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RESUMO 

 

SARTORETTO, S. M. Avaliação dos mecanismos envolvidos na redução da 
contração vascular em aortas de ratas diabéticas: papel da iNOS e insulina. 
2013. 93 f. Tese (Doutorado em Farmacologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo, São Paulo, 2014. 

Disfunção endotelial e aumento da pressão arterial são complicações comuns no 
diabetes, mas redução da reposta contrátil vascular e da pressão arterial foram 
observadas em ratos diabéticos. A contração à noradrenalina está reduzida também 
em aorta de ratas diabéticas. Inibição da atividade da iNOS corrige a pressão arterial 
reduzida em ratos diabéticos. O diabetes e alta concentração de glicose pode alterar 
o perfil de expressão dos receptores de estrógeno ESR1 e ERS2. Os efeitos 
cardiovasculares benéficos do estrógeno são mediados pelo receptor ESR1, sendo 
que a ativação do receptor ESR2 induz a expressão de fatores pró-inflamatórios, 
incluindo a iNOS. Além dos efeitos metabólicos, a insulina regula a produção de 
esteroides sexuais, mas seu efeito sobre os receptores desses esteroides e quanto 
desse efeito influencia seus efeitos vasculares não são bem entendidos. O objetivo 
do presente estudo foi investigar se, em ratas diabéticas, o aumento da expressão 
da iNOS/geração de NO pode ser responsável pela redução da contração vascular. 
Além disso, avaliamos o efeito do tratamento com insulina sobre a contratilidade 
vascular e a expressão de receptores de estrógeno em aorta de ratas diabéticas. 
Ratas Wistar (180-200 g) receberam injeção de aloxana ou salina e foram divididas 
em quatro grupos: controle, diabética, diabética tratada com 6 UI/dia de insulina 
NPH durante 15 dias e diabética tratada com o inibidor da iNOS L-NIL (3 mg/kg/dia) 
durante 30 dias. Os tratamentos iniciaram-se 15 e 3 dias após a indução do 
diabetes, respectivamente. Trinta dias após a indução do diabetes, observamos 
aumentada expressão proteica da iNOS e de proteínas s-nitrosiladas em aorta e 
aumentada concentração plasmática de NO. O tratamento com insulina corrigiu 
estas alterações, contudo, sem ter normalizado a glicemia. O tratamento com L-NIL 
reduziu a expressão de proteínas s-nitrosiladas e a concentração de NO. Tanto a 
contração induzida por agonistas adrenérgicos quanto por cloreto de potássio foi 
reduzida em anéis de aorta sem endotélio de ratas diabéticas, porém os tratamentos 
com insulina e com L-NIL corrigiram apenas a resposta adrenérgica. Aumentada 
expressão dos receptores de estrógeno ESR2 e GPER também foi observada em 
aorta de ratas diabéticas, que foi corrigida pelo tratamento com insulina, mas não 
com L-NIL. O antagonismo agudo do ERS2 não teve efeito sobre a contração 
induzida pela noradrenalina em aorta de ratas controles e diabéticas. Nossos 
resultados mostram que o aumento da expressão da iNOS/geração de NO é 
responsável pela redução da resposta contrátil induzida por ativação de receptor 
adrenérgico, mas não daquela induzida por despolarização direta da membrana. A 
insulina modula negativamente a expressão da iNOS e dos receptores ESR2 e 
GPER em aorta de ratas diabéticas, efeito que pode contribuir com a restauração da 
contração induzida por agonistas adrenérgicos. O receptor ESR2 pode estar 
envolvido na redução da resposta a agonistas adrenérgicos, mas envolve 
mecanismos que não podem ser inibidos agudamente. 

Palavras-chave: Diabetes. iNOS. Fêmeas. Receptores de estrógeno. Reatividade 
vascular. 



 

 ABSTRACT 

 

SARTORETTO, S. M. Mechanisms involved in the reduced vascular contraction 
in aortas of diabetic female rats: a role of iNOS and insulin. 2013. 93 p. Ph. D. 
thesis (Pharmacology) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São 
Paulo, São Paulo, 2014. 

Endothelial dysfunction and increased blood pressure are common complications 

observed in diabetes. However reduced blood vessel contractile responses and 

mean arterial pressure have been found in diabetic male rats, whereas noradrenaline 

response is also reduced in aorta isolated from diabetic female rats. iNOS inhibition 

recovers the reduced blood pressure found in diabetic male rats. Diabetes and high 

levels of glucose alter the expression of estrogen receptor ESR1 and ERS2. The 

beneficial cardiovascular effects of estrogen are mediated by ESR1 and ESR2 

activation induce the expression of pro-inflammatory factors, including iNOS. In 

addition to the metabolic effects, insulin also regulates the production of sex steroids, 

yet if insulin regulates the steroid receptors and how that impacts blood vessel 

responses is still not very well understood. The aim of this study was to investigate in 

diabetic female rats whether the increased expression of iNOS / NO bioavailability 

may contribute to the reduction of vascular contraction. Furthermore, we evaluated 

the effects of insulin therapy on vascular contractility and the expression of estrogen 

receptors in aorta of diabetic female rats. Female Wistar rats (180-200 g) were 

injected either with alloxan or saline and then divided in four groups: control, diabetic, 

diabetic treated with insulin NPH (6 IU/day, for 15 days), and diabetic treated with the 

iNOS inhibitor L-NIL (3 mg/kg/day, for 30 days). The treatments started out 15 or 3 

days after diabetes induction, respectively. Thirty days after the induction, we 

observed increased protein expression of iNOS and protein s-nitrosylation in the 

aorta and higher levels of plasmatic NO. Insulin treatment corrected these changes, 

without normalizing blood glucose levels. L-NIL treatment reduced the expression of 

protein s-nitrosylation and NO levels. Diabetic female aorta, deprived of endothelium, 

had a reduced maximum response to noradrenaline, phenylephrine, and potassium 

chloride when compared to control counterparts, but insulin and L-NIL treatments 

only recovered the adrenergic response. Increased expression of estrogen receptors 

GPER and ESR2 was also observed in the aorta of diabetic female rats, which was 

corrected by insulin treatment, but not by L-NIL. An ESR2 antagonist had no effect 

on contractile responses to noradrenaline in aorta isolated from control  and diabetic 

rats. Our results show that the increased expression of iNOS / NO generation is 

responsible for the reduction of the contractile response induced by activation of 

adrenergic receptors, but not by direct membrane depolarization. Insulin negatively 

modulates the expression of iNOS, ESR2, and GPER receptors in diabetic aortas; 

this effect may contribute to restore the adrenergic response. The ESR2 receptor 

may be involved in the reduction of the response to adrenergic agonists, but involve 

mechanisms that could not be acutely inhibited. 



