a
bifurcacdo da cardtida para ligar a artéria. A linha distal foi usada para ocluir
temporariamente a artéria durante a insercédo da céanula e entdo foi usada para
amarrar e fixar a canula dentro da artéria. Uma pequena incisao foi feita na artéria
carétida, aproximadamente um tergco da distancia entre as linhas proximal e distal, e
a canula foi inserida e amarrada. Usando a mesma incisdo ventral um descolamento
subcutaneo foi feito em direcdo ao flanco direito do animal para que o corpo do
“‘probe” de telemetria fosse armazenado. Durante a cirurgia a temperatura dos
animais foi mantida a 37°C usando uma almofada de aquecimento. Transoma
acquisition software foi usado para monitorar a frequéncia cardiaca e a pressao

arterial.



A insergédo dos probes foi feita quando os animais estavam com 14 semanas
de idade, 2 semanas antes de serem sacrificados. Depois de 7 dias de pos-
operatorio as medidas de frequéncia cardiaca e pressao arterial foram feitas. Os
dados foram coletados durante 7 dias, no mesmo horario, 1 h por dia (Kramer et al.,
1993; James et al., 1998). Antes do experimento e depois de 12 horas de jejum a
glicose sanguinea foi medida através de um medidor de glicose portatil (Accu-Check

II) usando uma gota de sangue extraida da veia safena do animal acordado.

3.4. Metodologia e protocolos experimentais utilizados nos estudos da

artéria mesentérica de camundongos

3.4.1. Metodologia para obtengao e isolamento da artéria mesentérica

Com 16 semanas de idade os camundongos foram anestesiados com a
combinacdo de ketamina (200 mg/kg, i.p.) e xylazina (10 mg/kg) administrados via
intraperitonial. A regido abdominal dos animais foi limpa com alcool. Uma inciséo na
linha média do abdémen foi feita e o mesentério foi cuidadosamente exposto,
extraido e imediatamente transferido para um reservatério contendo solucéo de
Krebs-Henseleit contendo NaCl, 130 mmol/l; NaHCOs3, 14.9 mmol/l; KCI, 3.7 mmol/l;
CaCly_2H,0, 1.6 mmol/l; KH2POy4, 1.2 mmol/l; MgSO4_7H,0, 1.2 mmol/l; glicose, 11
mmol/l; and HEPES, 10 mmol/l. O intestino foi limpo com o uso de pingas e a
mesentérica foi fixada em um placa de Petri contendo silicone congelado. Com a
ajuda de um microscopio para dissec¢ao (Nikon SMZ-645) as artérias do terceiro
ramo da artéria mesentérica superior (87 £ 5.4 ym de didametro interno e de 1 — 2
mm de comprimento) foram cuidadosamente dissecadas e isoladas do tecido
adiposo e tecido conectivo ao redor do vaso usando micropingcas e microtesoura sem
tocar ou esticar o vaso. Dois pequenos buracos foram feitos nos fins da mesentérica
e para evitar a manipulacdo do vaso a ser canulado, pequenos pedacos de
mesentérica conectados a artéria a ser canulada foram deixados nas extremidades

do vaso para facilitar a remocgao e canulacgao.



ARTERIACANULADA

l

Figura 3: Figura representativa da artéria mesentérica a ser canulada (A) e ja
canulada (B). Em A as setas laterais indicam os locais da incisdo com a
microtesoura para que o vaso fosse canulado. Os bragos laterais indicam onde o
vaso foi tocado pelas canulas para que danos fossem minimizados na artéria
canulada.

Todos os tubos e canulas foram preenchidos com Krebs-Hanseleit antes do
comeco do protocolo experimental, bem como o banho contendo as microcanulas de
vidro (diametro de 60-90 pym). A solugdo de Krebs-Hanseleit no banho foi mantida a
37 ° C por todo o experimento. Uma ponta da artéria mesentérica foi canulada e
amarrada em uma microcanula de vidro com ajuda de uma fina linha de nylon (19
gm). Essa canula, por sua vez, estava conectada via tubos a um reservatorio
contendo solucdo de Krebs-Hanseleit para perfusdo do vaso via uma bomba
peristaltica. Para cuidadosamente remover o sangue dentro do vaso a bomba
peristaltica foi ligada para o modo fluxo e o sangue foi removido do lUmem do vaso
que ainda nao estava canulado na outra extremidade. A pressado de perfusao foi
mantida em torno de 10 mm Hg. Depois disso, a outra ponta do vaso também foi
canulada e amarrada. A extremidade dessa segunda céanula foi bloqueada usando
uma torneira trifluxo. A pressao foi aumentada para 100 mm Hg dentro da artéria
para verificar se havia algum buraco no vaso que era detectado por um fraco

desenvolvimento de pressao e por uma rotacdo invertida da bomba peristaltica.



Somente vasos intactos foram usados nos experimentos. Depois a presséo foi
ajustada para 50 mm Hg e a artéria estabilizada por um periodo de 45-60 minutos. O
banho foi posicionado em um microscépio invertido (Nikon Eclipse TS100-F) com
objetiva 20x. O banho foi posicionado embaixo de uma camera CCD (Hitachi, Japao)
conectada ao microscopio para a visualizagdo do vaso. A amplificagdo da imagem
foi transmitida a um monitor de TV de 12” via um analisador de dimens&o de video
(Living Systems Instrumentation, Burlington, Vermont, USA) possibilitando que o
didmetro interno e paredes, esquerda e direita, do vaso fossem medidas. Todo o
sistema estava ligado a um computador PC que com a ajuda do programa DATAQ
(DI-720) permitia a exposi¢gao em tempo real, registro e analise de todas as medidas
(Halpern et al., 1978).

Figura 4: Foto representativa do leito mesentérico (A) onde a seta indica o terceiro
ramo da artéria mesentérica partindo da artéria mesentérica superior. Foto do
terceiro ramo da artéria mesentérica (B) montada e pressurizada no miégrafo de
pressao como vista no monitor.



3.4.2. Protocolos experimentais

Apos a canulagao as artérias foram estabilizadas por 45 — 60 minutos a uma
presséao intravascular de 50 mm Hg e fluxo zero. Os vasos foram mantidos em uma
camara de 4 ml contendo solugéo de Krebs-Hanseleit descrita previamente (3.4.1),
pH 7,4 e temperatura 37 ° C. As medidas de diametro e espessura das paredes
foram feitas quando a pressao intravascular foi aumentada em etapas de 10 — 125
mm Hg em medidas passivas de diametro. O didmetro passivo foi determinado pela
mudancga do banho de Krebs-Hanseleit para Krebs-Hanseleit livre de Ca*? e adicéo
de 60 ul de 100 mmol / | de nitroprussiato de sddio (NPS) e 60 pl de 2 mmol / | de
etilenoglycol-bis (beta-aminoetileter)-N,N'-tetraacetico acido (EGTA). O didametro
passivo minimo foi determinado quando o vaso foi submetido a uma pressao
intraluminal de 10 mm Hg antes do aumento gradativo de 25 — 125 mm Hg. Apds o
periodo de estabilizacdo e antes da mudang¢a do banho para solucido de Krebs-
Hanseleit livre de Ca*?, foi realizada a avaliacdo da integridade do endotélio onde a
artéria mesentérica foi submetida a uma pré-contracao através da adi¢cao de 60 pl de
fenilefrina (1 mmol / I) no banho e apds o estabelecimento de um platé, 60 ul de
acetilcolina (1 mmol / |) foi administrada. A avaliacdo do endotélio s6 foi realizada
para ter certeza de que o vaso nao sofreu nenhuma lesdo mecanica durante o
isolamento e canulagao porque na verdade a integridade do endotélio e musculatura
lisa vascular nao interferiram em nossos experimentos, uma vez que todas as
medidas foram feitas nas condigbes passivas do vaso, ou seja, nenhuma

propriedade contratil foi necessaria para esses experimentos.

3.4.21. Medidas realizadas usando os parametros extraidos dos

experimentos em artérias mesentéricas de resisténcia

Tanto os diametros interno e externo (D; and De, respectivamente) foram
medidos durante os experimentos, bem como a espessura de parede (EP) em
condigbes passivas de diametro. Os seguintes parametros estruturais e

mecanicos foram determinados usando as seguintes formulas:



Relacdo média / lumem = EP / D..

Area da Camada Média (ACM) = 11 (D¢>- D) / 4.

Tensédo de Parede (T, um.mmHg) = PDi / 2, onde P é a pressao

intraluminal.

Estresse de Parede (E, mmHg) = T / EP, notar que é a mesma formula

do circunferencial stress, o que muda é a unidade de presséo.

Circunferencial strain (¢) = (D - Do) / Do, onde D é o diametro interno

observado para uma determinada pressao intraluminal requerida e Dy é
o diametro interno obtido quando a pressao intraluminal era de 10 mm
Hg.

Circunferencial stress (o) = (PD) / (2EP), onde P é a presséo

intraluminal e D é o diametro interno. A pressao foi convertida para

dinas por centimetro quadrado (1 mm Hg = 1,334 x 10° dinas / cm?).

A relagao stress—strain esta relacionada com a complacéncia vascular e foi
determinada quando o stress da média foi examinado em fungédo do strain. Essa

complacéncia depende do diametro interno vascular e das propriedades elasticas da

parede vascular.

Complacéncia (Ccs, pm?/ mmHg) = AAi / AP, onde AAi é a mudanca

da area do didametro interno induzida por uma mudancga de pressao
(AP).



Distensibilidade (Dcs, mm Hg ') = Ccs / Ai (Baumbach e Heistad, 1989;
Schiffrin, 1992).

3.4.2.2. Efeito da inibicado do estresse oxidativo e do receptor AT-1 sobre a

resposta passiva das artérias mesentéricas de resisténcia

Com a finalidade de estudar os possiveis fatores envolvidos no
remodelamento da artéria mesentérica de camundongos diabéticos os animais foram
submetidos a 4 semanas de tratamento, da semana 12-16 semanas de vida, com
dois tipos de antioxidantes e um antagonista do receptor de angiotensina Il, na agua
de beber. A enzima superdéxido dismutase cataliza a dismutagcdo do anion
superoxido (O,7) em oxigénio (O2) e perdéxido de hidrogénio (H202), sendo um
importante antioxidante natural. A enzima NAD(P)H oxidase efetivamente reduz O,
em O, . Assim, para averiguar a participacdo do estresse oxidativo no
remodelamento de artérias mesentéricas em diabetes do tipo 2 os animais foram
tratados com um mimético da superoxido dismutase, ou seja, um varredor de radical
livre permeavel a membrana (Tempol, 1 mM) e com um inibidor da NAD(P)H oxidase
(Apocinina, 5 mM) (Kawai et al., 2004; Elmarakby et al., 2005). Varios ensaios
clinicos demonstraram efeitos benéficos dos bloqueadores do receptor AT-1 e dos
inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) no desenvolvimento e
progressdo de complicagdes cardiovasculares em diabetes tipo 2 (Leiter e
Lewanczuk, 2005). Sabe-se também que a hiperglicemia crénica induz a formagao
de AGEs, sistema renina-angiotensina (SRA), e citocinas inflamatdrias, que todos
eles sao determinantes importantes de remodelamento vascular. Esses fatores estéo
aumentados em diabetes tipo 2 e estdo relacionados com aumento de estresse
oxidativo. Devido a estes fatos, a participagdo da angiotensina Il também foi avaliada
neste estudo através da utilizagdo de um inibidor do receptor de angiotensina II,
receptor AT-1 (Candesartan Cilexetil, 1 mg / kg / dia) (Shao et al., 2006). Ao final dos
tratamentos os animais foram submetidos ao protocolo experimental citado
anteriormente (3.4.2.). Os animais foram divididos nos seguintes grupos em um N=8

por grupo:



C — Controles nao tratados, heterozigotos Db/db.

db — Diabéticos n&o tratados, homozigotos db/db.

TC — Controles tratados com Tempol, heterozigotos Db/db.

Tdb — Diabéticos tratados com Tempol, homozigotos db/db.

AC - Controles tratados com Apocinina, heterozigotos Db/db.

Adb — Diabéticos tratados com Apocinina, homozigotos db/db.
CANC - Controles tratados com Candesartan, heterozigotos Db/db.

CANdb — Diabéticos tratados com Candesartan, homozigotos db/db.

3.5. Analise histolégica das artérias mesentéricas

Os camundongos foram anestesiados com a combinagdo de ketamina (200
mg/kg, i.p.) e xylazina (10 mg/kg) administrados via intraperitoneal; o mesentério foi
extraido e as artérias mesentéricas foram cuidadosamente dissecadas e mantidas
em formalina 10 % até que fossem preparadas em blocos de parafina. Através do
uso de um micrétomo os blocos foram seccionados a 6 um, transferidos para
laminas de vidro e subsequentemente coradas com hematoxilina e eosina (HE) para
visualizagdo de propriedades estruturais. A analise histolégica foi realizada atraves
do uso do microscopio Olympus Microsuite 5 .

3.6. Medidas de estresse oxidativo por ressonancia eletroparamagnética

espectroscopica (EPR ou ESR)

Ressonancia eletro paramagnética (EPR) ou ressonancia por rotagao de
elétron (ESR) é uma técnica usada para medir espécies reativas de oxigénio. O
conceito fisico basico da técnica de espectroscopia paramagnética é analogo a
espectroscopia de ressonancia nuclear magnética mas a diferenca é que essa
técnica estuda espécies quimicas que tem um ou mais elétrons ndo pareados, como
radicais livres e a espectroscopia magnética é utilizada em moléculas estaveis, ou
seja, sem elétrons ndo pareados. Como os radicais livres s&o muito reativos eles
nao estdo em altas concentracbes em ambientes bioldgicos. Para isso antes de
medir os elétrons ndo pareados € necessario usar um marcador (spin trap). Este é
um dos métodos mais definitivos e sensitivos para a detecgédo de O, (Zhang et al.,

2000). Como marcador 1-hydroxi-3-methoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpyrrolidina



(CMH) foi usado (Dikalov et al., 2007). As artérias mesentéricas foram incubadas
com 10 mM de CMH por 15 minutos a temperatura de 37 °C. As medidas de EPR (e-
scan, Bruker, Karlsruhe, Germany) foram obtidas quando a oxidagao do marcador
CMH por espécies reativas de oxigénio formou um radical nitréxido estavel e CM_. A
quantidade de nitréxido formado significa a quantidade de espécies reativas de

oxigénio que foram formadas (Kuzkaya et al., 2003).

3.7. Medidas de expressao protéica de MMP-2, MMP-9, MMP-12, TIMP-1,
TIMP-2, PAI-1 e TGF-B através da técnica de Western blot

Para a realizacao deste protocolo em torno de 12-16 leitos mesentéricos, para
cada grupo, foram extraidos e todas as artérias do mesentério foram
cuidadosamente isoladas, colocadas juntas em um tubo de eppendorff e congeladas
a — 80 °C. As artérias foram descongeladas e homogeneizadas com 10 ml de
solugado tampao contendo 25 mM Hepes (pH 7,4), 50 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 2 mM
EGTA, 10 mM Na- pirofosfato, 10 mM NaF, 0,1 mM NaszVOy,, 0,1 % Triton X 100 e
0,1 % Deoxicolato de sédio misturados a 10 pg / ml Aprotinina, 10 pg / ml
Leupeptina, 0,5 mM PMSF e 500 pg NasVOs. Foi adicionado ao tubo de
mesentéricas 150 yl da solugdo acima para homogeneizagdo e entdo eles foram
centrifugados a 4 °C por 10 minutos a 14000 RPM e o sobrenadante foi retirado. A
concentracdo total de proteina de cada amostra foi determinada usando
bicinchoninic acid assay (BCA - Pierce Biotechnology) onde a concentracao total de
proteina foi exibida por mudanca de cor na amostra de verde a roxo, na proporgao
da concentracdo de proteina, que pode ser medida usando técnica colorimétrica
(Smith et al., 1985).

3.7.1. Eletroforese e transferéncia das amostras

Quantidades iguais de proteina total para cada amostra (40 pg) foram
separadas em géis prontos 4-15 % (Tris-HCI, 50 pl, BIO-RAD Laboratories,
Hercules, CA) sodio dodecil sulfato-poliacriliamida gel (SDS-PAGE) e entdo
transferidas eletroforéticamente para uma membrana de fluoreto de polivinilideno

(Imunn-Blot PVDF, Transfer Membrane, BIO-RAD), previamente ativada com



metanol. Para isso aliquotas das amostras de proteinas foram diluidas em agua
deionizada e solugédo tamp&o Laemmli 6x contendo 300 mM Tris — HCI (pH 6,8), 12
% SDS, 60 % Glicerol, 12 % de B — mercaptoetanol e 0,05 % Azul de Bromofenol
totalizando um volume final de 42 pl. As amostras foram entdo aquecidas a 100 °C
em um prato aquecedor (Fisher Scientific) por 5 minutos, colocadas em gelo por 3
minutos para resfriarem e aplicadas no gel pronto SDS-PAGE (4-15 %) em um
sistema mini protean tetra cell (BIO-RAD) contendo solugédo de eletroforese (25mM
Tris, 192 mM glicina e 0,1 % SDS - pH 8,3). Inicialmente foi aplicada uma corrente
de 30 V (Power Pac Basic, BIO-RAD) até que as amostras deixassem
completamente as cavidades e entdo 60 V até que as amostras passassem
completamente 1 cm abaixo do fim das cavidades e finalmente 90 V até que as
amostras corressem todo o gel. Apds a eletroforese, o gel foi transferido para uma
membrana PVDF em um sistema de sanduiche imerso em um mini trans-blot cell
(BIO-RAD) contendo soluc¢ao de transferéncia (25 mM Tris, 192 mM Glicina e 20 %
Metanol — pH 8,3). O mini trans-blot cell foi entdo colocado em um balde contendo

gelo e a transferéncia foi feita durante 1 hora a 100V.