 

Keywords: Diabetes. iNOS. Female. Estrogen receptors. Vascular reactivity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Diabetes mellitus e complicações vasculares 

 

O diabetes mellitus é um conjunto de alterações metabólicas de etiologia 

múltipla, caracterizada por hiperglicemia crônica e alterações do metabolismo de 

carboidratos, gorduras e proteínas, como resultado de um defeito da secreção e/ou 

da ação da insulina nos tecidos-alvo. O diabetes tipo 1 é caracterizado pela 

ausência completa da produção endógena de insulina. Já no diabetes tipo 2, o 

aumento da glicose sanguínea resulta da resistência à insulina e deficiência relativa 

da produção de insulina (RYDÉN et al., 2007). 

A Federação Internacional do Diabetes estima que atualmente 382 milhões de 

pessoas no mundo tenham diabetes e a estimativa é de que no ano 2035 esse 

número chegue a 592 milhões (INTERNACIONAL DIABETES FEDERATION, 2013). 

Doenças microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e macrovasculares 

(cardíacas, cerebrovasculares e vasculares periféricas) são frequentemente as 

principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes com diabetes tipo 1 e 2. 

A disfunção endotelial frequentemente está associada a estas complicações (De 

VRIESE et al., 2000). 

A disfunção endotelial é um desequilíbrio na produção endotelial de 

mediadores que regulam o tônus vascular, agregação plaquetária, coagulação e 

fibrinólise. Também é frequentemente referida como redução no relaxamento 

dependente do endotélio, causada pela redução da biodisponibilidade do óxido 

nítrico (NO), muito embora a produção de outras substâncias vasoativas derivadas 

do endotélio, como a prostaciclina, fator hiperpolarizante derivado do endotélio, 

endotelina, angiotensina II e tromboxano, também possa estar alterada 

(MOMBOULI; VANHOUTE, 1999).  

Redução da vasodilatação dependente do endotélio foi descrita na aorta 

(CAMERON; COTTER, 1992; HATTORI et al., 1991; NASSAR et al., 2002; PIEPER; 

PELTIER, 1995; SCHÄFER et al., 2008; TESFAMARIAM et al., 1989; 

TESFAMARIAM et al., 1993), no leito vascular mesentérico estudado in vitro 

(HEYGATE et al., 1995; KEEGAN et al., 2000; LINDSAY et al., 1997; 

PANNIRSELVAM et al., 2002) e na microcirculação mesentérica estudada in vivo 

(AKAMINE et al., 2003; FORTES et al., 1983a, b, 1984, 1989) de animais diabéticos 
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induzidos experimentalmente. Esta alteração também foi demonstrada no corpo 

cavernoso de homens (SAENZ DE TEJADA et al., 1989) e de ratos (KEEGAN et al., 

2000) diabéticos e na artéria braquial de homens diabéticos (KIM et al., 2003). Além 

disso, aumento da resposta contrátil foi descrita em aorta e artérias mesentéricas 

(CHANG et al., 1993; HARRIS; MACLEOD, 1988; MACLEOD, 1985; OKON et al., 

2003; XAVIER et al., 2003) de ratos diabéticos estudadas in vitro.    

Embora redução da resposta vasodilatadora e aumento da contração vascular 

e da pressão arterial sejam as alterações do diabetes mais observadas (EPENS et 

al., 2006; KHAMAISI et al., 2003), redução da pressão arterial e da contração 

vascular foram observadas em pacientes e em modelos experimentais de diabetes 

tipo 1 do gênero masculino (CHENG; PANG, 2004; GANDO et al., 1997; MAEDA et 

al., 1995; NAGAREDDY et al., 2006, 2009; REBOLLEDO et al., 2001; RINALDI et 

al., 2005). Recentemente em nosso laboratório, observamos que a contração do 

músculo liso em resposta ao cloreto de potássio e à noradrenalina está reduzida em 

aorta sem endotélio de ratas diabéticas (SARTORETTO et al., 2012). 

O aumento da concentração de cálcio intracelular, proveniente do retículo 

sarcoplasmático é um dos principais processos que inicia a contração vascular 

induzida por agentes vasoconstritores, sendo que o influxo de cálcio é crítica para 

manter elevada a concentração do íon e a contração (HIMPENS et al., 1995). Tanto 

a mobilização do cálcio do estoque intracelular, quanto o influxo de cálcio, em 

resposta à noradrenalina estão reduzidos em aorta de ratas diabéticas 

(SARTORETTO, 2009). A expressão e a função do receptor para o inositol 1,4,5-

trifosfato (IP3) (MA et al., 2008; SHARMA et al., 2003) e dos canais para cálcio 

dependentes de voltagem tipo L (CARMINES et al., 1996; WANG et al., 2000) estão 

reduzidas em células do músculo liso de ratos diabéticos.  

A fosforilação da cadeia leve da miosina em plaquetas de mulheres diabéticas 

(GUZMÁN et al., 2001), o conteúdo e a fosforilação da cadeia leve da miosina e o 

conteúdo da cinase da cadeia leve da miosina nos cardiomiócitos de ratos diabéticos 

(LIU et al., 1997) estão reduzidos. A exemplo do que ocorre em outros tipos 

celulares, o conteúdo das proteínas contráteis de células do músculo liso vascular e 

a sensibilidade dessas proteínas ao cálcio também poderiam sofrer alterações 

induzidas pelo diabetes e contribuir para a redução da contração vascular.   

 



24 
 

 

1.2  iNOS/geração de NO e alterações vasculares 

 

O NO é produzido pela enzima óxido nítrico sintase (NOS). Existem três 

isoformas da NOS: a NOS neuronal (NOS I ou nNOS), a NOS induzível (NOS II ou 

iNOS) e a NOS endotelial (NOS III ou eNOS), as quais foram originalmente 

encontradas no cérebro, macrófagos e endotélio, respectivamente. A eNOS e nNOS 

são isoformas constitutivas (cNOS), já a expressão da iNOS é induzida por citocinas 

pró-inflamatórias e por alta concentração de glicose (CUNHA et al., 1994; 

PACHECO et al., 2006; TER STEEGE et al., 1998). As cNOS são reguladas pelo 

complexo cálcio (Ca2+)-calmodulina e produzem NO de maneira controlada, por 

curto período (segundos até minutos) e em pequena quantidade (nanomolares). 

Diferentemente das cNOS, a ativação da iNOS é independente de cálcio e produz 

NO por longo tempo (horas e dias) e em maior quantidade (micromolares) (BIAN; 

MURAD, 2003). O NO derivado da eNOS é importante mediador da vasodilatação, 

regulando o fluxo sanguíneo regional aos tecidos (FURCHGOTT, 1999). Por outro 

lado, a ativação da iNOS, é danosa para o sistema cardiovascular, pois essa enzima 

produz alta concentração de NO, promovendo redução da contração do músculo liso 

vascular, como resultado do aumento da produção de GMPc e da diminuição da 

concentração do cálcio intracelular (MACMICKING et al., 1995; MONCADA et al., 

1991; THIEMERMANN, 1994), e intensa vasodilatação (PARRILLO et al., 1993).  

A elevada concentração de NO pode promover modificações pós-tradução de 

proteínas, como nitração e s-nitrosilação (MARTÍNEZ-RUIZ et al., 2011). NO e ânion 

superóxido são altamente reativos e rapidamente formam peroxinitrito 

(ISCHIROPOULOS, 1998). A nitração de proteínas é mediada principalmente pelo 

peroxinitrito, que promove nitração dos resíduos de tirosina (TURKO; MURAD, 

2002). Esta reação envolve a incorporação de um grupo nitro (-NO2) no anel fenólico 

de resíduos de tirosina, para formar o resíduo 3-nitrotirosina (MARTINEZ-RUIZ et al., 

2011). O peroxinitrito não é o único a promover a nitração de proteínas, entretanto, 

este é o principal mecanismo in vivo (VAN DER VLIET et al., 1995), fazendo com 

que a presença de nitrotirosina seja considerada uma evidência indireta da produção 

de peroxinitrito (CERIELLO, 2002). Já a s-nitrosilação ocorre pela adição de NO ao 

grupo tiol de uma cisteína para gerar um s-nitrosotiol (STAMLER et al. 1992). Além 

do NO, a nitroxila e o peroxinitrito também podem s-nitrosilar proteínas (FOSTER et 
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al., 2003; FOSTER et al., 2009). Diferentemente da nitração, que é uma modificação 

irreversível, a s-nitrosilação é reversível (MARTÍNEZ-RUIZ et al., 2011).  

Uma vez que as proteínas são nitradas ou s-nitrosiladas, suas funções podem 

ser alteradas (WU; WILSON, 2009; ZOU, 2007). Por exemplo, a nitração de um 

único resíduo de tirosina da superóxido dismutase mitocondrial (Mn-SOD) inibiu 

completamente a sua atividade (MACMILLAN-CROW; THOMPSON, 1999). Em 

outro trabalho, observou-se que quando a PKC foi s-nitrosilada, sua atividade foi 

reduzida (CHOI et al., 2011). Nestes trabalhos observou-se o efeito da nitração ou s-

nitrosilação induzidas in vitro. No entanto, patologias como o diabetes, também 

podem induzir nitração ou s-nitrosilação in vivo de diferentes proteínas e que podem 

acarretar em prejuízo de suas funções (CARVALHO-FILHO et al., 2005; KELLY-

COBBS et al., 2012; LI et al., 2010;  XU et al., 2012).  

Aumento na expressão da iNOS foi observado no coração e nas camadas 

média e adventícia de aorta e artérias mesentéricas de ratos diabéticos 

(NAGAREDDY et al., 2005, 2009). A inibição aguda da iNOS corrigiu a redução da 

resposta pressórica (CHENG; PANG, 2004; NAGAREDDY et al., 2005) e da 

contração da artéria mesentérica (BARDELL; MACLEOD, 2001) à noradrenalina em 

ratos diabéticos. Esses dados sugerem que o NO proveniente da iNOS é 

diretamente responsável pela redução dessas respostas nos ratos diabéticos. Além 

disso, formação de peroxinitrito também parece estar envolvida na redução da 

pressão arterial média, frequência cardíaca e resposta pressórica à metoxamina, 

pois inibição da iNOS corrigiu esses parâmetros e reduziu a expressão de 

nitrotirosina no coração e na parede de artéria mesentérica superior em ratos 

diabéticos (NAGAREDDY et al., 2009).  

 

1.3 Diabetes, gênero feminino e estrógeno 

 

As alterações vasculares e os mecanismos pelos quais o diabetes leva a 

essas alterações são estudados principalmente em machos, porém esses 

mecanismos podem não ser os mesmos em fêmeas.  

Mulheres na pré-menopausa têm menor risco de desenvolver doença 

cardiovascular quando comparadas com homens da mesma idade e mulheres na 

pós-menopausa (BARRETT-CONNOR; KNEPPER et al., 1995; SOWERS et al., 

1998; WINGARD, 1983). Estes estudos mostram que mulheres parecem ter uma 
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proteção vascular durante a pré-menopausa e um efeito benéfico do estrógeno 

sobre o sistema vascular pode estar relacionado. Entretanto, quando comparamos 

mulheres e homens com diabetes, mulheres diabéticas mostram maior chance de 

morte por doença cardiovascular do que homens diabéticos (LEGATO et al., 2006). 

Além disso, aorta de fêmeas incubadas em meio contendo alta concentração de 

glicose (GOEL et al., 2007, 2008) e artéria basilar (MAYHAN et al., 2002) e arteríolas 

mesentéricas (TOLEDO et al., 2003) de fêmeas diabéticas apresentam menor 

vasodilatação à acetilcolina do que em machos. Esses dados mostram que no 

diabetes e em estado de alta concentração de glicose, as fêmeas perdem a proteção 

dos hormônios sexuais femininos. De fato, a redução da função endotelial em aorta 

de ratas diabéticas ovariectomizadas não é corrigida pela reposição com estrógeno 

(BOLEGO et al., 1999). Dessa maneira, abolindo o efeito protetor do estrógeno, o 

diabetes poderia comprometer mais e diferentemente os leitos vasculares de 

indivíduos do sexo feminino do que do masculino (HU, 2003).  