3.7.2. Bloqueio e incubagcao com anticorpos, detecgcao e analise das
subunidades

E importante bloquear os sitios ndo reativos da membrana para reduzir a
quantidade de ligagbes nédo especificas durante as seguintes fases do ensaio. As
membranas foram bloqueadas por 1 hora, a temperatura ambiente em um agitador a
80 RPM (Rocking Plataform, BIO-RAD) com 5 % Caseina, 5 % Soroalbumina bovina
(BSA) ou 5 % de leite em pd em solugéo salina 1 x TBS (50 mM Tris e 100 mM
NaCl) contendo 0,5 % Tween 20 (TBS-T) ou solugédo salina 1 x PBS (137 mM NacCl,
2,7 mM KCI, 8 mM Na2HPO4, and 2 mM KH2PO4) contendo 0,5 % Tween 20 (PBS-
T), dependendo da proteina analizada. As membranas foram enxaguadas durante 5
minutos por 4 vezes com TBS-T ou PBS-T e incubadas durante a noite com os
anticorpos primarios no agitador a 4 °C. Os anticorpos primarios usados neste
estudo foram anti-MMP-2, 1:200 (Chemicon), anti-MMP-9, 1:2000 (Chemicon), anti-
MMP-12, 1:200 (Santa Cruz), anti-TIMP-1, 1:200 (Chemicon), anti-TIMP-2, 1:200
(Chemicon), anti-PAI-1, 1:1000 (Transduction Laboratérios), anti-TGF-B, 1:1000
(Calbiochem) e anti-glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH, 1:1000)



(AbCam) como fator de correcdo das expressdes proteicas investigadas. As
membranas foram entdo enxaguadas durante 5 minutos por 4 vezes com TBS-T ou
PBS-T e incubadas por 1 hora com os anticorpos secundarios no agitador. Foram
usados anti-camundongo (anti-mouse, 1:2000), anti-coelho (anti-rabbit, 1:2000)
(Amersham Biosciences, UK) e anti-cabra (anti-goat, 1:2000) (Santa Cruz). As
membranas foram entdo enxaguadas durante 5 minutos por 4 vezes com TBS-T ou
PBS-T e incubadas por 5 minutos em Quimiluminescéncia (ECL, Amersham
Biosciences, UK) que permitiu a deteccdo das bandas por reagdo de
quimiluminescéncia. As imagens foram capturadas usando Molecular Imager
VersaDoc Imaging Systems (BIO-RAD) e analisadas densitométricamente usando o
programa Geleval (versao 1.04, Frogdance Software, 2005). A quantificagdo da
proteinas foi expressa relativamente a quantidade de GAPDH que foi usado no
mesmo gel apos um processo de limpeza, onde a agdo do primeiro anticorpo foi
cancelada através do uso de Restore stripping buffer (Pierce Biotechnology,
Rockford, IL) por 1 hora e enxaguado por 10 minutos por 2 vezes com PBS e todo o

processo foi repetido mas o anticorpo primario usado foi o GAPDH.

3.8. Expressao dos dados e analise estatistica

Os resultados estdo expressos como meédia + erro padrdo da média (EPM).

Os resultados das respostas de relaxamento induzidos pela acetilcolina sao
expressos como porcentagem de relaxamento induzida por este farmaco. Essas
respostas foram avaliadas a partir do valor de tensdo atingido durante o platé da pré-
contragdo com fenilefrina, sendo este considerado 100% de contragdo. A partir deste
dado, as respostas vasodilatadoras a acetilcolina foram expressas como
porcentagem de contragao residual.

A analise estatistica dos dados foi realizada por teste t de Student, ndo
pareado, e analise de variancia (ANOVA) de uma via, para medidas repetidas ou
completamente randomizada, seguida pelo teste post-hoc de Tukey utilizando o
programa GraphPad Prism 5 Software (San Diego, CA, USA). Valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significativos.



Farmacos e reagentes utilizados

1-hydroxi-3-methoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpyrrolidina (CMH) (Alexis)
acetilcolina, cloridrato de (Sigma)
alcool etilico (Reagen)

acido etilenoglicoltetraacético (EGTA) (Sigma)
apocinina (Sigma)

aprotinina (Sigma)

azul de bromofenol (Sigma)
beta-mercaptoetanol (Sigma)
bicarbonato de sédio (Sigma)
Candesartan Cilexetil (Takeda)
cloreto de calcio dihidratado (Sigma)
cloreto de manganes (Fisher)
cloreto de potassio (Fisher)

cloreto de sddio (Fisher)

deoxicolato de sédio (Sigma)

éter etilico (Merck)

formaldeido (Carl Roth)

fosfato de monopotassio (Fisher)
fosfato diidrogenio de sodio (Sigma)
fosfato disodico (Sigma)

fluoreto de sédio (Sigma)

glicerol (Sigma)

glicose (Sigma)

hepes (Fisher)

ketanest (S-ketamine) (Parke-Davis)
leite em po6 (Nestle)

leupeptina (Sigma)

I-fenilefrina, hidrocloridrato (Sigma)
metanol (Reagen)

nitroprussiato de sodio, dihidratado (Sigma)
pirofosfato de sédio (Sigma)

PMSF (Sigma)



reagente A e B para BCA (Pierce)

sodio ortivanadante (Sigma)

soroalbumina bovina (Sigma)

sulfato de magnésio heptahidratado (Sigma)
sulfato de manganes heptaidratado (Fisher)
sulfato de sodio dodecil (Sigma)

Tempol (Sigma)

timerosal (Sgma)

tween 20 (Sigma)

Tris Base (Fisher)

Tris (hidroximetil)-aminometano (Tris) (Fisher)
triton X 100 (Fisher)

restore stripping buffer (Pierce)

xilazina, hidrocloreto (Sanofi/Ceva)



V. Resultados

41. Resposta vasoconstritora a fenilefrina e resposta vasodilatadora

induzida pela acetilcolina

Sob pressédo de 50 mm Hg a fenilefrina diminuiu o didmetro interno do terceiro
ramo da artéria mesentérica em todos os grupos estudados, porém, ndo houve

diferengas na porcentagem de contrag&o entre os grupos.

A integridade endotelial do vaso foi avaliada através do relaxamento induzido
pela acetilcolina (1 mmol / I). Na artéria mesentérica de resisténcia de todos os
grupos, a acetilcolina foi capaz de reduzir a contragao induzida pela fenilefrina. No
entanto, ndo se observou alteragédo estatisticamente significante dessa resposta de
relaxamento nas artérias dos animais dos grupos Controle, Tempol Controle,
Apocinina Controle, Candesartan Controle, Diabético, Tempol Diabético, Apocinina

Diabético e Candesartan Diabético (Tabela 1).

Tabela 1: Valores da porcentagem de contracdo a fenilefrina e relaxamento a
acetilcolina nos grupos Controle, Tempol Controle, Apocinina Controle, Candesartan
Controle, Diabético, Tempol Diabético, Apocinina Diabético e Candesartan Diabético.

Phe (%) ACh (%)
Controle 23,8+1,7 91,4+3,8
Tempol Controle 23,3+4,0 91,1+5,3
Apocinina Controle 20,4 +0,9 95,1+12,8
Candesartan Controle 22,5+3,8 92,4+6,3
Diabético 23,9147 101,5+£5,5
Tempol Diabético 23,1+ 3,6 79,2143
Apocinina Diabético 23,0£2,0 79,8 +5,2
Candesartan Diabético 224 +22 81,7+54

Os valores representam as médias + EPM. Os dados foram comparados por ANOVA
(1 via) seguido de teste Tukey. Nao houve diferencas significativas entre as médias
(p>0,05).



4.2. Medidas de pressao arterial e frequéncia cardiaca

Usando um probe de telemetria a pressao arterial e frequéncia cardiaca foram
monitoradas em camundongos conscientes e em movimento livre. As medidas de
pressédo arterial média e frequéncia estdo representadas na Tabela 2. Os grupos
foram divididos em Controle, Tempol Controle, Apocinina Controle, Diabético,
Tempol Diabético, Apocinina Diabético Controles, Diabéticos, Tempol Diabéticos e
Apocinina Diabéticos. Para os grupos Controle e Diabético 6 animais foram
utilizados para as medidas e para os grupos restantes 3 animais foram utilizados
devido a disponibilidade de probes de pressao arterial. Nao foi possivel a realizagao
de insergao do probe de telemetria nos animais do grupo Candesartan Diabéticos,
pois a pressao arterial com 2 semanas de tratamento com o bloqueador dos
receptores AT-1 para angiotensina |l ja estava bastante reduzida e os animais nao
resistiam a cirurgia.

Apos 7 dias de monitoramento a pressao arterial média nao diferiu entre os
grupos. A frequéncia cardiaca por sua vez estava reduzida nos animais diabéticos
em comparagao com o grupo controle. Os animais tratados com tempol e apocinina

nao diferiram significativamente dos outros grupos.

Tabela 2: Valores da presséo arterial média (mm Hg) e frequéncia cardiaca (bpm)
dos camundongos Controle, Tempol Controle, Apocinina Controle, Candesartan
Controle, Diabético, Tempol Diabético, Apocinina Diabético e Candesartan Diabético.

PAM (mm Hg) FC (bpm)
Controle 115,7 £ 2,7 537,4 + 11,7
Tempol Controle 117,0 £ 3,0 546,3 £ 18,3
Apocinina Controle 119,4 £ 8,0 533,6 £ 13,2
Diabético 1142 +£1,7 4770 +17,7*
Tempol Diabético 117,0+£ 0,6 519,6 £ 2,6
Apocinina Diabético 128,7 + 8,47 476,1 + 8,3

Os valores representam as médias + EPM. Os dados foram comparados por ANOVA
(1 via) seguido de teste Tukey, * p<0,05.



4.3. Medidas de glicose sanguinea e peso corporal

A glicose sanguinea foi medida usando um medidor de glicose portatil. O peso
corporal foi quantificado previamente a cada experimento. Os grupos foram divididos
em Controle, Tempol Controle, Apocinina Controle, Candesartan Controle, Diabético,
Tempol Diabético, Apocinina Diabético e Candesartan Diabético. Com 16 semanas
de idade todos os animais diabéticos (tratados e nao tratados) apresentaram
significante aumento do peso corporal e glicose sanguinea, o que € esperado que
ocorra nesses animas desde 4 semanas de idade. O tratamento com os
antioxidantes Tempol e Apocinina e com o bloqueador do receptor AT-1
Candesartan nao foram capazes de reduzir o peso corporal e niveis de glicose dos

animais diabéticos (Tabela 3).

Tabela 3: Glicose sanguinea (mg / dl) e peso corporal (g) dos camundongos
Controle, Tempol Controle, Apocinina Controle, Candesartan Controle, Diabético,
Tempol Diabético, Apocinina Diabético e Candesartan Diabético.

Glicose sanguinea (mg / dl) Peso Corporal (g)
Controle 128,4 + 10,2 29,7+04
Tempol Controle 142,8 £ 8,3 31,1+£0,9
Apocinina Controle 127,0 £ 10,1 30,3+0,4
Candesartan Controle 131,2+12,2 30,4+£0,8
Diabético 506,1 £ 35,6 *** 55,6 £+ 1,0 ***
Tempol Diabético 533,3 + 26,8 *** 53,9+0,8 ***
Apocinina Diabético 560,2 £ 25,8 *** 56,3+ 1,4 ***
Candesartan Diabético 500,8 £ 27,0 *** 54,7+ 0,8 ***

Os valores representam as médias + EPM. ANOVA (1 via) seguida de teste Tukey.
** p < 0,001 quando os animais diabéticos foram comparados com 0s seus
respectivos controles.



44. Medidas na artéria mesentérica de resisténcia através do uso do
miodgrafo de pressao

As medidas das propriedades estruturais e mecanicas do terceiro ramo das
artérias mesentéricas de camundongos foram realizadas em condi¢gbes de completo
relaxamento (meio extracelular livre de Ca2+) e sob condi¢des passivas do musculo
liso (adicdo de EGTA + SNP). Tanto didmetros interno e externo foram medidos
durante os experimentos, bem como a espessura de parede. A partir dessas
medidas e através do uso de formulas previamente descritas foi possivel a
quantificacdo de outros parédmetros, como: 1) Relagdo Média / Lumem (Relag&o
M/L); 2) Area da Camada Média (ACM); 3) Complacéncia; 4) Distensibilidade; 5)

Tensao de Parede, 6) Estresse de Parede e 7) Relagédo Stress-Strain.

4.4.1. Medidas de diametros interno e externo, espessura de parede e relagao

média/limem dos animais diabéticos e ndo diabéticos

Sob condi¢cdes passivas da artéria mesentérica de resisténcia o diametro
interno dos animais diabéticos se mostrou significativamente maior, nas pressdes
impostas, do que dos animais controles (Tabela 4; Figura 5A). O mesmo ocorreu
com o diametro externo (Tabela 4; Figura 5B). O aumento do didmetro externo nos
animais diabéticos ocorreu em consequéncia do aumento do didmetro interno pois a
espessura de parede né&o foi alterada entre os grupos em nenhuma das pressdes
estudadas (Tabela 4; Figura 5C). Em consequéncia de um maior didametro interno
apresentado pelos animais diabéticos e inalteracdo na espessura de parede, a
relagdo média / lumem se mostrou reduzida nos animais diabéticos em comparagao
com os animais do grupo controle nas pressdées 25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg.
Foram utilizados 8 animais por grupo.

Com a finalidade de uma analise qualitativa e visualizagdo de propriedades
estruturais as artérias mesentéricas de resisténcia foram coradas com hematoxilina

e eosina (HE) como mostradas nas Figuras 5E e 5F.



Tabela 4: Valores de diametros interno e externo (um), espessura de parede (um) e
relacdo meédia lumem no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos Controle e
Diabético sob diferentes pressées (mm Hg).

Pressao Diametro Interno Diametro Externo
C db C db
25 50,3127 73,1+£3,5** 86,6 + 3,8 110,3 £ 3,0 ***
50 68,7 £ 4,1 104,0 £ 4,8 *** 102,51+ 51 138,2 £ 4,6 ***
75 77,8155 120,6 £ 5,5 *** 110,3+6,4 153,1 £ 5,2 ***
100 81,8+6,0 127,7 £ 5,8 *** 113,3+6,5 1568,2 £ 5,5 ***
125 85,1+6,4 130,0 £ 6,0 *** 116,12 £+ 6,8 159,7 £ 5,7 ***
Pressao Espessura de Parede Relagao MI/L
C db C db
25 18,1+ 0,8 18,6 £ 0,5 36,4+2,0 26,0+£1,9*
50 16,8 £ 0,7 17,1+£0,4 249+13 16,7 £ 0,9 ***
75 16,2 £ 0,7 16,2+ 0,4 21,3+ 1,1 13,7 £ 0,8 ***
100 15,7+ 0,6 15,2+ 0,5 19,8 +1,3 12,1+ 0,8 ***
125 15,5+ 0,5 14,8 £ 0,3 18,8 £ 1,3 11,6 £ 0,6 ***

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student ndo pareado, ** p <
0,01 e *** p<0,001 quando o grupo Diabético foi diferente do grupo Controle nas

pressdes citadas.
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Figura 5: Medidas de diametros interno (A) e externo (B) (um), espessura de parede
(C) (um) e relacdo média/lumem (D) induzidas por crescentes mudangas de presséo
intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria mesentérica de resisténcia
de camundongos controles (C - quadrados cheios) e diabéticos (db - quadrados
vazios). Valores expressos em Média + EPM. Teste t de Student ndo pareado, ** p<
0,01, *** p< 0,001. N=8 animais por grupo. Fotomicrografia representativa de artéria
mesentérica de resisténcia de camundongos controles (C - esquerda) (E) e
diabéticos (db - direita) (F) corados com hematoxilina-eosina.



4.4.2. Medidas de area da camada média, complacéncia e Distensibilidade dos
animais diabéticos e nao diabéticos

Para avaliar se as artérias mesentéricas de resisténcia dos animais do grupo
diabético possuiam algum tipo de remodelamento a area da camada média foi
avaliada. A area da camada média das artérias dos animais diabéticos se mostraram
significativamente maior do que no grupo controle (Tabela 5; Figura 6A) mesmo sem
nenhuma diferenca da espessura de parede. Juntamente com o aumento do
diametro interno o aumento da area da camada média caracteriza remodelamento
hipertréfico externo do vaso (Mulvany et al, 1996). A complacéncia da artéria
mesentérica em fungcdo da pressao intravascular esta representada na Tabela 5;
Figura 6B. A complacéncia estava significativamente aumentada no grupo diabético
e os valores de complacéncia foram diminuindo gradativamente a medida que altas
pressdes foram aplicadas. As medidas de Distensibilidade por sua vez, ndo se
mostraram diferentes entre os grupos controle e diabético em nenhuma das

pressoes estudadas (Tabela 5; Figura 6C).



Tabela 5: Valores da area da camada média (um?), complacéncia (um? / mmHg) e
Distensibilidade (mm Hg™") no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos
Controle e Diabético sob diferentes pressdes (mm Hg).

Pressao Area da Camada Média Complacéncia
C db C db
25 3937,5+332,0 5350,1+192,7** 81,4 +£9,1 170,8 + 16,5 ***
50 4589,0 £417,7 6508,2 £ 282,4** 70,8 £ 11,6 174,1 £ 19,0 ***
75 4860,4 £+464,6 6972,3 £272,1* 45,0+ 12,6 118,9 £ 11,9 ***
100 4866,3 +437,9 6829,0 + 288,2** 21,3+4,3 56,4 + 0,0 **
125 4932,6 +429,4 6754,8 £ 262, 7** 17,9+ 47 18,6 + 3,6
Pressao Distensibilidade
C db
25 0,04 £0,0 0,04 £0,0
50 0,01 £ 0,001 0,02+0,0
75 0,008 + 0,002 0,01+0,0
100 0,001 + 0,001 0,002 + 0,001
125 0,001 + 0,001 0,0+0,0

*%

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student ndo pareado,
p<0,01 e *** p<0,001 quando o grupo Diabético foi diferente do grupo Controle nas
pressdes citadas.
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Figura 6: Medidas da area da camada média (um?), complacéncia (um? / mmHg) e
Distensibilidade (mm Hg™') induzidas por crescentes mudangas de pressdo
intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria mesentérica de resisténcia
de camundongos controles (C - quadrados cheios) e diabéticos (db - quadrados
vazios). Valores expressos em Média + EPM. Teste t de Student ndo pareado, **
p<0,01 e *** p<0,001. N=8 animais por grupo.