As ações biológicas do estrógeno são mediadas pela combinação da ativação 

dos receptores clássicos para estrógeno, ESR1(ERα) e ESR2 (ERβ), e do receptor 

para estrógeno acoplado à proteína G, GPER (REVANKAR et al., 2005), que são 

capazes de mediar os eventos de sinalização rápidos e os de transcrição. Os 

receptores clássicos para estrógeno pertencem à superfamília dos fatores de 

transcrição ativados por ligantes. Os ESR1 e ESR2 são amplamente distribuídos nos 

tecidos cardiovasculares, incluindo células endoteliais, do músculo liso e 

miocárdicas (BOLEGO et al., 2006). A geração de camundongos com deleção do 

ESR1 e ESR2 tem contribuído para o conhecimento do papel específico destes 

subtipos no sistema cardiovascular (HEWITT et al., 2005). O ESR1 parece mediar as 

principais ações cardioprotetoras do estrógeno, incluindo uma ação não-genômica 

sobre a vasodilatação (BOLEGO et al., 2005). Tratamento com estrógeno aumenta a 

produção basal de NO somente em aorta de camundongos que expressam 

funcionalmente o ESR1 (DARBLADE et al., 2002). Além disso, a ativação do ESR1 

promove inibição da expressão de fatores inflamatórios, como a iNOS (VEGETO et 

al., 2001). Já a ativação do ESR2 induz a expressão da iNOS no músculo liso 

vascular de ratos (CIGNARELLA et al., 2006). Assim, tem sido sugerido que o efeito 

cardioprotetor induzido pelo estrógeno é mediado pelo subtipo ESR1, enquanto que 

a expressão do subtipo ESR2 pode ser induzida por injúrias. O GPER também 

parece ter uma ação cardioprotetora. Foi demonstrado que um agonista específico 
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para GPER promoveu vasodilatação em artérias mesentéricas de ratos e carótidas 

de camundongos (HAAS et al., 2009).  

Maggi e colaboradores (2003) mostraram que o diabetes aumenta a 

expressão dos receptores de estrógeno nas células do músculo liso vascular, sendo 

que o aumento do ESR2 é muito mais pronunciado do que o de ESR1, e que o 

estrógeno aumenta a expressão da iNOS nessas células. Considerando que a alta 

concentração de NO produzida pela iNOS e o seu produto da reação com ânion 

superóxido são citotóxicos (MARSHALL et al., 2000), aumento da expressão do 

ESR2 poderia explicar a perda da proteção cardiovascular do estrógeno na fêmea 

diabética.  

A reposição de insulina restaurou a resposta vasoconstritora reduzida ao 

cloreto de potássio e à noradrenalina em aorta de ratos diabéticos (KOBAYASHI; 

KAMATA, 1999). O tratamento com insulina também restaurou a redução da 

contratilidade cardíaca, da expressão do conteúdo e fosforilação da cadeia leve da 

miosina e da cinase da cadeia leve da miosina nos cardiomiócitos de ratos 

diabéticos (LIU et al., 1997). Nos dois estudos só foi possível observar um efeito da 

insulina em aumentar a contratilidade vascular e cardíaca, quando a glicemia foi 

normalizada. As ações da insulina não são restritas apenas ao metabolismo de 

carboidratos, proteínas e lipídeos. A insulina possui ações importantes no eixo 

hipotálamo-hipófise-gônadas, interferindo com a concentração dos hormônios 

sexuais e a função do sistema reprodutor. Isso explica o fato de mulheres diabéticas 

apresentarem alterações no sistema reprodutor, incluindo redução da concentração 

de hormônio folículo estimulante (FSH), hormônio luteinizante (LH), estrógeno, 

progesterona, ausência de ovulação, dificuldade de engravidar e de manter a 

gravidez (ZARZYCKI; ZIENIEWICZ, 2005). Portanto, em fêmeas diabéticas, tanto os 

efeitos metabólicos quanto os efeitos da insulina sobre a regulação dos esteroides 

sexuais podem ter influência nas alterações vasculares. 
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2 OBJETIVO 

 

 Redução da contração vascular é observada em ratos diabéticos e tratamento 

de ratos diabéticos com insulina corrige a contratilidade vascular. Aumento da 

expressão da iNOS/geração de NO contribui para a redução da resposta pressórica 

induzida por infusão de agonistas adrenérgicos. Em nosso laboratório, observamos 

redução da capacidade contrátil em aorta de ratas diabéticas, mas os mecanismos 

que levam a essa alteração não foram estudos. Os mecanismos pelos quais o 

diabetes leva a alterações vasculares e os efeitos vasculares da reposição de 

insulina podem ser diferentes em machos e fêmeas, isso porque o diabetes altera o 

padrão de expressão vascular dos receptores de estrógeno, que possuem ações 

vasculares diferenciadas. Além disso, insulina regula a concentração de esteroides 

sexuais, mas o efeito da insulina sobre a expressão dos receptores de estrógeno 

não é conhecido. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar se em ratas 

diabéticas o aumento da expressão da iNOS/geração de NO pode ser responsável 

pela redução da contração vascular, assim como, o efeito do tratamento com 

insulina sobre a contratilidade vascular e a expressão de receptores de estrógeno 

em aorta de ratas diabéticas.  
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

  

3.1 Animais 

 

Ratas Wistar, de 8-10 semanas, pesando de 180 a 200 g no início dos 

experimentos foram provenientes do Biotério do Departamento de Farmacologia do 

Instituto de Ciências Biomédicas (ICB) da Universidade de São Paulo (USP). As 

ratas tiveram livre acesso à água e ração e foram mantidas em sala com 

temperatura e umidade constantes (24 C/60%), com ciclos claro/escuro de 12/12 

horas. Os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) do ICB-USP sob o número 007/04/CEUA e estão de acordo com os 

Princípios Éticos na Experimentação Animal, do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA). 

Grupos experimentais: 

Grupo 1 – Controle  

Grupo 2 – Diabética 

Grupo 3 – Diabética tratada com insulina 

Grupo 4 – Diabética tratada com L-NIL 

 

3.2 Indução do diabetes tipo 1 

 

Após restrição alimentar de 15 horas, o diabetes mellitus foi induzido por 

injeção intravenosa (veia caudal) de aloxana (40 mg/kg) (Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO, EUA) dissolvida em solução salina (cloreto de sódio 0,9%). Este período de 

restrição alimentar é essencial para que o diabetes seja induzido, pois a aloxana 

compete pelo mesmo transportador da glicose, GLUT 2, para entrar nas células β 

pancreáticas (JORNS et al., 1997). Ratas do grupo controle receberam igual volume 

de solução salina. Ratas que apresentaram glicemia ≥ 200 mg/dL foram utilizadas no 

presente estudo.  

 

3.3  Tratamento com insulina  

 

O tratamento com insulina NPH (Novo Nordisk A/S, Bagsvaerd, Dinamarca) 
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(insulina de ação intermediária) foi iniciado 15 dias após a indução do diabetes. 

Ratas diabéticas receberam, durante 15 dias, 6 UI de insulina NPH divididas em 

duas doses diárias: 2 UI entre as 8:00 e 10:00 horas e 4 UI entre as 16:00 e 18:00 

horas. 

Este esquema de tratamento foi escolhido em ensaios prévios (dados não 

mostrados). O tipo e a dose de insulina foram aqueles que, embora não 

normalizasse completamente a glicemia, tivesse efeito sobre a contração vascular.  

 

3.4 Tratamento com L-NIL 

 

Após 72 horas da indução do diabetes, período necessário para que ocorra 

aumento da glicemia (FORTES et al., 1983), ratas diabéticas foram tratadas com um 

inibidor da iNOS, L-NIL (N6-(1-iminoethyl)-L-lysine dihydrochoride, Cayman 

Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA), na dose de 3 mg/kg/dia (SOLIMAN et al., 

2008; NAGARREDY et al., 2009), por gavagem, durante 4 semanas. O L-NIL é um 

potente e relativamente seletivo inibidor da iNOS, com CE50 (concentração 

necessária para produzir 50% do  efeito máximo) de 5,9 µM para iNOS comparado a 

CE50 de 138 µM para eNOS e 35 μM para nNOS (HALLINAN et al., 2002).  

 

3.5  Obtenção de amostras de sangue e tecidos 

 

No 30º dia da indução do diabetes, 15 horas após a última dose de insulina e 

4 horas de restrição alimentar, ratas dos 4 grupos experimentais foram anestesiadas 

com tiopental (50 mg/kg), por via intraperitoneal, e sofreram laparatomia. Amostra de 

sangue foi retirada pela aorta abdominal e o útero foi removido. O sangue foi 

centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos para separação do soro, que foi 

armazenado em freezer -80 C. Para um lote de animais, o sangue foi coletado em 

tubos contendo EDTA para obtenção do plasma, que foi armazenado em freezer -80 

C.   

Para obtenção da aorta torácica, os mesmos procedimentos acima foram 

adotados, com exceção da restrição alimentar, e, após anestesia, toracotomia foi 

realizada e o segmento torácico da aorta foi removido. Este segmento foi 

imediatamente colocado em solução de Krebs-Henseleit modificada (composição em 

mM: glicose 5; cloreto de sódio 130; sulfato de magnésio 1,17; fosfato de potássio 
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1,18; bicarbonato de sódio 14,9; cloreto de potássio 4,7; cloreto de cálcio 1,56 e 

EDTA 0,026) e dissecado, removendo-se o tecido adiposo e conectivo. Aorta 

torácica foi manipulada de acordo com as técnicas descritas abaixo.  

  

3.6 Caracterização das ratas após 30 dias da indução do diabetes  

 

3.6.1 Glicemia 

 

A glicemia foi avaliada após restrição alimentar de 4 horas e após 15 horas da 

última injeção de insulina, utilizando-se glicosímetro Advantage (Roche, Mannheim, 

Alemanha), em amostras de sangue obtidas por punção da extremidade da cauda. 

Em um lote de ratas diabéticas tratadas com insulina, a glicemia foi avaliada em 

diferentes tempos após a injeção de 2 e 4 UI de insulina NPH. A glicemia foi 

determinada imediatamente antes (inicial) e 1, 2, 4, 5, 6 e 8 horas após a injeção de 

2 UI de insulina NPH. Após a determinação da glicemia na 8° hora, 4 UI de insulina 

NPH foi administrada e a glicemia foi determinada 1, 2, 4 e 6 horas após essa 

injeção. 

 

3.6.2 Dosagem de insulina 

 

 A concentração de insulina foi determinada por radioimunoensaio (Rat Insulin 

RIA Kit, Linco, St Charles, MO, EUA). O limite de detecção do kit é de 1,2 µUI/mL. 

 

3.6.3 Ganho de massa corpórea 

 

As ratas foram pesadas no dia e 30 dias após a indução do diabetes. O ganho 

de massa foi calculado pela diferença entre a massa inicial (no dia da indução) e 

final (30 dias após a indução).  
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3.6.4 Consumo de água e ração 

 

Ratas dos 4 grupos experimentais foram colocadas em gaiolas metabólicas 

individuais e receberam volume de água e quantidade de ração determinados. O 

consumo de água e ração foram determinados pela diferença do volume e da 

quantidade iniciais pelos remanescentes após 24 horas.  

 

3.6.5 Volume urinário e uroanálise 

 

A urina de ratas mantidas em gaiolas metabólicas durante 24 horas foi 

coletada em Becker e o volume foi determinado em proveta graduada. Foram 

utilizadas tiras reativas para uroanálise Keto-Diastix® (Bayer Diagnóstica, São 

Paulo, Brasil) na determinação da glicosúria e cetonúria em urina de 24 horas. 

 

3.7  Massa do útero, estudo do ciclo estral e dosagem de hormônios sexuais 

femininos 

 

Após remoção dos ovários e gordura, a massa total (no momento da retirada 

do tecido) e a massa seca (após 24 horas de secagem em estufa a 37 C) dos 

úteros foram determinadas. O ciclo estral foi avaliado por meio do esfregaço vaginal. 

As células do esfregaço vaginal foram observadas em microscópio óptico. As 

alterações celulares cíclicas no aparelho reprodutor feminino são refletidas na 

secreção vaginal e, assim, o exame celular dessa secreção permite diferenciar as 

diversas fases do ciclo estral (MARCONDES et al.; 2002).  