4.4.3. Medidas de tensao de parede, estresse de parede e relagao stress/strain

nos animais diabéticos e nao diabéticos

A tensao de parede estava significativamente maior nos animais diabéticos
quando comparados com os controles em todas as pressdes estudadas (Tabela 6;
Figura 7A). O mesmo ocorreu com o estresse de parede nas pressodes 25, 50, 75,
100 e 125 mm Hg que foi aumentado a medida que as pressdes foram aumentadas
(Tabela 6; Figura 7B). Quando o estresse de parede (dinas / cm?) foi examinado em
funcdo do strain a curva stress/strain se mostrou deslocada para a direita nas
artérias mesentéricas dos camundongos diabéticos, indicando menos rigidez
apresentada pelos animais diabéticos quando comparados com os animais controles

(Tabela 6; Figura 7C).

Tabela 6: Valores de tensdo de parede (um mmHg), estresse de parede (mm Hg) e
relacdo stress/strain da média no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos
Controle e Diabético sob diferentes pressdes (mm Hg).

Pressao Tensao de Parede Estresse de Parede
C db C db
25 629,6 £ 34,9 914,0 £ 44,7 *** 349+17 49,7 £ 3,43 **
50 1718,7 £+ 103,6  2600,0 £ 120,8 *** 102,5+4,9 152,9 + 16,2 ***
75 2920,3 +£209,0 4523,4 +207,3 *** 179,8 £ 10,5 280,4 + 16,2 ***
100 4093,7 +303,9 6387,5+292,7*** | 261,1+18,7 423,9+27,1***
125 5220,3+401,3 8125,0+376,4 *** | 343,9+24,0 5499 + 32,2 ***
Pressao Relagao Stress/Strain
Stress (x 10° dinas/cm?) Strain (AD;/Dy)
C db C db
25 0,046 £ 0,002 0,066 £ 0,004 0,175 £ 0,012 0,323 £ 0,042
50 0,136 + 0,006 0,203 £ 0,011 0,607 £ 0,047 0,882 + 0,051
75 0,239 £ 0,014 0,373 £ 0,021 0,816 £ 0,079 1,182 £ 0,058
100 0,348 £ 0,024 0,565 + 0,036 0,907 £ 0,091 1,316 + 0,080
125 0,458 £ 0,032 0,733 £ 0,042 0,983 £ 0,092 1,356 + 0,081

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student ndo pareado,

*%

p<0,01 e *** p<0,001 quando o grupo Diabético foi diferente do grupo Controle nas
pressodes citadas.



>
os)

TENSAO DE PAREDE ESTRESSE DE PAREDE
5710000 = 800
I = C §’ -+ C
£ *kk €
£ 80001 - db £ - db
£ Y 600 Kk
5 *kk =)
g 6000 g dkk
g Fkk o 400
a 4000 a8 o
w *kk o
[a] 0 200 *kk
O 2000 ]
L Hkk © %
2] =
z 0
E T T T T T w 0 T T T T T
25.00 50.00 75.00 100.00 125.00 25.00 50.00 75.00 100.00 125.00
PRESSAO INTRAVASCULAR (mm Hg) PRESSAO INTRAVASCULAR (mm Hg)

@)

RELAGAO STRESS-STRAIN
1.0

= = db
0.6

0.4

STRESS (X 108 dynes/cm?)

0.0 T T T d
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0

STRAIN (AD;/D,)

Figura 7: Medidas de tensdo de parede (um mmHg), estresse de parede (mm Hg) e
relagdo stress/strain da média (x 10° dinas/cm?) induzidas por crescentes mudancas
de pressao intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria mesentérica de
resisténcia de camundongos controles (C - quadrados cheios) e diabéticos (db -
quadrados vazios). Valores expressos em Média £+ EPM. Teste t de Student n&o
pareado, ** p<0,01, *** p<0,001. N=8 animais por grupo.



4.4.4. Efeito da acao do estresse oxidativo e angiotensina Il sobre as
propriedades estruturais e mecanicas do terceiro ramo das artérias

mesentéricas de camundongos diabéticos e nao diabéticos

Para identificar a acdo do estresse oxidativo sobre o remodelamento nas
artérias mesentéricas de resisténcia dos animais diabéticos e nao diabéticos os
animais foram tratados com dois tipos de antioxidantes. Primeiramente os animais
foram tratados com um mimético da superdxido dismutase, ou seja, um varredor de
radical livre permeavel a membrana (Tempol, 1 mM) e posteriormente com um
inibidor da NAD(P)H oxidase (Apocinina, 5 mM). Para analisar a acédo da
angiotensina Il nas artérias mesentéricas de resisténcia os animais diabéticos e néo
diabéticos foram tratados com um inibidor do receptor de angiotensina Il, receptor
AT-1 (Candesartan Cilexetil, 1 mg /kg /dia) durante 4 semanas na agua de beber.
Todos os experimentos foram realizados quando os animais estavam com 16

semanas de vida.

444.1. Medidas dos niveis de estresse oxidativo nos animais diabéticos

e nao diabéticos tratados ou nao com antioxidantes

Antes de medir as acbes dos antioxidantes no remodelamento em animais
diabéticos e ndo diabéticos os tecidos das artérias mesentéricas de resisténcia
foram submetidos a ressonéncia eletroparamagnética (EPR) para que as espécies
reativas de oxigénio fossem medidas através do marcador CMH. As medidas foram
realizadas nas artérias mesentéricas de resisténcia do animais dos grupos Controle
(C), Diabético (db), Tempol Diabético (Tdb) e Apocinina Diabético (Adb). Como
mostra a Figura 8 os animais do grupo Diabético (8B) apresentaram aumento das
espécies reativas de oxigénio quando comparados com o grupo Controle (8A). O
aumento de estresse oxidativo apresentados pelos animais diabéticos foi reduzido

pelos os tratamentos com Tempol (8C) e Apocinina (8D).
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Figura 8: Medidas de estresse oxidativo por EPR através do uso do marcador CMH
em tecidos de artérias mesentéricas de resisténcia de camundongos controles — C
(A), diabéticos — db (B), Tempol Diabético— Tdb (C), Apocinina Diabético— Adb (D) e
Candesartan Diabético— Adb (E). Em F valores numéricos dos grupos expressos em
Média + EPM. ANOVA 1 via post hoc Tukey, *** p<0,001 quando o grupo diabético
foi comparado com todos os outros grupos.
4.4.4.2. Respostas estruturais e mecanicas das artérias mesentéricas de

resisténcia ao tratamento com o antioxidante Apocinina



4.442A1. Medidas de diametros interno e externo, espessura de parede e
relagcdo média/lumem dos animais diabéticos e nao diabéticos tratados com

Apocinina

Apos 4 semanas de tratamento com o inibidor da NAD(P)H oxidase Apocinina
as respostas produzidas pelo grupo Apocinina Controle ndo foram significativamente
diferentes das respostas apresentadas pelo grupo Controle (Tabela 4) e as
respostas do grupo Apocinina Diabético foram de mesma magnitude das do grupo
Diabético (Tabela 4) para os parametros didametro interno e externos, espessura de
parede e relagdo média/lumem em todas as pressdes estudadas. Os resultados nos
mostraram que a redugao do estresse oxidativo com o tratamento com Apocinina
nao afetou o aumento dos didmetros internos e externos e a redugao da relacéo
média/lumem apresentados pelo grupo Diabético pois as mesmas respostas
produzidas pelos grupos Controle e Diabético foram apresentadas pelo grupo
Apocinina Controle e Apocinina Diabético (Tabela 7; Figura 9). Foram utilizados 8

animais por grupo.



Tabela 7: Valores de didmetros interno e externo (um), espessura de parede (um) e
relagdo meédia lumem no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos Apocinina
Controle (AC) e Apocinina Diabético (Adb) sob diferentes pressées (mm Hg).

Presséao Diametro Interno Diametro Externo
AC Adb AC Adb
25 52,2+ 2,6 67,0+£2,6** 89,2+2,6 104,0 £ 3,3 **
50 70,7+44 92,1+4,2* 104,2 +4,7 1256 £ 4,1 **
75 81,0+4,6 105,2 +4,6 ** 113,0+4,9 137,5+4,6 **
100 86,6 +5,3 112,3+4,6 ** 117,5+£5,5 143,6 £4,8 **
125 89,5+54 117,0£4,8 ** 120,2 £ 5,7 146,5+4,9 **
Presséao Espessura de Parede Relagcao M/L
AC Adb AC Adb
25 18,5+ 0,5 18,5+ 0,6 36,0 £ 2,1 27,8+1,2*
50 16,7+ 0,5 16,7+ 0,2 242 +1,6 18,4 +0,9 **
75 16,0+ 0,5 16,1+0,3 20,1 +£1,0 15,5+0,7 **
100 15,5+0,3 15,6 £ 0,2 18,3+ 1,1 14,0+ 0,5*
125 15,3+ 0,3 14,7+ 0,2 17,5+ 0,9 12,7+ 0,5 ***

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student ndo pareado, **

p<0,01 e *** p<0,001 quando o grupo Apocinina Diabético foi diferente do grupo
Apocinina Controle nas pressdes citadas.
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Figura 9: Medidas de didametros interno (A) e externo (B) (um), espessura de parede
(C) (Mm) e relagao média/lumem (D) induzidas por crescentes mudangas de pressao
intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria mesentérica de resisténcia
de camundongos Controle (C - quadrados cheios), Diabético (db - quadrados vazios)
Apocinina Controle (AC - tridngulos cheios) e Apocinina Diabético (Adb - tridngulos
vazios). Valores expressos em Média + EPM. ANOVA 1 via post hoc Tukey, **
p<0,01 e *** p<0,001 para as diferencas entre AC e Adb. N=8 animais por grupo.



4.44.2.2. Medidas de area da camada média, complacéncia e
distensibilidade dos animais diabéticos e nao diabéticos tratados com

Apocinina

Para saber se o tratamento com Apocinina estaria afetando o remodelamento
hipertréfico externo dos diabéticos a area da camada meédia das artérias
mesentéricas de resisténcia dos animais dos grupos Apocinina Controle e Apocinina
Diabético foi avaliada. A area da camada média das artérias do grupo Apocinina
Diabético apresentaram significante aumento em todas as pressdes estudadas
quando comparadas com o grupo Apocinina Controle (Tabela 8; Figura 10A) e esses
valores também nao diferiram dos grupos Controle e Diabético (Tabela 5). A
complacéncia da artéria mesentérica em fungdo da pressédo intravascular se
apresentou aumentada no grupo Apocinina Diabético em relagdo ao grupo Apocinina
Controle nas pressdes intravasculares de 25, 50, 75 e 125 mm Hg mas nao na
pressdo de 100 mm Hg (Tabela 8; Figura 10B), entretanto nao diferengas entre os
grupos Apocinina Controle e Controle nem dos grupos Apocinina Diabético e
Diabético (Tabela 5). As medidas de distensibilidade n&do se mostraram diferentes
entre os grupos Apocinina Controle e Apocinina Diabético em nenhuma das
pressbes estudadas (Tabela 8; Figura 10C) e nem entre esses grupos e 0s
correspondentes Controle e Diabético (Tabela 5).

A reducado do estresse oxidativo pela inibicdo da NAD(P)H oxidase néao foi
capaz de normalizar a area da camada meédia e a complacéncia que estavam
aumentadas nos animais diabéticos mas manteve a distensibilidade inalterada entre

0S grupos.



Tabela 8: Valores da area da camada média (um?), complacéncia (um? / mmHg) e
distensibilidade (mm Hg ') no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos
Apocinina Controle (AC) e Apocinina Diabético (Adb) sob diferentes pressées (mm

HQ).

Pressao Area da Camada Média Complacéncia

AC Adb AC Adb
25 4113,1 £198,3 4990,4 + 303,4 * 87,287 1426 +11,5**
50 4620,1 + 318,56  5725,1 +219,2* 74,3+14,4 127,8 £ 16,2 *

75 4895,7 + 3311 6150,8 + 266,0 * 49,1+9,3 82,1+95*
100 4978,6 + 3124 6291,8 £ 276,9 ** 30455 48,8 + 10,0
125 5081,5 + 3271 6111,1 £ 270,3 * 17,0+ 3,3 33,7+6,2*
Pressao Distensibilidade
AC Adb

25 0,04 +£0,0 0,04 +£0,0

50 0,01 £ 0,001 0,01 £ 0,001

75 0,008 = 0,001 0,01+0,0

100 0,006 = 0,001 0,005 = 0,001

125 0,0+0,0 0,001 + 0,001

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student nao pareado, * p<0,05
e ** p<0,01 quando o grupo Apocinina Diabético foi diferente do grupo Apocinina
Controle nas pressoes citadas.
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Figura 10: Medidas da area da camada média (um?), complacéncia (um? / mmHg) e
distensibilidade (mm Hg'1) induzidas por crescentes mudangas de pressao
intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria mesentérica de resisténcia
de camundongos Controle (C - quadrados cheios), Diabético (db - quadrados vazios)
Apocinina Controle (AC - tridangulos cheios) e Apocinina Diabético (Adb - tridngulos
vazios). Valores expressos em Média £ EPM. ANOVA 1 via post hoc Tukey, * p<0,05
e ** p<0,01 para as diferengas entre AC e Adb. N=8 animais por grupo.



4.4.4.23. Medidas de tensdao de parede, estresse de parede e relagao
stress/strain nos animais diabéticos e nao diabéticos tratados com Apocinina

A tensao de parede se mostrou significativamente maior nos animais do grupo
Apocinina Diabético (Tabela 9; Figura 11A) quando comparados com O grupo
Apocinina Controle em todas as pressdes estudadas mas esses valores nao
diferiram dos correspondentes Diabético e Controle (Tabela 6). O mesmo ocorreu
com o estresse de parede em todas a pressdes estudadas (Tabela 9; Figura 11B)
que também nao se diferiram dos correspondentes Controle e Diabético (Tabela 6).
As curvas de stress/strain dos grupos Apocinina Controle e Apocinina Diabético se
encontram exatamente entra as curvas dos grupos Controle e Diabético né&o
demonstrando significante deslocamento. O tratamento com Apocinina n&o foi capaz
de normalizar a redugdo da rigidez apresentada pelas artérias mesentéricas dos
camundongos diabéticos bem como de reduzir os valores de tensdo e estresses de

parede em todas as pressodes estudadas.



Tabela 9: Valores de tenséo de parede (um mmHg), estresse de parede (mm Hg) e
relacdo stress/strain da média no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos
Apocinina Controle (AC) e Apocinina Diabético (Adb) sob diferentes pressées (mm

HQ).
Pressao Tensao de Parede Estresse de Parede
AC Adb AC Adb
25 653,1 £ 32,9 837,5 £ 33,7 ** 355+2,2 455+1,9*
50 1768,7 £+ 111,8 2303,1 £105,2** | 106,0 +6,6 137,8 £+ 6,9 **
75 3037,5+172,8 3946,8+173,1* | 190,3+10,7 2453+114*
100 4325,0 £ 265,5 5618,7 £233,5* | 2795+171 3594 £ 13,4 **
125 5593,7 £ 342,9 7312,5+303,4* | 363,7+21,0 496,3 +20,6***
Pressao Relagao stress/strain
Stress (x 10° dinas/cm?) Strain (AD;/Dy)
AC Adb AC Adb
25 0,049 + 0,003 0,06 + 0,002 0,224 + 0,02 0,298 + 0,07
50 0,143 £ 0,007 0,183 + 0,009 0,632 + 0,06 0,768 + 0,06
75 0,255 £ 0,012 0,327 £ 0,015 0,858 + 0,06 1,021 £ 0,07
100 0,374 £ 0,02 0,479 £ 0,017 0,972 + 0,06 1,168 £ 0,11
125 0,488 + 0,025 0,661 + 0,027 1,03 + 0,07 1,261 £ 0,13

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student ndo pareado, **
p<0,01 e *** p<0,001 quando o grupo Apocinina Diabético foi diferente do grupo
Apocinina Controle nas pressodes citadas.
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Figura 11: Medidas de tens&o de parede (um mmHg), estresse de parede (mm Hg)
e relacdo stress/strain da média (x 10° dinas/cm?) induzidas por crescentes
mudangas de pressdo intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria
mesentérica de resisténcia de camundongos Controle (C - quadrados cheios),
Diabético (db - quadrados vazios) Apocinina Controle (AC - tridngulos cheios) e
Apocinina Diabético (Adb - tridngulos vazios). Valores expressos em Média + EPM.
ANOVA 1 via post hoc Tukey, * p<0,05, ** p<0,01 para as diferencas entre AC e
Adb. N=8 animais por grupo



4.4.4.3. Respostas estruturais e mecanicas das artérias mesentéricas de

resisténcia ao tratamento com o antioxidante Tempol

4.4.4.3.1. Medidas de diametros interno e externo, espessura de parede e
relagcdo média/lumem dos animais diabéticos e nao diabéticos tratados com
Tempol

A Tabela 10; Figura 12 mostram os resultados apos 4 semanas de tratamento
com Tempol. As respostas produzidas pelo grupo Tempol Controle ndo foram
significativamente diferentes das respostas apresentadas pelo grupo Controle
(Tabela 4) e as respostas do grupo Tempol Diabético foram de mesma magnitude
das do grupo Diabético (Tabela 4) para os parametros didametro interno e externos,
espessura de parede e relacdo média/lumem em todas as pressdes estudadas.
Como as respostas foram as mesmas dos grupos Controle e Diabético houveram
resultados significantes entre os grupos Tempol Controle e Tempol Diabético, mas
esses resultados nos mostram que a redugdo do estresse oxidativo com o
tratamento com Tempol n&o afetou o aumento dos didmetros internos e externos e a
reducdo da relagcdo média/lumem apresentados pelos diabéticos. Foram utilizados 8

animais por grupo.