As concentrações dos hormônios estradiol e progesterona foram 

determinadas no soro utilizando-se kit de radioimunoensaio (Siemens Healthcare 

Diagnostic, Los Angeles, CA, EUA). Os limites de detecção dos kits de estradiol e 

progesterona são 8 pg/mL e 0,02 ng/mL, respectivamente.  

Uma vez que as ratas diabéticas param de ciclar e permanecem 

constantemente em diestro, as ratas de todos os grupos estavam na fase diestro 

para a avaliação destes parâmetros. 
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3.8  Pressão arterial direta 

 

 Dezoito horas após a última dose de insulina, ratas controles, diabéticas, 

diabéticas tratadas com insulina e diabéticas tratadas com L-NIL foram anestesiadas 

com uma mistura de cetamina e xilasina (90 e 5 mg/kg, respectivamente, i.p.) e um 

cateter de polietileno (PE-10), preenchido com uma solução de salina e heparina 

(1:10), foi introduzido na carótida direita e exteriorizado no dorso do animal. Vinte e 

quatro horas após a inserção do cateter, o mesmo foi conectado ao transdutor de 

pressão (Deltran DPT-100, Utah medical products, Midvale, EUA), que estava ligado 

a um amplificador (ML224 Quad Bridge Amp, ADInstruments, NWS, Austrália), que 

por sua vez, estava acoplado a um sistema digital de aquisição de dados 

(PowerLab, ADInstruments, NWS, Austrália) para aquisição dos registros de pressão 

arterial e frequência cardíaca.  

 

3.9 Dosagem plasmática de óxido nítrico 

  

 A concentração plasmática de NO foi determinada pela dosagem de nitrito e 

nitrato, utilizando o aparelho de Sievers Nitric Oxide Analyzer (NOA 280, GE 

Analytical Instruments, Boulder, Colorado, EUA). Para medir o nitrito e nitrato, o vaso 

de purga continha um agente redutor (1% de iodeto de potássio em ácido acético 

glacial) para converter nitrito e nitrato a NO. O NO produzido foi carregado para o 

NOA, onde este reagiu com o ozônio, formando dióxido de nitrogênio, a emissão 

associado é proporcional à quantidade de NO presente na amostra.  

 

3.10 Reatividade da aorta torácica isolada 

 

 Aorta torácica, que foi obtida como descrito anteriormente, foi seccionada em 

anéis transversais de 4 mm. O endotélio foi removido mecanicamente com uma 

haste metálica fina envolta em algodão. Os anéis de aorta foram suspensos por um 

par de ganchos de aço inoxidável, sendo que um gancho era fixado à base da cuba 

de vidro, para estudo de órgão isolado, e o outro conectado a um transdutor de força 

(TRI201-PAD; Panlab, Barcelona, Espanha). O transdutor foi conectado a um 

sistema de aquisição de dados (Power Lab, ADInstruments). As cubas de vidro 
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foram preenchidas com 10 mL de solução de Krebs-Henseleit gaseificada com 

mistura de 95 % de O2 e 5 % de CO2 e mantida aquecida a 37 ± 0,5 ºC durante todo 

o protocolo experimental. As preparações permaneceram sob tensão de 1,5 g por 

um período de 60 minutos para estabilização, com trocas de solução nutriente e 

ajuste de tensão a cada 20 minutos. 

 

3.10.1 Avaliação da resposta vasoconstritora à noradrenalina  

 

 Após o período de estabilização de 60 minutos, curvas concentração resposta 

foram realizadas com solução de noradrenalina (Sigma Aldrich) em concentrações 

crescentes (10 nM a 30 µM) de maneira cumulativa, com intervalos de 3 minutos 

entre cada concentração, tempo necessário para a estabilização da resposta 

contrátil.  

 

3.10.2 Avaliação da resposta vasoconstritora à fenilefrina 

 

 Após o período de estabilização de 60 minutos, curvas concentração resposta 

foram realizadas com solução de fenilefrina (Sigma Aldrich) em concentrações 

crescentes (100 nM a 30 µM) de maneira cumulativa, com intervalos de 3 minutos 

entre cada concentração, tempo necessário para a estabilização da resposta 

contrátil.  

 

3.10.3 Avaliação da resposta vasoconstritora ao cloreto de potássio (KCl) 

 

 Após o período de estabilização de 60 minutos, curvas concentração resposta 

foram realizadas com solução de KCl em concentrações crescentes (1 a 108 mM) de 

maneira cumulativa, com intervalos de 5-8 minutos entre cada concentração, tempo 

necessário para a estabilização da resposta contrátil. 
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3.10.4 Avaliação da resposta vasoconstritora à noradrenalina na presença de 

inibidores da atividade da iNOS 

 

 Após o período de estabilização de 60 minutos, os inibidores da atividade da 

iNOS L-NIL (10 µM) (ZOCRATO et al., 2010) ou 1400W (N-[[3-

(aminomethyl)phenyl]methyl]-ethanimidamide, dihydrochloride; Cayman Chemical) 

(10 µM) (ALVAREZ et al., 2008) foram adicionados ao banho, 30 minutos antes do 

início da curva concentração resposta à noradrenalina. 

 

3.10.5 Avaliação da resposta vasoconstritora à noradrenalina na presença do 

antagonista do receptor para estrógeno ESR2 

 

Após o período de estabilização de 60 minutos, o antagonista do receptor 

para estrógeno ESR2 PHTPP (4-[2-Phenyl-5,7-bis(trifluoromethyl­)pyrazolo[1,5-

a]pyrimidin-3-yl]phenol; Tocris Bioscience Joins R&D Systems, Minneapolis, MN, 

EUA), nas concentrações 0,1, 1 e 10 µM, foi adicionado ao banho, 30 minutos antes 

do início da curva concentração resposta para noradrenalina. 

 

3.11 Imuno-histoquímica  

 

3.11.1 Obtenção do material 

 

 Um segmento de aorta (5 mm) foi imerso na solução fixadora paraformaldeído 

4% por 6 horas. Após a fixação, os segmentos de aorta foram desidratados com 

concentrações crescentes de álcool (70, 85, 95 e 100%, banhos de 15 minutos), 

diafinizados em banhos de xilol (2-3 minutos cada) e emblocados em parafina. 