Tabela 10: Valores de didmetros interno e externo (um), espessura de parede (um)
e relagdo média lumem no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos Tempol
Controle (TC) e Tempol Diabético (Tdb) sob diferentes pressées (mm Hg).

Pressao Diametro Interno Diametro Externo
TC Tdb TC Tdb
25 56,6 £ 2,9 69,2+29** 94,3 +4,1 118,0+28*
50 77,5+48 96,2+4,2* 112,5+54 131,2+3,8*
75 91,2+5,6 114,8 £ 4,1 ** 123,2+6,3 146,3+ 3,9 **
100 96,6 £ 6,2 121,5+4,2* 1276 £6,9 152,7 £ 4,1 **
125 98,7 £6,3 126,3 £4,3 ** 129,717 1 155,8 £4,2 **
Presséao Espessura de Parede Relagcao M/L
TC Tdb TC Tdb
25 18,8 + 1,1 19,3+0,3 33,7121 28,4+1,6
50 17,5+ 1,0 17,5+0,3 23,116 185+1,1*
75 16,0+ 0,8 15,7+0,3 17,8+ 11 13,8+£0,7*
100 15,5+0,8 15,6 £ 0,3 16,4+ 11 13,006 *
125 15,5+ 0,8 14,7+ 0,4 16,0+ 1,0 11,8+ 0,7 **

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student nao pareado, * p <
0,05 e ** p<0,01 quando o grupo Tempol Diabético foi diferente do grupo Tempol

Controle nas pressoes citadas.
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Figura 12: Medidas de diametros interno (A) e externo (B) (um), espessura de
parede (C) (um) e relagdo média/lumem (D) induzidas por crescentes mudancgas de
pressdo intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria mesentérica de
resisténcia de camundongos Controle (C - quadrados cheios), Diabético (db -
quadrados vazios) Tempol Controle (TC - circulos cheios) e Tempol Diabético (Tdb -
circulos vazios). Valores expressos em Média £ EPM. ANOVA 1 via post hoc Tukey,
*p< 0,05 e ** p< 0,01 para as diferengas entre TC e Tdb. N=8 animais por grupo.



4.4.4.3.2. Medidas de area da camada média, complacéncia e
distensibilidade dos animais diabéticos e nao diabéticos tratados com

Tempol

Depois de saber que o tratamento com o inibidor da NAD(P)H oxidase
Apocinina nao estava alterando o remodelamento apresentado pelo grupo Diabético
e a fim de saber se o tratamento com o antioxidante Tempol estava alterando o
remodelamento apresentado pelo grupo Diabético a area da camada média das
artérias mesentéricas de resisténcia dos animais dos grupos Tempol Controle e
Tempol Diabético foi avaliada. A area da camada meédia das artérias do grupo
Tempol Diabético ndo se mostraram significativamente maior do que no grupo
Tempol Controle em todas as pressdes estudadas (Tabela 11; Figura 13A) e esses
valores também néo diferiram dos grupos Controle e Diabético (Tabela 5). A
complacéncia da artéria mesentérica em funcdo da pressdo intravascular se
apresentou aumentada no grupo Tempol Diabético em relagdo ao grupo Tempol
Controle nas pressoes intravasculares de 25, 50, 75 e 125 mm Hg mas nao na
pressdo de 100 mm Hg (Tabela 11; Figura 13B), porem ndo houveram diferengas
entre os grupos Tempol Controle e Controle nem dos grupos Tempol Diabético e
Diabético (Tabela 5). As medidas de distensibilidade n&do se mostraram diferentes
entre os grupos Tempol Controle e Tempol Diabético em nenhuma das pressdes
estudadas (Tabela 11; Figura 13C) e nem entre esses grupos e 0s correspondentes
Controle e Diabético (Tabela 5).

A redugao do estresse oxidativo pelo varredor de radical livre ndo foi capaz de

normalizar a complacéncia que estava aumentada nos animais diabéticos.



Tabela 11: Valores da area da camada média (um?), complacéncia (um? / mmHg) e
distensibilidade (mm Hg') no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos
Tempol Controle (TC) e Tempol Diabético (Tdb) sob diferentes pressdes (mm Hg).

Pressao Area da Camada Média Complascéncia
TC Tdb TC Tdb
25 4526,2 + 445,9 5390,5 + 180,2 102,6 + 10,1 152,56+ 12,3 **
50 5259,8 + 511,3 6234,8 + 187,2 91,2+ 16,1 1425+ 150"
75 5435,3 £+ 514,3 6456,7 + 229,5 74,6 £13,8 1232+ 11,7~
100 5505,6 + 536,2 6724,1 + 226,5 33485 494 +7,7
125 5615,5 + 559,7 6534,1 + 278,6 13,3+ 3,2 38,0+84~*
Pressao Distensibilidade
TC Tdb
25 0,04 £ 0,0 0,04 £0,0
50 0,01 £ 0,001 0,02+0,0
75 0,01 £ 0,001 0,01 £ 0,001
100 0,003 = 0,001 0,001 + 0,001
125 0,0+0,0 0,001 + 0,001

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student ndo pareado, * p<0,05
e ** p<0,01 quando o grupo Tempol Diabético foi diferente do grupo Tempol Controle
nas pressoes citadas.
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Figura 13: Medidas da area da camada média (um?), complacéncia (um? / mmHg) e
distensibilidade (mm Hg'1) induzidas por crescentes mudangas de pressao
intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria mesentérica de resisténcia
de camundongos Controle (C - quadrados cheios), Diabético (db - quadrados vazios)
Tempol Controle (TC - circulos cheios) e Tempol Diabético (Tdb - circulos vazios).
Valores expressos em Média + EPM. ANOVA 1 via post hoc Tukey, * p<0,05 e **
p<0,01 para as diferengas entre TC e Tdb. N=8 animais por grupo.



4.4.4.33. Medidas de tensdao de parede, estresse de parede e relagao
stress/strain nos animais diabéticos e nao diabéticos tratados com Tempol

A Tabela 12; Figura 14A mostra que a tensdao de parede estava
significativamente maior nos animais do grupo Tempol Diabético quando
comparados com o grupo Tempol Controle em todas as pressdes estudadas mas
esses valores nao diferiram dos correspondentes Diabético e Controle (Tabela 6). O
mesmo ocorreu com o estresse de parede nas pressdes 75, 100 e 125 mm Hg
(Tabela 12; Figura 14B) que também n&o se diferiram dos correspondentes Controle
e Diabético (Tabela 6). O estresse de parede (dinas / cm?) examinado em funcéo do
strain ndo se mostrou diferente entre os grupos Tempol Controle e Tempol Diabético
e a curva stress/strain ainda se mostrou deslocada para a direita nos dois grupos. O
tratamento com Tempol normalizou os estresse de parede somente nas pressdes 25
e 50 mm Hg mas nao foi capaz de normalizar nas outras pressdes estudadas. O
tratamento também ndo foi capaz de diminuir o estresse de parede apresentado
pelas artérias mesentéricas dos camundongos diabéticos, bem como de normalizar

a curva de stress/strain desse grupo (Tabela 12; Figura 14C).



Tabela 12: Valores de tenséo de parede (um mmHg), estresse de parede (mm Hg) e
relacdo stress/strain da média no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos
Tempol Controle (TC) e Tempol Diabético (Tdb) sob diferentes pressdes (mm Hg).

Pressao Tensao de Parede Estresse de Parede
TC Tdb TC Tdb
25 707,8 + 36,5 865,6 + 36,6 ** 38,125 448 £ 2,1
50 1937,5+121,0 2406,2 +107,2 ** 113,0+ 9,6 138,4 £ 8,1
75 3421,8 +210,9 4307,8 £155,3* | 217,1+£16,7 275,0+12,9*
100 4831,2+314,2 6075,0+214,4* | 316,3+24,2 3905+17,3*
125 6171,8 +3999 78984 +271,1* | 403,6 £30,0 5404 +26,3 **
Pressao Relagao stress/strain
Stress (x 10° dinas/cm?) Strain (ADi/Do)
TC Tdb TC Tdb
25 0,05 + 0,002 0,059 + 0,002 0,286 = 0,06 0,33+0,03
50 0,145 + 0,01 0,184 + 0,01 0,709 £ 0,11 0,84 £ 0,04
75 0,278 + 0,019 0,366 + 0,017 1,03+0,13 1,21 £ 0,06
100 0,406 = 0,028 0,52 + 0,023 1,15+ 0,13 1,33 £ 0,07
125 0,518 + 0,035 0,72 + 0,035 1,19+ 0,14 1,43 £ 0,07

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student ndo pareado, * p<0,05
e ** p<0,01 quando o grupo Tempol Diabético foi diferente do grupo Tempol Controle
nas pressoes citadas.



>
w

TENSAO DE PAREDE ESTRESSE DE PAREDE

]
1=
g

db
TC
Tdb

db
TC
Tdb

6004 **

btgd
bdd

[=2] =]
(=3 (=
(=1 [=]
2

400

g

200

N
(=
[=]
<

TENSAO DE PAREDE (um.mmHg)
¥
ESTRESSE DE PAREDE (mmHg)

*k

c T T T T T
25.00 50.00 75.00 100.00 125.00 25.00 50.00 75.00 100.00 125.00
PRESSAO INTRAVASCULAR (mm Hg) PRESSAO INTRAVASCULAR (mm Hg)

C

RELAGAO STRESS-STRAIN
1.04

db
TC
Tdb

AN

STRESS (X 10° dinas/cm?)

0.0 0.5 1.0 15 20
STRAIN (AD,/Dy)

Figura 14: Medidas de tensdo de parede (um mmHg), estresse de parede (mm Hg)
e relagdo stress/strain da média (x 10° dinas/cm?) induzidas por crescentes
mudangas de pressdo intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria
mesentérica de resisténcia de camundongos Controle (C - quadrados cheios),
Diabético (db - quadrados vazios) Tempol Controle (TC - circulos cheios) e Tempol
Diabético (Tdb - circulos vazios). Valores expressos em Média £ EPM. ANOVA 1 via
post hoc Tukey, * p<0,05, ** p<0,01 para as diferengas entre TC e Tdb. N=8 animais
por grupo



4.444. Respostas estruturais e mecanicas das artérias mesentéricas de
resisténcia ao tratamento com o bloqueador AT-1 Candesartan

44441. Medidas de diametros interno e externo, espessura de parede e
relagcdo média/lumem dos animais diabéticos e nao diabéticos tratados com

Candesartan

A participagao da angiotensina Il também foi avaliada neste estudo através da
utilizacdo de um inibidor do receptor de angiotensina Il (receptor AT-1) através do
uso de Candesartan na agua de beber por 4 semanas. O didmetro interno do grupo
diabético tratado com Candesartan (Tabela 13; Figura 15A) em comparagao com o
grupo Candesartan Controle aumentou significativamente em todas as pressdes
estudadas na mesma magnitude do diametro interno do grupo Diabético (Tabela 4).
Todavia o didametro interno do grupo Candesartan Controle aumentou
significativamente em comparagdo ao grupo Controle nas pressdes 75, 100 e 125
mm Hg (Figura 15A). O mesmo acontecido no didmetro interno ocorreu no didmetro
externo (Tabela 13; Figura 15B) entretanto o didmetro externo do grupo
Candesartan Controle aumentou significativamente em comparagdo ao grupo
Controle em todas as pressdes estudadas (Figura 15B). A espessura de parede nos
grupos tratados com Candesartan se mostrou um pouco aumentada em relagdo aos
grupos Controle e Diabético porem n&o produziu nenhuma diferenga significante
entre os grupos (Tabela 13; Figura 15C). Devido ao pequeno, mas nao significante,
aumento da espessura de parede a relacdo média/lumem ndo se mostrou
significante nas pressdes 25 e 50 mm Hg entre os grupos Candesartan Controle e
Candesartan Diabético mas estava significante nas pressdes 75, 100 e 125 mm Hg

(Tabela 13; Figura 15D). Foram utilizados 8 animais por grupo.



Tabela 13: Valores de didmetros interno e externo (um), espessura de parede (um)
e relacdo meédia lumem no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos

Candesartan Controle (CANC) e Candesartan Diabético (CANdb) sob diferentes
pressdes (mm Hg).

Pressao Diametro Interno Diametro Externo
CANC CANdb CANC CANdb
25 63,7+ 3,8 75,8+26* 104,7 £4,0 118,1 £ 3,4 **
50 88,1+5,6 107,3 £ 3,0 ** 125,8 £ 6,0 1456 +34 "~
75 102,2+7,0 128,7 + 4,0 ** 137,7+7,8 164,2 +4,0 **
100 109,5+6,0 1341 +£4,7** 144,0 £ 6,9 168,3+4,6 *
125 112,1 £ 6,1 138,6 4,5 ** 146,3 £ 6,9 170,3+4,6 *
Pressao Espessura de Parede Relagao M/L
CANC CANdb CANC CANdb
25 20,5+ 1,1 21,1+1,3 33,2+ 3,1 28,1122
50 18,8 £ 0,9 19,1+ 1,1 22,0+1,6 179+1,2
75 17,7 £ 0,8 17,7+£1,0 17,8 £ 1,1 139+1,1°~
100 17,2+ 0,7 171 +£1,1 15,9+0,8 129+1,1°*
125 17,1+0,7 15,8 +0,7 15,5+0,8 11,5+£0,7 **

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student ndo pareado, **

p<0,01 e *** p<0,001 quando o grupo Candesartan Diabético foi diferente do grupo
Candesartan Controle nas pressdes citadas.
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Figura 15: Medidas de didametros interno (A) e externo (B) (um), espessura de
parede (C) (um) e relagdo média/lumem (D) induzidas por crescentes mudangas de
pressao intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria mesentérica de
resisténcia de camundongos Controle (C - quadrados cheios), Diabético (db -
quadrados vazios) Candesartan Controle (CANC - circulos cheios) e Candesartan
Diabético (CANdDb - circulos vazios). Valores expressos em Média £+ EPM. ANOVA 1
via post hoc Tukey, ** p<0,01 e *** p<0,001 para as diferengas entre CANC e
CANdb; # p<0,05 e ## p<0,01 para as diferencas entre UC e CANC. N=8 animais
por grupo.



4.444.2. Medidas de area da camada média, complacéncia e
distensibilidade dos animais diabéticos e nao diabéticos tratados com

Candesartan

Estudos clinicos indicam que inibidores da ECA e receptores AT-1 possuem
mais efeitos benéficos na complacéncia vascular do que antagonistas de calcio, -
bloqueadores e diuréticos, fora a reducdo da pressao arterial causada por essas
drogas (Mcfarlane et al., 2003). Para observar a participacdo da angiotensina Il no
remodelamento exibido pelos animais do grupo Diabético a area da camada média
das artérias mesentéricas de resisténcia dos animais dos grupos Candesartan
Controle e Candesartan Diabético foi avaliada. A area da camada média do grupo
Candesartan Diabético ndo se mostrou diferente das do grupo Candesartan Controle
em todas as pressdes estudadas (Tabela 14; Figura 16A) e nem diferente das do
grupo Diabético (Tabela 5). Em compensacgéo a area da camada média do grupo
Candesartan Controle se mostrou significativamente maior do que o grupo Controle
(Tabela 5) nas pressdes 50, 100 e 125 mm Hg (Figura 16A). A complacéncia da
artéria mesentérica em fungdo da pressao intravascular se apresentou aumentada
no grupo Candesartan Diabético em relagdo ao grupo Candesartan Controle nas
pressodes intravasculares de 25, 50 e 125 mm Hg mas nao nas pressodes de 75 e 100
mm Hg (Tabela 14; Figura 16B), entretanto ndo houveram diferencas entre os
grupos Candesartan Controle e Controle nem dos grupos Candesartan Diabético e
Diabético (Tabela 5). As medidas de distensibilidade ndo se mostraram diferentes
entre os grupos Candesartan Controle e Candesartan Diabético em nenhuma das
pressbes estudadas (Tabela 14; Figura 16C) e nem entre esses grupos e 0s
correspondentes Controle e Diabético (Tabela 5).

O bloqueio da Angiotensina Il pela inibicao do receptor AT-1 nao foi capaz de
normalizar a area da camada média e a complacéncia que estavam aumentadas nos
animais diabéticos mas manteve a distensibilidade inalterada entre os grupos. N&o
houveram diferencas entre os valores de area da camada média entre os grupos
Candesartan Controle e Candesartan Diabético devido ao fato de que a retirada do
fator contratil angiotensina Il aumentou na mesma magnitude a areas de ambos os

grupos.



Tabela 14: Valores da area da camada média (um?), complacéncia (um? / mmHg) e
distensibilidade (mm Hg') no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos
Candesartan Controle (CANC) e Candesartan Diabético (CANdb) sob diferentes
pressdes (mm Hg).

Pressao Area da Camada Média Complascéncia
CANC CANdb CANC CANdb
25 5435,3 £414,0 6463,8 £491,4 130,9 £ 14,8 1824 +129*
50 6371,1 £ 527,5 7614,0 £ 510,9 120,0 £ 18,5 181,7+9,8*
75 6763,4 + 666,2 8167,3 £512,3 88,3 + 18,1 160,1 + 29,3
100 6934,2 + 595,9 8132,7 £ 565,2 45,31+9,5 45,7+ 9,0
125 7010,0 £ 591 .4 7711,0 £ 446,8 18,6 + 4,5 38,1+64*
Pressao Distensibilidade
CANC CANdb
25 0,04 £0,0 0,04 £0,0
50 0,01 £ 0,002 0,02+0,0
75 0,01+£0,0 0,01 £ 0,001
100 0,005 £ 0,002 0,0+£0,0
125 0,0+£0,0 0,0+0,0

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student nao pareado, * p<0,05
e * p<0,01 quando o grupo Candesartan Diabético foi diferente do grupo
Candesartan Controle nas pressdes citadas.
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Figura 16: Medidas da area da camada média (um?), complacéncia (um? / mmHg) e
distensibilidade (mm Hg'1) induzidas por crescentes mudangas de pressao
intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria mesentérica de resisténcia
de camundongos Controle (C - quadrados cheios), Diabético (db - quadrados vazios)
Candesartan Controle (CANC - losangos cheios) e Candesartan Diabético (CANdb -
losangos vazios). Valores expressos em Média + EPM. ANOVA 1 via post hoc
Tukey, * p<0,05 e ** p<0,01 para as diferengas entre CANC e CANdb; # p<0,05 para
as diferengas entre UC e CANC. N=8 animais por grupo.



4.4.443. Medidas de tensdao de parede, estresse de parede e relagao
stress/strain nos animais diabéticos e nao diabéticos tratados com

Candesartan

A Tabela 15 e Figura 17A mostram que a tensdo de parede se mostrou
significativamente maior nos animais do grupo Candesartan Diabético quando
comparados com o grupo Candesartan Controle em todas as pressoes estudadas e
esses valores nao diferiram dos correspondentes Diabético e Controle (Tabela 6). O
mesmo ocorreu com o estresse de parede nas pressdes 75, 100 e 125 mm Hg
(Tabela 15; Figura 17B) que também n&o se diferiram dos correspondentes Controle
e Diabético (Tabela 6). As curvas de stress/strain dos grupos Candesartan Controle
e Candesartan Diabético se encontram entre as curvas dos grupos Controle e
Diabético n&o demonstrando significante deslocamento. O tratamento com
Candesartan ndo foi capaz de normalizar o aumento de tensdo e estresse de
paredes apresentados pelo grupo Diabético e nem de deslocar a curva de

stress/strain para a esquerda (Tabela 15; Figura 17C).



Tabela 15: Valores de tensao de parede (um mmHg), estresse de parede (mm Hg) e
relacdo stress/strain da média no terceiro ramo da artéria mesentérica dos grupos
Candesartan Controle (CANC) e Candesartan Diabético (CANdb) sob diferentes
pressdes (mm Hg).

Pressao Tensao de Parede Estresse de Parede
CANC CANdb CANC CANdb
25 796,8 £ 48,5 948,4 £ 33,6 ¢ 39,8+34 46,0 £ 3,0
50 22031 £141,2 2684,3 £75,7 ** 118,51 9,7 143,6 £ 8,7
75 3834,3 £ 263,3 4828,1 £152,6 ** | 217,4 £15,1 2779+161*
100 5475,0 £ 300,7 6706,2 £238,9* | 318,6 £16,0 4017+ 251~
125 7007,8 £ 385,5 8664,0 +2859* | 411,8 £23,3 553,7 £ 28,1 **
Pressao Relagao stress/strain
Stress (x 10° dinas/cm?) Strain (AD;/Dy)
CANC CANdb CANC CANdb
25 0,053 £ 0,004 0,06 + 0,004 0,253 £ 0,06 0,305 £ 0,05
50 0,158 £ 0,012 0,191 £ 0,011 0,742 £ 0,11 0,853 £ 0,09
75 0,289 £ 0,02 0,37 £ 0,021 1,023 £ 0,14 1,217 £ 0,10
100 0,424 £ 0,021 0,535 £ 0,033 1,176 £ 0,14 1,307 £ 0,10
125 0,549 £ 0,031 0,738 £ 0,037 1,225+ 0,13 1,383 + 0,11

Os valores representam as médias + EPM. Teste t de Student ndo pareado, **
p<0,01 e *** p<0,001 quando o grupo Candesartan Diabético foi diferente do grupo
Candesartan Controle nas pressdes citadas.
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Figura 17: Medidas de tensdo de parede (um mmHg), estresse de parede (mm Hg)
e relacdo stress/strain da média (x 10° dinas/cm?) induzidas por crescentes
mudangas de pressdo intravascular (25, 50, 75, 100 e 125 mm Hg) em artéria
mesentérica de resisténcia de camundongos Controle (C - quadrados cheios),
Diabético (db - quadrados vazios) Candesartan Controle (CANC - losangos cheios) e
Candesartan Diabético (CANdb - losangos vazios). Valores expressos em Média +
EPM. ANOVA 1 via post hoc Tukey, * p<0,05, ** p<0,01 para as diferengas entre
CANC e CANdb. N=8 animais por grupo



4.5. Expressao das proteinas regulatorias de matriz extracelular (ECM) em
tecidos de artérias mesentéricas de resisténcia de animais diabéticos e nao

diabéticos

Em condicdes fisioldgicas como desenvolvimento embrionario, reprodugéo e
remodelamento tecidual as proteinas da familia matriz metaloproteinase (MMP)
estdo envolvidas no acumulo ou degradagcdo de matriz extracelular, bem como
fatores pro-fibréticos como PAI-1 e TGF-B. Para a anadlise da expressao das
proteinas regulatérias de matriz extracelular a técnica de western blot foi utilizada em
preparacdes de artérias mesentéricas de resisténcia de animais diabéticos e nao
diabéticos (Controles). Todas as analises densitométricas foram divididas pelos
valores de GAPDH correspondentes para cada gel e entdo divididas pelos valores

dos grupos controles (% Controle).

4.5.1. Matriz Metaloproteinase- 2,9 e 12 (MMP-2, MMP-9 e MMP-12)

A expressdo de MMP-2 e MMP-9 parece ser regulada por estresse oxidativo,
uma vez que eles sdo ativados por espécies reativas do oxigénio (ROS)
(Rajagopalan, Meng et al., 1996). Usando analise de western blot foi demonstrado
que a expressdo de MMP-9 estava aumentada em camundongos diabéticos
comparados com controles (Figura 18B) o que pode ser em consequéncia do
aumento do estresse oxidativo mostrado pelos diabéticos (Figura 8). Ndo houve
significante diferengca na expressao de MMP-2 entre os grupos Controle e Diabético
(Figura 18A).

E sabido que diabetes tipo 2 e uma condi¢ao inflamatoéria (Hoatamisligil et al,
1993). MMP-12 ndo somente digere elastina mas também degrada membrana basal,
0 que permite a penetracdo de macrofagos nos tecidos durante um processo
inflamatorio (Gronski et al., 1997). No presente estudo MMP-12 estava aumentada
no grupo Diabético em comparacado ao grupo Controle (Figura 18C), isso deve ter
ocorrido devido a condi¢&o inflamatéria apresentada fisiologicamente pelos animais
diabéticos.
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Figura 18: Imuno-detecgdo por western blot indicando a expressdo vascular de
MMP-2 (A), MMP-9 (B) e MMP-12 (C) expressos em % Controle (C) em tecido de
artéria mesentérica de resisténcia de camundongos controles (C — barra cheia) e
diabéticos (db — barra vazia). Valores expressos em Média + EPM. Teste t de
Student n&o pareado, * p<0,05 e ** p<0,01. Os painéis no topo de cada grafico sédo
imunoblots representativos de MMP-2 e GAPDH (A), MMP-9 e GAPDH (B) e MMP-
12 e GAPDH (C).



4.5.2. Inibidores de metaloproteinase tecidual- 1 e 2 (TIMP-1 e TIMP-2)

O balango entre matriz metaloproteinases (MMPs) e seus inibidores teciduais
(TIMPs) possui um importante papel no remodelamento vascular (Nagase et al,
1999). Um disturbio nesse balango entre MMPs e TIMPs podem levar ao excesso de
acumulo ou degradagao de ECM (Kenichi et al., 2004). Nossos experimentos
mostraram que as expressdes de TIMPs 1 e 2 aumentaram significativamente nos

animais diabéticos quando comparados aos controles (Figura 19).
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Figura 19: Imuno-detecgdo por western blot indicando a expressdo vascular de
TIMP-1 (A) e TIMP-2 (B) (% Controle — C) em tecido de artéria mesentérica de
resisténcia de camundongos controles (C — barra cheia) e diabéticos (db — barra
vazia). Valores expressos em Média + EPM. Teste t de Student ndo pareado, *
p<0,05 e *** p<0,001. Os painéis no topo sdo imunoblots representativos de TIMP-1
e GAPDH (A) e de TIMP-2 e GAPDH (B).



4.5.3. Fator de crescimento transformador- B e Inibidor de ativador de
plasminogénio- 1 (TGF-$ e PAI-1)

O pro-fibrético inibidor de ativador de plasminogénio-1 (PAI-1) esta
aumentado em diabetes, resisténcia a insulina e hipertensao (Mcfarlane et al., 2003).
O fator de crescimento transformador- (TGF-) também é um mediador chave do
acumulo de ECM em rins de animais diabéticos e sua sintese &€ aumentada e
situagdes de alta glicose. TGF-3 também estimula a sintese de PAI-1 (Alessi et al.,
2000). Nossos experimentos demonstraram aumento da expressao de ambos, TGF-
B e PAI-1, pelos animais do grupo diabético quando comparados com o0s
camundongos do grupo Controle (Figura 20)
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Figura 20: Imuno-detecgao por western blot indicando a expressao vascular de
TGF-B (A) e PAI-1 (B) (% Controle — C) em tecido de artéria mesentérica de
resisténcia de camundongos controles (C — barra cheia) e diabéticos (db — barra
vazia). Valores expressos em Média + EPM. Teste t de Student n&o pareado, ***
p<0,001. Os painéis no topo sdo imunoblots representativos de TGF- e GAPDH (A)
e PAI-1 e GAPDH (B).
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V. Discussao

Alteracado estrutural em pequenas artérias € o mais importante previsor de
eventos cardiovasculares em populagdes de alto risco (Rizzoni et al., 2003). Artérias
mesentéricas de resisténcia consistem em pequenas artérias e arteriolas que sao
usadas no estudo de doengas microvasculares.

Considerando os efeitos do remodelamento em artérias de resisténcia,
hiperglicemia e hiperinsulinemia, caracteristicas de diabetes do tipo 2, e a agado de
antioxidantes e do sistema renina-angiotensina em diabetes este trabalho teve o
intuito de examinar a estrutura de artérias mesentéricas de resisténcia de
camundongos transgénicos que apresentam deficiéncia no receptor leptina (db/db),
um modelo hiperglicEmico, com resisténcia a insulina, hiperlipidémico e obeso de
diabetes do tipo 2. Para isso um sistema de miografo de pressao foi utilizado, bem
como analises bioquimicas e histologicas das artérias para caracterizar o tipo de
remodelamento apresentado pelos animais diabéticos, a influéncia do estresse
oxidativo e do sistema renina-angiotensina no remodelamento produzido, bem como
as proteinas regulatérias da matriz extracelular envolvidas nas alteragdes da parede
arterial.

Os resultados mostrados neste trabalho sugerem que as artérias
mesentéricas de resisténcia dos camundongos diabéticos (db) com 16 semanas de
idade apresentam: 1) remodelamento hipertrofico externo associado com aumento
da complacéncia e reducéo da rigidez; 2) aumento do estresse oxidativo; 3) redugéo
do estresse oxidativo quando tratados com antioxidantes e com o bloqueador do
receptor AT-1; 4) inalterAcdo do estado de remodelamento quando tratados com
antioxidantes (Tempol e Apocinina) e com o bloqueador do receptor AT-1
(Candesartan) por 4 semanas fazendo-nos crer que o estresse oxidativo e o sistema
renina-angiotensina ndo estdo envolvidos neste tipo de remodelamento apresentado
pelos animais diabéticos e 5) o remodelamento hipertréfico externo apresentado
pelos animais diabéticos envolve turnover da matriz extracelular com alteracéo na

regulacdo MMPs/TIMPs e fatores de crescimento.



5.1. Resposta vasoconstritora a fenilefrina e resposta vasodilatadora
induzida pela acetilcolina

Sob pressao de 50 mm Hg a fenilefrina diminuiu o didametro interno do terceiro
ramo da artéria mesentérica em todos os grupos estudados, porém, ndo houve

diferencgas na porcentagem de contrag&o entre 0s grupos.

A integridade endotelial do vaso foi avaliada através do relaxamento induzido
pela acetilcolina. Na artéria mesentérica de resisténcia de todos os grupos, a
acetilcolina foi capaz de reduzir a contragdo induzida pela fenilefrina, apresentando
mais de 70% de relaxamento. No entanto, ndo se observou alteracéo
estatisticamente significante dessa resposta de relaxamento entre as artérias dos
animais dos grupos Controle, Tempol Controle, Apocinina Controle, Candesartan
Controle, Diabético, Tempol Diabético, Apocinina Diabético e Candesartan Diabético
(Tabela 1).

5.2. Medidas de pressao arterial e freqliéncia cardiaca

Usando um probe de telemetria a presséao arterial e frequéncia cardiaca foram
monitoradas em camundongos conscientes e em movimento livre. As medidas de
pressao arterial média e frequéncia estdo representadas na Tabela 2. Os grupos
foram divididos em Controle, Tempol Controle, Apocinina Controle, Diabético,
Tempol Diabético, Apocinina Diabético Controles, Diabéticos, Tempol Diabéticos e
Apocinina Diabéticos. Apos 7 dias de monitoramento a presséo arterial média nao
diferiu entre os grupos. Koya e colaboradores em 2000 foram os primeiros a
medirem a pressao arterial em camundongos db/db e através do método tail cuff ndo
observaram diferenga na pressao arterial entre os grupos controle e db/db (Koya et
al., 2000). Outro grupo usando este mesmo método observaram aumento da
presséo arterial nos db/dbs (Bagi et al., 2005). Corroborando com os nossos dados
Belmadani e colaboradores usaram telemetria em db/dbs e também n&o acharam
diferengas entre os grupos (Belmadani et al., 2008). Ja outro estudo recente,
também utilizando o método de telemetria, observaram aumento da pressao arterial
nos animais diabéticos mas esse grupo fez a medida da pressdo em uma média de

3 dias enquanto que nosso estudo observou a pressao arterial por 5 dias, e



necessario lembrar que o ambiente onde se fazem as medidas deve ser 100% livre
de barulho porque qualquer interrupgdo externa pode alterar os registros, por isso
fomos muito conscientes a respeito deste fato (Su et al., 2008). Acredita-se que
esses animais venham a ficar hipertensos com a idade portanto a insercédo de
probes de telemetria e medida de pressdo arterial se faz necessaria em animais
mais velhos do que 16 semanas de idade.

A frequéncia cardiaca por sua vez estava reduzida nos animais diabéticos em
comparagao com o grupo controle. Os animais tratados com tempol e apocinina néao
diferiram significativamente dos outros grupos. NOs acreditamos que os animais
diabéticos apresentam frequéncia cardiaca reduzida devido ao fato de serem obesos
e se movimentarem menos que o0s animais controles. Su e colaboradores néao
encontraram diferengas significativas entre controle a db/db para frequéncia cardiaca
(Su et al., 2008). Redugéao da frequéncia cardiaca foi encontrada em camundongos
db/db conscientes com 3 meses de idade (Semeniuk et al., 2002). O grupo do
Panagia também observou redugao da frequéncia cardiaca nos animais db/db e
concluiram que essa redugao ocorreu em consequéncia de alteragdo do sistema
nervoso autbnomo, comumente observada em pacientes diabéticos, e que a
bradicardia leva a uma redugédo do débito cardiaco e redugdo da fracdo de ejecao

cardiaca nos animais diabéticos (Panagia et al., 2007).

5.3. Medidas de glicose sanguinea e peso corporal

Com 16 semanas de idade todos os animais diabéticos (tratados e nao
tratados) apresentaram significante aumento do peso corporal e glicose sanguinea
em jejum, o que é esperado que ocorra nesses animas desde 4 semanas de idade.
O tratamento com os antioxidantes Tempol e Apocinina e com o bloqueador do
receptor AT-1 Candesartan ndo foram capazes de reduzir o peso corporal e niveis
de glicose dos animais diabéticos (Tabela 3).

Os animais diabéticos se tornam obesos em torno de 3 a 4 semanas de
idade. Elevagdes de insulina no plasma comegcam de 10 a 14 dias e glicose
sanguinea de 4 a 8 semanas de idade. Eles séo poliuricos, polidipsicos e polifagicos
e possuem grande reducdo na producgao de insulina pelas células beta do pancreas

(Herberg e Coleman, 1977; Garris et al., 2005). Devido a esses fatos, € mais que



esperado o aumento significante de glicose sanguinea e peso corporal com 16
semanas de idade, como foi mostrado em nossos achados.

5.4. Medidas na artéria mesentérica de resisténcia através do uso do

miodgrafo de pressao

5.4.1. Medidas de diametros interno e externo, espessura de parede, relagao
média/liumem e area da camada média dos animais diabéticos e nao

diabéticos

Sob condi¢gdes passivas da artéria mesentérica de resisténcia o diametro
interno dos animais diabéticos se mostrou significativamente maior, nas pressdes
impostas, do que dos animais controles (Tabela 4; Figura 5A). O mesmo ocorreu
com o diametro externo (Tabela 4; Figura 5B). O aumento do diametro externo nos
animais diabéticos ocorreu em consequéncia do aumento do didmetro interno pois a
espessura de parede ndo foi alterada entre os grupos em nenhuma das pressdes
estudadas (Tabela 4; Figura 5C). Em consequéncia de um maior didametro interno
apresentado pelos animais diabéticos e inalteracdo na espessura de parede a
relagdo média / lumem se mostrou reduzida nos animais diabéticos em comparacao
com os animais do grupo controle em todas as pressoes estudadas. O aumento do
didmetro interno em diabetes pode ser causado por varios fatores. Korthuis e
colaboradores acreditam que, em diabetes, hiperglicemia, hiperosmolaridade e altos
niveis de glucagom no plasma induzem vasodilatacdo no leito vascular intestinal
(Korthuis et al., 1987).