Cortes transversais (8 µM) não seriados foram obtidos em micrótomo (Leica, Berlin, 

Alemanha) e colocados em lâminas tratadas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Em 

seguida, os cortes foram desparafinizados em banhos de xilol e hidratados em 

banhos de álcool em concentrações decrescentes (100, 95, 85 e 70%). A 

recuperação antigênica foi realizada com tampão citrato (0,01 M, pH 6) para o 

ESR2, GPER e iNOS. 
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3.11.2 Reação de imunorreatividade 

 

 Os anticorpos primários anti-ESR2 (Millipore, Billerica, MA, EUA) (1:100), anti-

GPER (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (1:100) e anti-iNOS (Abcam, 

Cambridge, Reino Unido) (1:100) foram diluídos em tampão fosfato (PB 0,1 M) 

contendo 0,3 % de Tween 20 e 5% de soro normal de cabra (anti-ESR2, GPER e 

iNOS) e colocados sobre os cortes de aorta para incubação por um período de 

aproximadamente 18 horas a 4 ºC. Paralelamente, foram realizadas reações 

controles substituindo-se o anticorpo primário por PB 0,1 M contendo 0,3% de 

Tween 20 e 5% de soro normal de cabra (anti-ESR2, GPER e iNOS). 

 Após 18 horas, os cortes foram lavados com PB e incubados por uma hora 

com anticorpo secundário, anti-rabbit (ESR2, GPER e iNOS), conjugados com 

biotina (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), na diluição 1:1000, em câmara 

úmida, à temperatura ambiente. Após a incubação, os cortes de aorta foram lavados 

novamente em PB e incubados em câmara úmida com solução do kit ABC 

Vectastain (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) por uma hora, à temperatura 

ambiente. A revelação da imunorreatividade foi realizada com DAB (diaminobenzina, 

0,5 mg/mL-Sigma Aldrich) e H2O2
 0,06%.  

 Cinco campos de cada corte foram fotografados, sendo que para cada animal 

analisou-se 3 cortes. A densidade óptica da imunorreatividade foi determinada na 

camada média dos cortes de aorta utilizando-se o programa Image J (NIH, EUA).  

 

3.12 Western blot para receptor de estrógeno GPER e IL-1β 

 

Segmentos de aorta foram congelados e triturados em nitrogênio líquido e 

homogeneizados em tampão contendo Triton-X-100 (1%), Tris (100 mM, pH 7,4), 

pirofosfato de sódio (100 mM), fluoreto de sódio (100 mM), EDTA (10 mM), 

ortovanadato de sódio (10 mM), PMSF (2 mM) e aprotinina (0,01 mg/mL).  

Os extratos teciduais foram centrifugados a 10000 g a 4 C por 30 minutos 

para a remoção do material insolúvel. Após a centrifugação, o conteúdo proteico 

total foi quantificado pelo método de BCA (Thermo Fischer). O sobrenadante foi 

tratado com tampão de Laemmli (BioRad, Hercules, CA, EUA) contendo ditiotreitol 

(DTT) (100 mM), aquecido em banho seco a 100 C por 5 minutos, e 50 g de 
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proteínas totais foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE, 12%). 

A transferência das proteínas separadas no gel foi feita eletricamente para 

uma membrana de PVDF (GE-Armshan), por 1 hora e 30 minutos a 100 V. Após a 

transferência, verificou-se a eficiência da transferência e, para tal, a membrana foi 

incubada em ácido acético (1%) por 5 minutos, seguida de incubação com o corante 

Ponceau por 20 minutos e nova incubação com ácido acético (1%) por 5 minutos.  

Após lavagem com água destilada e TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 

0,02%), a membrana foi incubada com solução bloqueadora constituída de albumina 

(5%) (Sigma Aldrich) em TBS-T por 2 horas em temperatura ambiente, para reduzir 

a ligação inespecífica dos anticorpos. Em seguida, a membrana foi lavada com TBS-

T por 30 minutos e, então, incubada com anticorpo anti-GPER (Thermo Fisher 

Scientific) (1:1000) ou anti-IL-1β (BioLegend, San Diego, CA, EUA) (1:750) por 12 

horas a 4 C. O anticorpo secundário conjugado com peroxidase, anti-rabbit (1:2000) 

para o GPER e anti-hamster (1:2000) para a IL-1β, foi incubado por 1 hora e 30 

minutos em temperatura ambiente e, logo após, com a solução de 

quimioluminescência, como descrito no protocolo do kit (Thermo Fisher Scientific). A 

emissão de luz foi detectada e visualizada em filmes radiográficos. A intensidade 

das bandas foi quantificada por densitometria óptica utilizando-se programa de 

análise de imagens (Image J). Essa intensidade foi normalizada pela intensidade de 

bandas coradas com o corante Ponceau conforme descrito por Romero-Calvo e 

colaboradores (2010).  

 

3.13 Western blot para proteínas S-nitrosiladas  

 

 O endotélio de segmentos de aorta torácica foi removido mecanicamente com 

uma haste metálica fina envolta em algodão e imediatamente congelados em 

nitrogênio líquido e mantidos a -80 °C até o processamento. O método biotina-switch 

para detectar proteínas s-nitrosiladas foi feito com um kit comercial (Cayman 

Chemical) modificado a partir do método de Jaffrey e Snyder (2001). Esta técnica 

consiste em substituir grupo nitrosotiol ligado a resíduos de cisteína com biotina. 

Para tanto, grupos tióis livres foram bloqueados e, em seguida, promove-se 

clivagem dos grupos nitrosotióis em tiol livre e marcação dos tióis livres recém-

formados com biotina.  
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Após a extração, foi realizado Western blot, como descrito anteriormente no 

item anterior, com a diferença que 30 µg de proteínas foram aplicadas no gel SDS-

PAGE e a membrana utilizada foi de nitrocelulose (Millipore). Após bloqueio, a 

membrana foi lavada e, então, incubada com reagente de detecção de proteínas s-

nitrosiladas, diluído em 2% de albumina bovina (1:150) durante 12 horas. Após a 

incubação, a membrana foi lavada e incubada com a solução de 

quimioluminescência, como descrito no protocolo do kit (Thermo Fisher Scientific). A 

emissão de luz foi detectada e visualizada em filmes radiográficos. A intensidade 

das bandas foi quantificada por densitometria óptica utilizando-se programa de 

análise de intensidade de bandas (Image J). As mesmas membranas foram 

utilizadas para verificar a expressão da α-actina (1:10000, Sigma Aldrich), que foi 

usada para normalizar a expressão de proteínas nitrosiladas.  