Para avaliar se as artérias mesentéricas de resisténcia dos animais do grupo
diabético possuiam algum tipo de remodelamento, a area da camada média foi
calculada. A area da camada meédia das artérias dos animais diabéticos se
mostraram significativamente maior do que no grupo controle (Tabela 5; Figura 6A)
mesmo sem nenhuma diferengca da espessura de parede. Juntamente com o
aumento do diédmetro interno, o aumento da area da camada meédia caracteriza
remodelamento hipertréfico externo do vaso (Mulvany et al, 1996). Cooper e
colaboradores mostraram que artérias mesentéricas apresentam hipertrofia depois
de 3 semanas de diabetes experimental tipo 1 induzida pelo tratamento com

streptozotocina (STZ) (Cooper et al., 1994). Hipertrofia de parede sem mudancga de



diametro interno também foi achado em pequena artérias de pacientes com DMT2
(Schofield et al., 2002), bem como em idade fisiolégica avangada de ratas fémeas
expostas a alta pressao de pulso (Moreau et al., 1998). Em mesentéricas de ratos
tratados com STZ, Crijns e colaboradores observaram remodelamento eutréfico
externo (Crijns et al., 1999). Remodelamento hipertrofico externo associado com
hiperplasia de célula arterial em artérias de resisténcia foi encontrado em ratos
idosos (Laurant et al, 2004; Briones et al., 2007). Resultados similares foram
encontrados depois de 4 semanas de exposi¢do crénica a alto fluxo sanguineo
seguidos de aumento de espessura de parede (Pourageaud e De Mey, 1997) e sem
mudancgas na espessura de parede depois de 7 dias de exposi¢do (Unthank et al.,
1996). Endemann 2004 observou um persistente remodelamento hipertréfico externo
em artérias de resisténcia de pacientes com DMT2 mesmo apos tratamento com
anti-hipertensivos, ou seja, pressao arterial média normal, como em nossos
resultados (Endemann et al., 2004). As razoes para esses resultados contraditérios
obtidos em diabetes do tipo 1 € 2 ndo séo claras mas devem refletir diferengas de
leitos vasculares e a presenga ou auséncia de obesidade. Outra possibilidade seria
0 aumento do estresse oxidativo, em consequéncia da hiperglicemia, apresentados
por esses animais e a participagao da interagdo do sistema renina-angiotensina com
as AGEs, também resultando em um aumento do estresse oxidativo. Em
camundongos db/db a expressao e atividade da eNOS é regulada através da
produgao mitocondrial de estresse oxidativo, mediada pela glicose, mostrando a
importancia do estresse oxidativo na disfungdo endotelial (redugdo da produgao de
NO) e conseqlentemente nas complicagdes vasculares (Srinivasan et al., 2004). As
vias quimicas que levam a formagao de AGEs interagem junto ao sistema renina-
angiotensina estimulando a geracgéo de radicais livres e conseqientemente estresse
oxidativo, induzidos por ambos, glicose (hiperglicemia) e angiotensina Il (Jerums et
al., 2003). E uma ultima explicacdo para o remodelamento hipertréfico externo
encontrado por nés seria 0 comportamento alimentar dos camundongos db/db, que
comem constantemente enquanto estdo acordados, podendo estar associado ao

aumento do fluxo sanguineo no leito mesentérico.



5.4.2. Medidas de complacéncia e distensibilidade dos animais diabéticos e
nao diabéticos

As alteracbes crbnicas da estrutura vascular sdo coletivamente referidas
como remodelamento e devem ter efeitos importantes nas propriedades mecanicas
dos vasos, como complacéncia e distensibilidade (Levy et al., 1989).

A complacéncia é uma fungao de proteg¢ado do vaso e depende do tamanho do
diametro interno e das propriedades elasticas da parede vascular (Van Bortel et al.,
1995). Nossos resultados mostram que a complacéncia da artéria mesentérica em
funcdo da pressado intravascular (Tabela 5; Figura 6B) estava significativamente
aumentada no grupo diabético e os valores de complacéncia foram diminuindo
gradativamente a medida que altas pressdes foram aplicadas. O aumento da
complacéncia mostrado neste trabalho deve ocorrer em consequéncia do maior
diametro interno apresentado pelos camundongos db/db em comparagdao com os
controles. Distensibilidade € a complacéncia corrigida pelo tamanho do didmetro
interno e depende da massa e das propriedades intrinsecas da parede vascular (Yin
e Ting, 1992). Também é reconhecida como um determinante do estresse de parede
(Van Bortel et al., 1995). Uma menor complacéncia e distensibilidade foi observada
por varios autores que estudaram propriedades mecéanicas de artérias e arteriolas
em diabetes (Kastrup et al., 1987; Oxlund et al., 1989; Hill e Ege, 1994; Kool et al.,
1995), porém todos esses achados foram em diabetes do tipo 1 € nenhum desses
estudos foi realizado em artéria mesentérica. Nés acreditamos que o aumento da
complacéncia mostrado em nossos resultados ocorre em consequéncia de um maior
didmetro interno. As medidas de distensibilidade por sua vez, ndo se mostraram
diferentes entre os grupos controle e diabético em nenhuma das pressdes
estudadas (Tabela 5; Figura 6C). Este fato deve ter ocorrido porque mesmo com um
aumento do didmetro interno e do estresse de parede (dado discutido mais adiante),
que pode ser determinado pela distensibilidade, nos ndo observamos alteragéo na
espessura de parede nos animais diabéticos. Nés acreditamos que ocorra uma
adaptacdo entre as forgas que agem na artéria mesentérica o que deve estar
ajudando a determinar distensibilidade nesses vasos. Nossos resultados estdo de
acordo com os achados do Crijns e colaboradores que mostraram aumento da
complacéncia e redugao da distensibilidade em artérias mesentéricas de animais

diabéticos (Crijns et al., 1999). O grupo do Adrian também nao encontrou diferengas



em distensibilidade em artérias mesentéricas de ratos em idade avangada (Adrian et
al., 2004). Van Bortel e colaboradores também acreditam que o aumento da
complacéncia nédo implica automaticamente no aumento da distensibilidade arterial
(Van Bortel et al., 1995). Em compensagédo outros grupos discordam dos nossos
resultados, como reducdo da distensibilidade em artérias mesentéricas de ratos
hipertensos SHR (Briones et al, 2003), indiferenca em complacéncia e
distensibilidade em artérias mesentéricas de ratos SHR comparados com controles
(Qiu et al., 1995) e reducao da distensibilidade em arteriolas de ratos com diabetes
do tipo 1 tratados com STZ (Hill e Ege, 1994). Mais uma vez nenhum desses
resultados foi em DMT2.

5.4.3. Medidas de tensao de parede, estresse de parede e relagao stress/strain

nos animais diabéticos e nao diabéticos

A tensao de parede estava significativamente maior nos animais diabéticos
quando comparados com os controles em todas as pressdes estudadas (Tabela 6;
Figura 7A). O mesmo ocorreu com o estresse de parede nas pressdes 25, 50, 75,
100 e 125 mm Hg que foi aumentado a medida que as pressdes foram aumentadas
(Tabela 6; Figura 7B). Quando o estresse de parede (dinas / cm?) foi examinado em
funcdo do strain a curva stress/strain se mostrou deslocada para a direita nas
artérias mesentéricas dos camundongos diabéticos, indicando menos rigidez
apresentada pelos animais diabéticos quando comparados com os animais controles
(Tabela 6; Figura 7C).

A tensdo e estresse de parede sao baseados na lei de Laplace. Esta lei é de
fundamental importancia para o sistema cardiovascular e principalmente na pato
fisiologia do processo de remodelamento na parede vascular (Lehoux et al., 2006). A
lei de Laplace descreve a relacéo entre a diferenca de pressao transmural, o raio e a
espessura da parede do vaso como uma forga tensora. Com isso, a tensédo e
estresse de parede dependem da pressao transmural, do raio e da espessura de
parede nos tubulos vasculares (Glagov et al., 1992). Tensdo de parede € igual a
pressdo imposta multiplicada pelo raio (didmetro interno dividido por 2), portanto &
diretamente proporcional ao didmetro interno. Como, em nossos resultados, o
didmetro interno dos animais diabéticos € significativamente maior do que dos

animais controles o mesmo ocorreu com a tenséo de parede, o que significa que um



maior didmetro interno nos animais diabéticos leva a um aumento de tens&o na
parede do vaso. De acordo com o0s nossos achados aumento da tensédo de parede
foi encontrada em animais hipertensos (Qiu et al., 1995) e diabéticos (Crijns et al.,
1999). Estresse de parede também reflete diferengas do diametro interno (Wigg et
al., 2004). Nossos resultados mostraram aumento do estresse de parede, nas
pressdes adotadas, dos animais diabéticos em comparagdo com os controles, o que
ocorre em consequéncia de um maior didmetro interno que leva ao desenvolvimento
de hipertrofia nesses animais. Schofield e colaboradores acreditam que o aumento
do estresse de parede na vasculatura de resisténcia de diabéticos ocorre devido a
um ténus miogénico danificado o que deve ser um estimulo para a hipertrofia
vascular (Schofield et al., 2002). Ja Pourageaud e De Mey acreditam que, fora o
remodelamento externo, o aumento do fluxo sanguineo e acompanhado de
hipertrofia no intuito de normalizar o estresse de parede durante a expansao do vaso
(Pourageaud e De Mey, 1997). Redugé&o ou nao alteragdo do estresse de parede
esta relacionado com um balango geométrico devido a uma maior espessura de
parede em SHR (Qiu et al., 1995; Intengan et al., 1999; Briones et al., 2003) e em
ratos com alta idade (Briones et al., 2007). Vale a pena notar que os grupos que
observaram reducgdo ou inalteracdo do estresse de parede também apresentaram
aumento da espessura de parede o que nio foi observado em nossos achados. Nés
acreditamos que a tensao e estresse de parede estdo aumentados nos animais
diabéticos db/db em consequéncia de um maior didmetro interno e isso é uma
adaptacdo geométrica da vasculatura devido a inalteragdo da espessura de parede
e contribui para a hipertrofia vascular.

A relacéao stress/strain € uma medida que depende da geometria do vaso e da
complacéncia vascular e descreve a adaptagéo entre as forgas que agem na parede
da artéria mesentérica. Em geral, desvios para a esquerda na relagéo stress/strain
funcionalmente descrevem um vaso rigido e menos complacente. Nossos resultados
mostraram um desvio para a direita nas artérias dos animais diabéticos, indicando
uma reducdo da rigidez e maior complacéncia dos vasos comparados com 0s
controles. Esse resultado esta de acordo com o aumento da complacéncia das
artérias de diabéticos apresentados por nos (Figura 6B). Esses achados s&o a
primeira demonstracdo de aumento de complacéncia e redugao da rigidez dos vasos
de resisténcia de animais diabéticos desde que a maioria dos estudos tem mostrado

ou um desvio para a esquerda (Kizu et al., 2003; Briones et al., 2007) ou inalteragéo



da relagdo stress/strain (Wigg et al., 2004). Nés acreditamos que a redugado da
rigidez das artérias mesentéricas dos animais diabéticos seja em consequéncia de
uma maior complacéncia dessas artérias. Esses achados podem estar relacionados
a um desequilibrio causado pelo aumento do estresse oxidativo em diabetes, em
consequéncia da hiperglicemia, ou a um provavel aumento do fluxo sanguineo

intestinal em consequéncia da obesidade.

5.4.4. Efeito da acdo do estresse oxidativo e angiotensina Il sobre as
propriedades estruturais e mecanicas do terceiro ramo das artérias

mesentéricas de camundongos diabéticos e nao diabéticos

Uma vasculatura normal e caracterizada por fluxo laminar com uma liberagao
endotelial de o6xido nitrico resultando em vasodilatagcéo, inibicdo da adesao de
plaquetas, menor mobilizagdo de matriz e a ndo ativagao de células musculares lisas
vasculares. Em contraste, a doenga vascular € caracterizada por uma resposta
danosa que envolve mediadores, como a angiotensina, a induzir a produgao de
espécies reativas do oxigénio (ROS) celular que, em parte, vao mediar
vasoconstricgdo, mobilizagdo de matriz e um estado proliferativo das células
musculares lisas vasculares. Hiperglicemia e aumento de acidos graxos livres no
plasma sanguineo, caracteristicas de DMT2, levam a um escape de anions
superoéxido pelo processo respiratorio mitocondrial e ativagcdo da NAD(P)H oxidase
(Evans et al., 2002). Este paradigma propde que a doenga vascular representa a
desregulagdo da resposta a injuria vascular (Keaney, 2005). Devido ao fato da
geracgao celular de ROS ser uma parte critica dessa resposta o entendimento dos
mecanismos responsaveis pela geracdo de ROS relacionados a injuria e
consequente remodelamento vascular torna-se de consideravel interesse.

Para identificar a acdo do estresse oxidativo sobre o remodelamento nas
artérias mesentéricas de resisténcia dos animais diabéticos e ndo diabéticos os
animais foram tratados com dois tipos de antioxidantes. Primeiramente os animais
foram tratados com um inibidor da NAD(P)H oxidase (Apocinina, 5 mM) para
estabelecer se as espécies reativas do oxigénio eram produtos da formagédo de um
dos maiores meios de producédo de anions superdxidos nos vasos (Gorlach et al.,
2000; Griendling et al., 2000; Lassegue e Clempus, 2003). Posteriormente os

camundongos foram tratados com um mimético da superoxido dismutase, ou seja,



um varredor de radical livre permeavel a membrana (Tempol, 1 mM) para avaliar a
retirada direta dos anions superoxidos celulares. Para analisar a agao da
angiotensina Il nas artérias mesentéricas de resisténcia os animais diabéticos e ndo
diabéticos foram tratados com um inibidor do receptor AT-1 (Candesartan Cilexetil, 1
mg / kg / dia) durante 4 semanas na agua de beber. Todos os experimentos foram

realizados quando os animais estavam com 16 semanas de vida.

5.4.4.1 Medidas dos niveis de estresse oxidativo nos animais diabéticos e nao

diabéticos tratados ou ndo com antioxidantes

Antes de medir as agdes dos antioxidantes nos animais diabéticos e nao
diabéticos os tecidos das artérias mesentéricas de resisténcia foram submetidos a
ressonancia eletroparamagnética (EPR) para que as espécies reativas de oxigénio
fossem medidas através do marcador CMH. Uma reacéao rapida do anion superdxido
com o marcador CMH permite a detecgédo de anion superoéxido celular. CMH produz
um estavel nitroxido de CM que pode ser quantificado por EPR (Dikalov et al., 2007)

As medidas foram realizadas nas artérias mesentéricas de resisténcia do
animais dos grupos Controle (C), Diabético (db), Tempol Diabético (Tdb), Apocinina
Diabético (Adb) e Candesartan Diabético (CANdb). Como mostra a Figura 8 os
animais do grupo Diabético (8B) apresentaram aumento das espécies reativas de
oxigénio quando comparados com o grupo Controle (8A). O aumento de estresse
oxidativo apresentados pelos animais diabéticos foi reduzido pelos os tratamentos
com Tempol (8C), Apocinina (8D) e Candesartan (8E). Resultados similares em
camundongos db/db foram encontrados com os tratamentos com Tempol (San
Martin et al., 2007), Apocinina (Gao et al., 2007) e Candesartan (Shao et al., 2006).

Existem varios estudos demonstrando que pacientes diabéticos ndo possuem
somente aumento dos niveis de marcadores circulantes para radicais livres mas
também possuem menor defesa antioxidante (Seghrouchni et al, 2002; Martin-
Gallan et al., 2003). Hiperglicemia causa varias mudancas bioquimicas, como
aumento da atividade da via poliol, formacédo de AGEs a ativacédo da via PKC. Todas
essas mudangas, incluindo a hiperglicemia por si s6, podem resultar em producéo de
ROS e estresse oxidativo (He e King, 2004). Outros fatores circulantes que estao
elevados em diabetes, como acidos graxos livres e leptina, também contribuem para

0 aumento da geracao das espécies reativas do oxigénio (Jay et al., 2006).



A produgao de ROS vascular tem sido associada a varios sistemas incluindo
a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, lipoxigenases, cicloxigenase,
xantina e glicose oxidase, NADPH oxidases, sintases do 6xido nitrico, o citocromo
P450, peroxidases e varias hemoproteinas (Wolin et al., 2005). Entretanto, NADPH
oxidases catalisam um elétron do oxigénio usando NADH ou NADPH como doador
de elétron resultando na formac¢ao do radical anion superoxido. Este processo tem
sido bem reconhecido como o meio mais frequente de geracao de ROS em células

vasculares (Gorlach et al., 2000; Griendling et al., 2000; Lassegue e Clempus, 2003).

Em camundongos geneticamente diabéticos (db/db) a expressao e atividade
da eNOS é regulada através da produgado mitocondrial, mediada pela glicose, de
estresse oxidativo, mais uma vez mostrando a importancia do estresse oxidativo na
disfungcdo endotelial (redu¢do da producdao de NO) e consequentemente nas
complicagdes vasculares (Srinivasan et al., 2004).

Doenca vascular é caracterizada por disfuncao endotelial, remodelamento
vascular, e, em muitos casos, desenvolvimento de placas e oclusdo. Uma profunda
resposta inflamatoria local ocorre na vasculatura de animais diabéticos (db/db) e
essa resposta inflamatoria € em consequéncia de ambos, mecanismos dependentes
e independentes das espécies reativas do oxigénio (Martin-Gallan et al., 2003).
Remodelamento induzido por alto fluxo em ratos Zucher obesos esta associado com
excessiva producédo de anions superoxidos (Bouvet et al,, 2007). Em diabetes do
tipo 1 um acelerado remodelamento vascular foi observado em consequéncia do
aumento do estresse oxidativo (Sasaki et al., 2008). Nés acreditamos que essas
respostas inflamatdrias, bem como o aumento do estresse oxidativo, em diabetes

podem ser grande contribui dores do remodelamento da microvasculatura.

5.44.2 Respostas estruturais e mecanicas das artérias mesentéricas de

resisténcia ao tratamento com Apocinina ou Tempol

5.4.4.2.1. Medidas de diametros interno e externo, espessura de parede,
relagcdo média/lamem e area da camada média dos animais diabéticos e nao

diabéticos tratados com Apocinina ou Tempol



A maioria dos estudos com antioxidantes em diabetes, tendo como alvo o
sistema vascular, tem envolvido disfun¢do endotelial. Hiperglicemia esta intimamente
associada com disfungdo endotelial in vivo e as espécies reativas do oxigénio
parecem estarem envolvidas na mediagdo desta disfungdo (Giugliano et al., 1995;
Nassar et al., 2002; Gao et al., 2007). Retinopatia, uma das complica¢cdes de DMT2,
€ acompanhada pelo aumento do estresse oxidativo, o tratamento com tempol e
apocinina foi capaz de reduzir as complicagdes da retinopatia em DMT2 (Chen et al.,
2007). A administragcao de tempol e apocinina restaurou a dilatagdo dependente do
endotélio em camundongos db/db (Gao et al., 2007) e apenas tempol fez 0 mesmo
em ratos tratados com STZ (Nassar et al., 2002). Liu e colaboradores 2007
acreditam que a NADP(H) oxidase possui um papel importante nas doencgas
vasculares em diabetes mellitus (Liu et al., 2007).

Embora as consequéncias da disfungdo endotelial vascular e do estresse
oxidativo em DMT2 ja foram elucidadas pouco se sabe sobre a magnitude da
influéncia do estresse oxidativo no remodelamento estrutural microvascular induzido
por DMT2.

Apos 4 semanas de tratamento com Apocinina ou Tempol as respostas
produzidas pelos grupos Apocinina Controle (Tabela 7; Figura 9) e Tempol Controle
(Tabela 10; Figura 1) ndo foram significativamente diferentes das respostas
apresentadas pelo grupo Controle (Tabela 4) e as respostas do grupo Apocinina
Diabético e Tempol Diabético foram de mesma magnitude das do grupo Diabético
(Tabela 4) para os parametros didametro interno e externos, espessura de parede e
relacdo meédia/lumem em todas as pressdes estudadas. Os resultados nos
mostraram que a redugao do estresse oxidativo com o tratamento com Apocinina ou
Tempol ndo afetaram o aumento dos didmetros internos e externos e a reducgéo da
relagdo média/lumem apresentados pelo grupo Diabético pois as mesmas respostas
produzidas pelos grupos Controle e Diabético foram apresentadas pelos grupos
tratados com Apocinina ou Tempol. A fim de saber se o tratamento com Apocinina
ou com o antioxidante Tempol estavam alterando o remodelamento apresentado
pelo grupo Diabético a area da camada meédia das artérias mesentéricas de
resisténcia dos animais dos grupos Apocinina e Tempol Controles e Apocinina e
Tempol Diabéticos foi avaliada. A area da camada média das artérias do grupo
Apocinina Diabético apresentaram significante aumento em todas as pressoes

estudadas quando comparadas com o grupo Apocinina Controle (Tabela 8; Figura



10A) e esses valores também nao diferiram dos grupos Controle e Diabético (Tabela
5). Ja a area da camada média das artérias do grupo Tempol Diabético ndo se
mostraram significativamente maior do que no grupo Tempol Controle em todas as
pressdes estudadas (Tabela 11; Figura 13A) e esses valores também nao diferiram
dos grupos Controle e Diabético (Tabela 5). Provavelmente ndo houveram
diferengas entre os grupos tratados com Tempol devido ao fato dos valores do grupo
Tempol Controle estarem um pouco, mas nao significativamente, maiores que o
grupo Controle.

E bem sabido que a inibicdo da NAD(P)H oxidase com apocinina incrementa
a dilatagdo dependente do endotélio em DMT2 o que previne disfungdo endotelial
(Gao et al., 2007; San Martin et al., 2007; Wei et al., 2007; Zhang et al., 2008), mas a
participacdo deste inibidor no remodelamento vascular em diabetes ndo € bem
conhecida. Tempol reduziu a producido de anion superoxido, induzido pela
angiotensina Il, em artérias aortas e em consequéncia reverteu parcialmente as
respostas hipertroficas do musculo liso vascular de camundongos (Dikalova et al.,
2005). Tempol também preveniu a progressao da hipertenséo através da reducao do
remodelamento vascular e da concentragao de anion superoxido (Park et al., 2002).

Em nossos estudos a reducado do estresse oxidativo nao foi capaz de reduzir
o didmetro interno e a area da camada média que estavam aumentados nos animais
diabéticos. Como o aumento desses dois parametros sao indicativos de
remodelamento hipertréfico externo em vasos, o tratamento com Apocinina ou
Tempol ndo foram capazes de reverter o remodelamento apresentado pelos
camundongos diabéticos. Isso indica que o estresse oxidativo ndo esta envolvido no
remodelamento hipertréfico externo produzido no terceiro ramo das artérias
mesentéricas de resisténcia de camundongos diabéticos com 16 semanas de idade,

tratados com os antioxidantes por 4 semanas.

5.4.4.2.2. Medidas de complacéncia e distensibilidade dos animais diabéticos e

nao diabéticos tratados com Apocinina ou Tempol

A complacéncia da artéria mesentérica em funcéo da pressao intravascular se
apresentou aumentada nos grupos Apocinina e Tempol Diabético em respectiva
relagcdo aos grupos Apocinina e Tempol Controle nas pressdes intravasculares de

25, 50, 75 e 125 mm Hg mas n&o na pressao de 100 mm Hg (Tabela 8; Figura 10B e



Tabela 11; Figura 13B), entretanto n&o houveram diferengcas entre os grupos
Apocinina e Tempol Controle e Controle nem dos grupos Apocinina e Tempol
Diabético e Diabético (Tabela 5). As medidas de distensibilidade ndo se mostraram
diferentes entre os grupos Apocinina e Tempol Controle e Apocinina e Tempol
Diabético, respectivamente, em nenhuma das pressdes estudadas (Tabela 8; Figura
10C e Tabela 11; Figura 13C) e nem entre esses grupos e os correspondentes
Controle e Diabético (Tabela 5).

Na artéria braquial de paciente com DMT2 o tratamento com o antioxidante
Vitamina E também n&o foi capaz de alterar a complacéncia e distensibilidades
encontrados inicialmente (Paolisso et al., 2000). Em pacientes dislipidémicos a
reducao do colesterol foi capaz de reduzir o estresse oxidativo o que promoveu uma
melhora na distensibilidade das artérias de condutancia (Pirro et al, 2007). O
tratamento com Tempol em ratos expostos a hipoxia ndo melhorou a reduzida
distensibilidade das artérias femorais (Phillips et al., 2006).

Em nossos achados a redugcdo do estresse oxidativo pela inibicdo da
NAD(P)H oxidase ou pelo varredor de radical livre, Tempol ndo foi capaz de
normalizar a complacéncia que estava aumentada nos animais diabéticos. Nenhum
estudo comparavel ao nosso foi encontrado na literatura, € a primeira vez que esses
parametros estdo sendo analisados nas artérias mesentéricas de camundongos
db/db tratados com o antioxidante Tempol. O aumento da complacéncia
apresentado pelos animais diabéticos provavelmente ndo esta relacionado com o
aumento do estresse oxidativo que acompanha esses animais.

A complacéncia e distensibilidade vasculares refletem propriedades elasticas
e funcéo de protegcédo dos vasos e sao determinadas pelo [lUmem vascular e massa,
respectivamente (Yin e Ting, 1992; Van Bortel et al., 1995). Como o tratamento com
antioxidantes n&o foi capaz de reduzir o didametro interno aumentado dos animais
diabéticos e nem de alterar a espessura de parede (massa) n0s ndo esperavamos
que os tratamentos com apocinina e tempol fossem também capazes de reduzir a

complacéncia vascular.



5.4.4.2.3. Medidas de tensao de parede, estresse de parede e relagao
stress/strain nos animais diabéticos e nao diabéticos tratados com Apocinina

ou Tempol

A tenséo de parede se mostrou significativamente maior nos animais do grupo
Apocinina Diabético (Tabela 9; Figura 11A) e Tempol Diabético (Tabela 12; Figura
14A) quando respectivamente comparados com o grupo Apocinina e Tempol
Controles em todas as pressdes estudadas e esses valores nao diferiram dos
correspondentes Diabético e Controle (Tabela 6). O mesmo ocorreu com o estresse
de parede em todas a pressdes estudadas para Apocinina (Tabela 9; Figura 11B)
que também néo se diferiram dos correspondentes Controle e Diabético (Tabela 6).
O tratamento com Tempol normalizou os estresse de parede somente nas pressdes
25 e 50 mm Hg mas nao foi capaz de normalizar nas outras pressdes estudadas
(Tabela 12 Figura 14B). O tratamento com Tempol também n&o foi capaz de diminuir
0 estresse de parede apresentado pelas artérias mesentéricas dos camundongos
diabéticos nas pressdes 50, 75 e 100 mmHg.

O aumento do estresse de parede em diabetes deve ser um estimulo para
hipertrofia vascular, ou a hipertrofia e produzida na tentativa de reduzir o estresse de
parede (Pourageaud e De Mey, 1997; Schofield et al., 2002). Em hipertensao, o
aumento da tensao de parede tem um papel importante no remodelamento vascular
devido a efeitos bioquimicos do estresse oxidativo e do aumento da expressao do
fator de crescimento transformador (TGF-B) (Prado e Rossi, 2006). O grupo do
Tahvanainen 2006 acredita que o aumento da tensdo de parede em artérias
mesentéricas de animais hipertensos ocorreu em consequéncia de hipertrofia
vascular (Tahvanainen et al., 2006).

Os tratamentos com Apocinina ou Tempol ndo foram capazes de reduzir o
estresse e tensdao de parede das artérias mesentéricas de resisténcia de
camundongos diabéticos, muito menos de reduzir a hipertrofia nesses vasos.
Infelizmente a maioria das pesquisas envolvendo estresse e tensdo de parede sao
em hipertensdo e as pesquisas encontradas em diabetes ndo estdo relacionadas
com tratamentos com antioxidantes, o que leva a uma limitagdo na discusséo desses
parametros com os nossos dados.

A relagdo stress/strain e uma medida que depende da geometria da

complacéncia vascular e descreve a adaptagéo entre as forgas que agem na parede



da artéria mesentérica. Em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos STZ
(diabetes tipo 1) o tratamento com o antioxidante vitamina E n&o alterou a relagdo
stress/strain (Wigg et al., 2004). O tratamento com tempol também nao foi capaz de
alterar a relagao stress/strain em artérias de animais expostos a hipdxia (Phillips et
al., 2006).

As curvas de stress/strain dos grupos Apocinina e Tempol Controles e
Apocinina e Tempol Diabéticos se encontram exatamente entra as curvas dos
grupos Controle e Diabético ndo demonstrando significante deslocamento. Nos
acreditamos que o tratamento com Apocinina ou Tempol ndo foram capazes de
normalizar a redugdo da rigidez apresentada pelas artérias mesentéricas dos
camundongos diabéticos pois também nao reduziram a alta complacéncia nesses

vasos.

5.4.4.3. Respostas estruturais e mecanicas das artérias mesentéricas de

resisténcia ao tratamento com o bloqueador AT-1 Candesartan

5.4.4.31. Medidas de diametros interno e externo, espessura de parede,
relagcdo média/limem e area da camada média dos animais diabéticos e nao

diabéticos tratados com Candesartan

A participagao da angiotensina Il também foi avaliada neste estudo através da
utilizagcdo de um inibidor do receptor de angiotensina Il (receptor AT-1) através do
uso de Candesartan na agua de beber por 4 semanas. O didmetro interno do grupo
diabético tratado com Candesartan (Tabela 13; Figura 15A) em comparagao com o
grupo Candesartan Controle aumentou significativamente em todas as pressdes
estudadas na mesma magnitude do diametro interno do grupo Diabético (Tabela 4).
Todavia o didametro interno do grupo Candesartan Controle aumentou
significativamente em comparagao ao grupo Controle nas pressées 75, 100 e 125
mm Hg (Figura 15A). O mesmo ocorrido no didmetro interno ocorreu no didmetro
externo (Tabela 13; Figura 15B) entretanto o didmetro externo do grupo
Candesartan Controle aumentou significativamente em comparagdo ao grupo
Controle em todas as pressdes estudadas (Figura 15B). N6s acreditamos que este
aumento do didmetro interno em altas pressdes apresentado pelo grupo

Candesartan Controle ocorreu devido ao fato da retirada do vasoconstrictor



angiotensina Il e isso n&o ocorreu com o grupo Candesartan Diabético porque as
artérias mesentéricas dos animais diabéticos devem estar no seu aumento maximo
de didmetro interno devido ao remodelamento hipertréfico externo apresentado por
esses animais. O aumento do didmetro externo em todas as pressdes apresentado
pelo grupo Candesartan Controle ocorreu ndo sé devido ao fato da retirada do
vasoconstrictor angiotensina Il mas também porque a parede dos grupos tratados
com Candesartan se apresentaram um pouco aumentadas em relagdo aos grupos
Controle e Diabético, mesmo que néo significantes (Tabela 13; Figura 15C). Devido
ao pequeno, mas nédo significante, aumento da espessura de parede a relagéo
meédia/lumem ndo se mostrou significante nas pressdes 25 e 50 mm Hg entre os
grupos Candesartan Controle e Candesartan Diabético mas estava significante nas
pressodes 75, 100 e 125 mm Hg (Tabela 13; Figura 15D).

Para observar a participagdo da angiotensina Il no remodelamento exibido
pelos animais do grupo Diabético a area da camada média das artérias
mesentéricas de resisténcia dos animais dos grupos Candesartan Controle e
Candesartan Diabético foi avaliada. A area da camada média do grupo Candesartan
Diabético ndo se mostrou diferente das do grupo Candesartan Controle em todas as
pressdes estudadas (Tabela 14; Figura 16A) e nem diferente das do grupo Diabético
(Tabela 5). N&o houveram diferencas entre a area da camada média entre os
grupos Candesartan Controle e Candesartan Diabético porque a retirada da
angiotensina também proporcionou uma maior area da média nos animais
Candesartan Controle em comparagdo com o grupo Controle (Tabela 5) nas
pressdes 50, 100 e 125 mm Hg (Figura 16A).

Uma explicagao para as respostas de maior didmetro interno, maior didmetro
externo e maior area da camada média apresentadas pelos animais controles
tratados com candesartan seria devido ao fato de que o sistema renina-angiotensina
sofre uma upregulation nos camundongos db/db (Chu e Leung, 2007). Portanto
quando o fator contratil angiotensina Il foi retirado um aumento dos diametros e area
da camada média foram apresentados, na mesma magnitude, em ambos os grupos
(Candesartan Controle e Candesartan Diabético) mas esse aumento sé se mostrou
significante entre os grupos Controle e Candesartan Controle. Eto e colaboradores
(2003) observaram que o tratamento por 8 semanas com candesartan reduziu
significativamente o acumulo de colageno e elastina (Eto et al., 2003). Por isso, outra

explicagcédo plausivel seria devido ao fato do tratamento com candesartan reduzir o



acumulo de colageno e com isso permitir com que o vaso sofra uma maior
expanséo. O presente trabalho ndo realizou medidas de colageno.

O tratamento com candesartan por 24 semanas reduziu a hipertrofia arterial
em pacientes com hipertenséo (Spratt et al., 2001). O tratamento com o bloqueador
AT-1, TCV-116, reduziu ndo so a hipertrofia vascular mas também a hipertrofia do
ventriculo esquerdo e o mais interessante e que a dose de TCV-116 requerida para
a reducgao da hipertrofia vascular foi significativamente maior do que a dose para a
hipertrofia cardiaca levando o autor a concluir que a hipertrofia vascular deve ser
menos dependente de pressdo do que hipertrofia cardiaca (Obayashi et al., 1999).
Este fato € de tremenda importancia para o nosso estudo porque talvez se em
nossos experimentos nos tivéssemos administrado uma maior dose de candesartan
ou por um periodo de tempo prolongado poderiamos eventualmente ter achado
reducdo da hipertrofia vascular nos camundongos diabéticos. Apesar de algumas
respostas estarem aumentadas no grupo Candesartan Controle nenhuma diferencga
foi encontrada entre os grupos Candesartan Diabético e Diabético, mostrando que o
tratamento com candesartan nao foi capaz de reduzir o remodelamento apresentado
pelos camundongos diabéticos. Provavelmente o remodelamento hipertrofico
externo nas artérias mesentéricas dos camundongos diabéticos também nao esta

relacionado com as vias da angiotensina Il agindo nos receptores AT-1.

5.4.4.3.2. Medidas de complacéncia e distensibilidade dos animais

diabéticos e nao diabéticos tratados com Candesartan

Estudos clinicos indicam que inibidores da ECA e dos receptores AT-1
possuem mais efeitos benéficos na complacéncia vascular do que antagonistas de
célcio, B- bloqueadores e diuréticos, fora a redugao da pressao arterial causada por
essas drogas (Mcfarlane et al., 2003).

A complacéncia da artéria mesentérica em funcéo da pressao intravascular se
apresentou aumentada no grupo Candesartan Diabético em relagdo ao grupo
Candesartan Controle nas pressodes intravasculares de 25, 50 e 125 mm Hg mas
nao nas pressdes de 75 e 100 mm Hg (Tabela 14; Figura 16B), entretanto nao
houveram diferengas entre os grupos Candesartan Controle e Controle nem dos
grupos Candesartan Diabético e Diabético (Tabela 5). As medidas de

distensibilidade ndo se mostraram diferentes entre os grupos Candesartan Controle



e Candesartan Diabético em nenhuma das pressdes estudadas (Tabela 14; Figura
16C) e nem entre esses grupos e os correspondentes Controle e Diabético (Tabela
5).

O bloqueio do receptor AT-1 pelo tratamento com losartan aumentou a
complacéncia arterial durante o exercicio em pacientes com sindrome metabdlica
(Nashar et al., 2004). Ito e colaboradores (2002) afirmaram que o tratamento com
candesartan em ratos espontaneamente hipertensos nado estd diretamente
relacionado com a redugdo da pressao arterial mas com uma normalizagdo da
espessura de parede arterial levando a um aumento da complacéncia (lto et al.,
2002). O bloqueio da angiotensina Il pela inibicdo do receptor AT-1 nao foi capaz de
normalizar a complacéncia que estava aumentada nos animais diabéticos mas
manteve a distensibilidade inalterada entre os grupos. Em nosso caso como a
complacéncia das artérias mesentéricas dos animais diabéticos ja esta
significativamente aumentada nos acreditamos que a matriz extracelular esteja

limitando uma maior dilatagdo e complacéncia nesses vasos.

5.4.4.3.3. Medidas de tensdao de parede, estresse de parede e relagao
stress/strain nos animais diabéticos e nao diabéticos tratados com
Candesartan

A Tabela 15 e Figura 17A mostram que a tensdao de parede se mostrou
significativamente maior nos animais do grupo Candesartan Diabético quando
comparados com o grupo Candesartan Controle em todas as pressdes estudadas e
esses valores nao diferiram dos correspondentes Diabético e Controle (Tabela 6). O
mesmo ocorreu com o estresse de parede nas pressdes 75, 100 e 125 mm Hg
(Tabela 15; Figura 17B) que também n&o se diferiram dos correspondentes Controle
e Diabético (Tabela 6). Ja que a tensao e estresse de parede dependem da presséo
transmural, do raio e da espessura de parede nos tubulos vasculares (Glagov et al.,
1992) e como a pressao transmural é sempre a mesma estipulada por nés (25 — 125
mm Hg) e a espessura de parede néo foi significativamente diferente entre nenhum
dos grupos estudados, tanto a tens&o como o estresse de parede estédo diretamente
relacionados com o raio, ou seja, relacionados com o diametro interno. O tratamento

com candesartan nao foi capaz de reduzir o maior didmetro interno dos



camundongos diabéticos e consequentemente ndo normalizou o aumento de tens&o
e estresse de paredes apresentados pelo grupo Diabético.

As curvas de stress/strain dos grupos Candesartan Controle e Candesartan
Diabético se encontram entre as curvas dos grupos Controle e Diabético nao
demonstrando significante deslocamento (Tabela 15; Figura 17C). O tratamento com
candesartan e outros anti-hipertensivos reduziram substancialmente e na mesma
magnitude a rigidez arterial (Spoelstra-De Man et al., 2006). Esses resultados estao
de acordo com outro grupo que mostrou somente uma melhora na rigidez arterial
quando utilizou altas doses de candesartan (Shargorodsky et al., 2008). Em nossos
resultados a reducgéo da rigidez na artéria mesentérica de camundongos diabéticos
esta em acordo com uma maior complacéncia apresentada por esses animais. O
tratamento com candesartan por 4 semanas na agua de beber nao foi capaz de
alterar a complacéncia das artérias mesentéricas dos camundongos diabéticos e
consequentemente também n&o alterou a relacdo stress/strain apresentada por
esses animais.

O tratamento com candesartan parece ser bem efetivo em hipertensao e
diabetes ndo sé pela reducdo da pressao arterial mas também devido a alteracao
estrutural de parede vascular e redugdo do acumulo de colageno com consequente
diminuicdo do acumulo de matriz extracelular. Em nossos estudos a dose de 1 mg/
kg/ dia de candesartan na agua de beber por 4 semanas nao produziu alteragbes
significantes no remodelamento vascular de artérias mesentéricas de camundongos
diabéticos nem nas propriedades mecanicas passivas dessas artérias. As mesmas
respostas foram produzidas apos o tratamento com o inibidor da NAD(P)H oxidase
Apocinina (5 mM) e com o antioxidante Tempol (1 mM) nas mesmas condigbées. O
remodelamento hipertréfico externo nas artérias mesentéricas de camundongos com
DMT2 nao ocorre em consequéncia do estresse oxidativo e também nado esta
relacionado com as vias da angiotensina Il agindo nos receptores AT-1 quando

estes animais estavam com 16 semanas de idade e tratados por 4 semanas.



5.5. Expressao das proteinas regulatérias de matriz extracelular (ECM) e de
fatores de crescimento em tecidos de artérias mesentéricas de resisténcia de

animais diabéticos e nao diabéticos

DMT2 e uma condicdo que esta associada com varias toxicidades
metabdlicas e crénico estimulo a injuria. O desequilibrio desses fatores leva a
diversos processos toxicos e ao desequilibrio da resposta da matriz extracelular
(ECM) resultando em remodelamento vascular (Hayden et al, 2005). Para
determinar se o desequilibrio das proteinas regulatérias da matriz estava envolvido
nas alteracdes da parede dos camundongos diabéticos db/db nds realizamos analise
de western blot para verificar a expressao de algumas dessas proteinas.

Os mecanismos moleculares que levam ao acumulo e turnover de ECM em
artérias de resisténcia de diabéticos ndo foram extensivamente estudados. O
remodelamento da ECM ¢ influenciado por ambos, forcas hemodindmicas e fatores
extrinsecos, bem como hiperglicemia, citocinas inflamatérias, estresse oxidativo e
fatores de crescimento (Zieman et al., 2005). No presente estudo, o remodelamento
da parede vascular de artérias mesentéricas foi acompanhado de mudangas nas
proteinas regulatérias de matriz resultando em provavel acumulo da ECM e aumento
da complacéncia vascular. Isto foi de certa forma surpreendedor, desde que o
acumulo de matriz e postulado ser associado a rigidez vascular e remodelamento
eutrofico (Arribas et al., 2006). N6s ndao medimos colageno, mas acreditamos que
exista um maior acumulo de colageno do tipo 3 que é mais elastico do que de
colageno do tipo 1 que é mais rigido. Além disso, o concomitante aumento de
ambas, moléculas pro-fibréticas e anti-fibréticas € indicativo de dindmico turnover de
matriz e remodelamento levando a um desequilibrio que favorece a deposicdo de
ECM. Amostras de plasma e urina de pacientes diabéticos mostra um importante
aumento de MMPs e TIMPs, refletindo um anormal metabolismo de ECM (Derosa et
al., 2007; Thrailkill et al., 2007).

A expressédo de MMP-2 e MMP-9 parece ser regulada por estresse oxidativo,
uma vez que eles sdo ativados por espécies reativas do oxigénio (ROS)
(Rajagopalan, Meng et al., 1996). Foi demonstrado em nossos resultados que a
expressdao de MMP-9 estava aumentada em camundongos diabéticos comparados
com controles (Figura 18B) o que pode ser em consequéncia do aumento do

estresse oxidativo mostrado pelos diabéticos (Figura 8). N&o houve significante



diferengca na expressdo de MMP-2 entre os grupos Controle e Diabético (Figura
18A).

E sabido que diabetes tipo 2 é uma condicao inflamatéria (Hoatamisligil et al,
1993). MMP-12 ndo somente digere elastina mas também degrada membrana basal,
0 que permite a penetracdo de macrofagos nos tecidos durante um processo
inflamatério (Gronski et al.,, 1997). Uemura e colaboradores (2001) demonstraram
um aumento da atividade e expressdo de MMP-9 em células endoteliais durante
hiperglicemia (Uemura et al., 2001). MMP-9 e MMP-12 podem hidrolisar elastina, o
que deve facilitar a resposta pro-inflamatéria na parede do vaso (Hayden et al.,
2005). No presente estudo MMP-12 estava aumentada no grupo Diabético em
comparagao ao grupo Controle (Figura 18C), isso deve ter ocorrido devido a
condigao inflamatéria apresentada fisiologicamente pelos animais diabéticos. Outra
consideracao importante e que MMP-2 e considerada uma enzima constitutiva e
MMP-9 uma enzima induzivel em diferentes tipos de células. Essa consideracao
pode explicar o fato de que em nossos resultados MMP-9 estava altamente
expressada pelos tecidos vasculares dos animais diabéticos e MMP-2 nao estava.
Por ser uma enzima constitutiva e estar sempre presente no tecido vascular talvez
medidas tardias da expressdo de MMP-2, ou seja, além de 16 semanas de idade,
possam se mostrar altamente expressivas no tecido vascular dos animais diabéticos,
uma vez que a ECM estd em processo de rearranjo. Death e colaboradores (2003)
demonstraram alta expresséao e atividade de MMP-2 e MMP-9 em células endoteliais
e mondcitos derivados de macrofagos sob influéncia de altos niveis de glicose em
relevantes concentragdes diabéticas (Death et al., 2003). A alta expressdo de MMPs
indica uma tendéncia a uma maior degradacao da ECM.

O balango entre matriz metaloproteinases (MMPs) e seus inibidores teciduais
(TIMPs) possui um importante papel no remodelamento vascular (Nagase et al,
1999). Um disturbio nesse balango entre MMPs e TIMPs podem levar ao excesso de
acumulo ou degradagao de ECM (Kenichi et al., 2004). Mudangas na atividade e
expressdo de MMPs ou no balango com os seus inibidores naturais (TIMPs) deve
contribuir para o remodelamento de artérias de resisténcia através da modulagao da
composi¢cdo da ECM (Brassard et al., 2005). Nossos experimentos mostraram que
as expressdes de TIMPs 1 e 2 aumentaram significativamente nos animais
diabéticos quando comparados aos controles (Figura 19). O aumento da expressao

de TIMPs representa a sua agao pro-fibrética o que leva a uma maior tendéncia ao



acumulo de ECM, provavelmente na tentativa de balancear a degradacéo da ECM
pelo aumento da expressdo de MMPs.

O pro-fibrético inibidor de ativador de plasminogénio-1 (PAI-1) esta
aumentado em diabetes, resisténcia a insulina e hipertensao (Mcfarlane et al., 2003).
O fator de crescimento transformador- (TGF-) também é um mediador chave do
acumulo de ECM em rins de animais diabéticos e sua sintese &€ aumentada e
situagdes de alta glicose. TGF- também estimula a sintese de PAI-1 (Peters et al.,
1998; Alessi et al, 2000). Nossos experimentos demonstraram aumento da
expressdo de ambos, TGF-B e PAI-1, pelos animais do grupo diabético quando
comparados com os camundongos do grupo Controle (Figura 20). De acordo com os
nossos resultados Samad e colaboradores (1997) observaram niveis elevados na
expressao de TGF-B em tecido adiposo de camundongos obesos e sugeriram que
esse aumento ocorreu em consequéncia do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) o
que levou a um aumento dos niveis de PAI-1 (Samad et al., 1997). Camundongos
obesos apresentaram aumento dos niveis plasmaticos de PAI-1 associado com
aumento da expressao de PAI-1 em tecido adiposo o que sugere uma contribuigao
especifica desse tecido no aumento dos niveis plasmatico de PAI-1 (Samad e
Loskutoff, 1996). Um grande suporte para a presenga de PAI-1 em tecido adiposo é
que a perda de peso secundaria a restricdo caldrica ou procedimento cirurgico é
associada com redugdo da atividade de PAI-1 (Primrose et al., 1992). Outra
importante consideragdo para os nossos estudos € que os niveis de PAI-1
circulantes tem sido mostrados ser um alvo induzivel controlado por resisténcia a
insulina associada a obesidade (Juhan-Vague et al., 1991). O aumento da
expressao de TGF-B e PAI-1no tecido vascular de camundongos diabéticos leva a
um aumento do acumulo de ECM juntamente com o aumento dos outros fatores pro-
fibroticos TIMP-1 e TIMP-2 que vao contra a acao anti-fibrética em consequéncia do
aumento das MMPs tendenciando a degradagé&o da ECM.

O aumento da expressdao de PAI-1 e TGF-B em nossos estudos deve ter
ocorrido em consequéncia de hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e obesidade
levando a um acumulo de matriz extracelular e desequilibrio do balanco
MMPs/TIMPs. Futuros estudos se fazem necessarios para determinar a relagao
entre o0 remodelamento da matriz e as propriedades mecanicas das artérias

mesentéricas de resisténcia no modelo db/db.



5.6. Associacdao do fluxo sanguineo com o remodelamento hipertréfico
externo das artérias mesentéricas de resisténcia de camundongos diabéticos
db/db

Em resumo, constatamos que as artérias mesentéricas de resisténcia de
camundongos diabéticos apresentam remodelamento hipertréfico externo e que o
estresse oxidativo e as vias da angiotensina Il ndo estao envolvidas neste processo
de remodelamento. E tentador especular que nesse leito vascular existe a influéncia
de um aumento do fluxo sanguineo secundario a uma polifagia apresentada por
esses camundongos db/db obesos. Este alto fluxo sanguineo deve estar
compensando a influéncia da inflamacgao, estresse oxidativo e hiperglicemia que,
como ja foi discutido anteriormente, governam o remodelamento vascular em
diabetes.

Alteracdes estruturais na parede de pequenas artérias sdo um dos maiores
preceptores de evento cardiovascular em populag¢des de alto risco (Rizzoni et al.,
2003). Artérias mesentéricas de resisténcia consistem em pequenas artérias e
arteriolas que sdo usadas para o estudo de doencas microvasculares. Cooper e
colaboradores (2004) mostraram que a arvore vascular mesentérica apresenta
hipertrofia apds 3 semanas de diabetes experimental induzida pelo tratamento com
streptozotocina (STZ) (Cooper et al., 1994). Hipertrofia de parede sem alteracéo de
didmetro interno também foi encontrada em pequenas artérias de pacientes com
DMT2 (Schofield et al., 2002) bem como em ratas em idade fisiolégica avangada
(Moreau et al., 1998). O remodelamento vascular se apresenta diferente
dependendo do modelo animal e do leito vascular estudado. Um exemplo é que o
remodelamento eutréfico externo foi observado em ratos STZ (Crijns et al., 1999). Ja
ratos com idade fisiologica avangada apresentaram remodelamento hipertrofico
externo seguido de hiperplasia celular (Laurant et al., 2004; Briones et al., 2007).
Este ultimo tipo de remodelamento também foi observado depois de 7 dias de
exposi¢cao crénica a um alto fluxo sanguineo sem alteragbes de espessura de
parede (Tulis et al., 1998) ou seguido de um aumento da espessura de parede apos
4 semanas de exposicao a alto fluxo (Pourageaud e De Mey, 1997). De acordo com
os ultimos exemplos nossos resultados também demonstraram remodelamento
hipertréfico externo sem alteragdes de espessura de parede em artérias

mesentéricas de camundongos diabéticos com 16 semanas de idade.



Espessura, composicédo e arquitetura da parede arterial, incluindo espessura
e composicao da intima, sdo normalmente determinados por estresses impostos por
pressdo e fluxo (Glagov et al., 1992). Devido ao fato de que ndo encontramos
diferengas na pressao arterial nés assumimos que o fluxo sanguineo deve estar
aumentado no leito mesentérico o que deve estar causando nossos parametros
arquiteturais vasculares. Dando ainda mais suporte para os nossos dados 2 grupos
mostraram que o fluxo sanguineo para o intestino estava aumentado em diabetes
mellitus experimental (Korthuis et al., 1987; Hill e Larkins, 1989). Friedman e
Ramirez (1994) acreditam que o fluxo sanguineo esta aumentado para a area
mesentérica devido a uma marcada hiperfagia presente em animais diabéticos
(Friedman e Ramirez, 1994). Todos esses fatos sao estimulos bem aceitaveis para o
remodelamento hipertréfico externo.

Varios grupos tém mostrado remodelamento hipertréfico externo em artérias
de resisténcia como resultado de um aumento crénico do fluxo sanguineo (Zarins et
al., 1987; Unthank et al., 1996; Pourageaud e De Mey, 1997; Tulis et al., 1998; Tuttle
et al., 2001). Devido ao fato dos camundongos diabéticos db/dbs serem obesos
desde 4 semanas de idade e apresentarem polifagia no6s acreditamos que o
remodelamento hipertréfico externo pode ser primeiramente causado por um
aumento do fluxo sanguineo e shear stress para o leito mesentérico. A explicagéo
para o remodelamento induzido por alto fluxo sanguineo deve ser pela presenca de
um alto shear stress com consequente liberagcao de éxido nitrico (NO) pelo endotélio.
Tronc e colaboradores (1996) observaram que a inibigdo de NO por L-NAME reduziu
os efeitos do alto fluxo em artéria carétida comum (Tronc et al., 1996). Ja o Koller
(2006) especulou em sua pesquisa que a liberagdo de NO induzida por um alto
shear stress inibiu transglutaminases teciduais (tTG), resultando em remodelamento
hipertréfico por permitir a quebra do cross-linking proteina-proteina da ECM (Koller,
2006). Algumas possibilidades para o remodelamento hipertréfico externo devem ser
consideradas: 1) Quando a vasodilatagdo é cronicamente mantida a alta
concentracdo dos fatores vasodilatadores derivados do endotélio leva a um
remodelamento externo; 2) O remodelamento externo pode ser em consequéncia da
hipertrofia arterial resultante de um elevado estresse de parede; 3) Respostas
endoteliais induzidas por shear stress incluem liberacdo de vasodilatadores bem

como liberagdo de moduladores da ECM, como por exemplo o TGF-8 e 4) A



vasodilatagdo pode nao ser suficiente e um alternativo e lento processo estrutural é
ativado com o intuito de normalizar shear stress (De Mey et al., 2005).

Contudo mesmo nao tendo feito medidas do fluxo sanguineo intestinal dos
camundongos Diabéticos e Controles o remodelamento hipertréfico externo parece
refletir uma resposta integrada da combinagdo de hemodinadmica regional,

resisténcia a insulina, hiperglicemia, inflamacao e obesidade.



VI. Conclusao

As artérias mesentéricas de resisténcia de camundongos diabéticos db/db
apresentam remodelamento hipertréfico externo que € acompanhado de alta
complacéncia e estresse de parede.

O estresse oxidativo nao estd envolvido no remodelamento das artérias
mesentéricas de camundongos db/db com 16 semanas de idade tratados por 4
semanas com antioxidantes.

O remodelamento hipertréfico externo parece refletir uma resposta integrada
da combinagao de hemodinamica regional, inflamacao e obesidade.

Mudangas no balango entre fatores anti e pro-fibréticos resultaram no
acumulo da matriz extracelular provavelmente na tentativa de limitar o

remodelamento hipertréfico externo.
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