 

3.14 Análise estatística 

 

 A resposta máxima (RMax), em gramas de tensão, e a concentração do 

agonista que induz metade da resposta máxima (CE50), expressa como -log CE50 

(pD2), foram calculadas a partir das curvas concentração resposta. Os resultados 

foram expressos como média ± erro padrão da média (epm). As análises estatísticas 

foram realizadas utilizando-se análise de variância de uma via (ANOVA) seguida do 

teste de Bartlett para a homogeneidade das variâncias e do teste de múltiplas 

comparações Tukey-Kramer. O nível de significância mínima aceitável foi p < 0,05. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Parâmetros biológicos  

 

Ratas que receberam aloxana apresentaram, após 30 dias, aumento da 

glicemia e redução da insulinemia em comparação com as que receberam veículo, 

caracterizando o diabetes (Tabela 1). Ratas diabéticas apresentaram menor ganho 

de massa corpórea em 30 dias do que ratas controles (Tabela 1). O consumo de 

ração e de água e volume de urina em 24 horas foram maiores no grupo diabética 

do que no grupo controle (Tabela 1).  A glicosúria foi detectada somente na urina de 

24 horas de ratas diabéticas (Tabela 1). O tratamento com 6 UI/dia de insulina NPH 

durante 15 dias não corrigiu a glicemia, que foi determinada 18 horas após a última 

dose de insulina, e aumentou a concentração sérica de insulina em ratas diabéticas, 

mas não para os níveis de ratas controles (Tabela 1). O ganho de massa corpórea, o 

consumo de água e a produção de urina, mas não o consumo de ração, foram 

corrigidos pelo tratamento com insulina (Tabela 1). O tratamento com L-NIL não 

preveniu as alterações observadas em ratas diabéticas (Tabela 1). Cetonúria não foi 

detectada em nenhuma rata dos diferentes grupos experimentais.  

Em anexo parâmetros metabólicos das ratas diabéticas 15 dias após a 

indução do diabetes.  
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Tabela 1 - Parâmetros biológicos de ratas controles, diabéticas, diabéticas tratadas 
com insulina e diabéticas tratadas com L-NIL 30 dias após a indução do 
diabetes 

  
 

Controle 

 
 

Diabética 

 
Diabética-Insulina 

(6 UI/dia) 

 
Diabética-LNIL 

(3 mg/kg) 

 
Glicemia  
(mg/dL) 

 
115,6 ± 2,3  

(3) 

 
557,5 ± 5,9* 

(3) 

 
545,7 ± 7,6*  

(3) 

 
565,7 ± 8,7*  

(3) 
 

Insulina  
(µU/mL) 

 
11,4 ± 0,4 

(6) 

 
6,6 ± 0,5* 

(5) 

 
9,3 ± 0,7*# 

(5) 

 
6,2 ± 0,43* 

(6) 
 

Ganho de peso 
(g) 

 
38,8 ± 3,2 

(6) 

 
-2,1 ± 8,5* 

(7) 

 
32,5 ± 4,0# 

(4) 

 
2,6 ± 3,5* 

(9) 
 

Ração  
(g/24h) 

 
6,7 ± 0,3 

(6) 

 
18,8 ± 1,1* 

(5) 

 
13,2 ± 0,6*# 

(4) 

 
17,5 ± 0,6* 

(8) 
 

Água  
(mL/24h) 

 
11,7 ± 0,8 

(6) 

 
79,7 ± 3,8* 

(5) 

 
23,2 ± 1,4# 

(4) 

 
70,2 ± 4,1* 

(8) 
 

Urina  
(mL/24h) 

 
4,1 ± 0,4 

(6) 

 
65,1 ± 4,2* 

(5) 

 
13,2 ± 1,3# 

(4) 

 
51,2 ± 3,3*# 

(9) 
 

Glicosúria  
(g/dL) 

 
Negativo 

(5) 
 

 
5,0 ± 0,0 

(3) 

 
5,0 ± 0,0 

(4) 

 
5,0 ± 0,0 

(10) 

Os resultados estão expressos como média ± epm. O número de ratas utilizadas em cada grupo 
encontra-se entre parênteses. *p<0,05 vs Controle. #p<0,05 vs Diabética. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.2 Glicemia em diferente tempos após a injeção de 2 e 4 UI de insulina NPH  

 

 Após 1 hora da injeção de 2 UI de insulina NPH, a glicemia de ratas 

diabéticas foi menor que 120 mg/dL e permaneceu menor que 100 mg/dL por 

aproximadamente 4 horas (Tabela 2). Na quinta hora após a injeção de 2 UI de 

insulina, ratas diabéticas já apresentavam glicemia maior de 200 mg/dL, que 

gradativamente foi se elevando, mas que não ultrapassou 300 mg/dL até o momento 

da administração de 4 UI de insulina NPH. Na primeira hora após a injeção de 4 UI 

de insulina NPH, ratas diabéticas apresentaram glicemia abaixo de 70 mg/dL e na 

quarta hora a glicemia ainda estava abaixo de 150 mg/dL. Contudo, na sexta hora a 

glicemia já havia ultrapassado 300 mg/dL. 
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Tabela 2 – Glicemia de ratas diabéticas em diferentes tempos após a injeção de 2 e 
4 UI de insulina NPH  

 Glicemia (mg/dL) 

Inicial 499,0 ± 36,4 

Injeção de 2UI de insulina NPH  

1 hora 112,8 ± 17,9 

2 horas 57,2 ± 5,9 

4 horas 94,0 ± 12,0 

5 horas 202,6 ± 67,8 

6 horas 245,8 ± 77,2 

8 horas 286,8 ± 38,8 

Injeção de 4UI de insulina NPH  

1 hora 67,4 ± 11,6 

2 horas 68,2 ± 4,8 

4 horas 146,4 ± 19,1 

6 horas 331,0 ± 57,9 

Os valores estão expressos como média  epm. Cinco animais de cada grupo experimental foram 
utilizados neste experimento.  
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.3  Parâmetros do ciclo estral e de hormônios sexuais  

 

Ratas diabéticas apresentam parada do ciclo estral, que fica estacionado na 

fase diestro. O tratamento com insulina, mas não o tratamento com L-NIL, normaliza 

o ciclo estral de ratas diabéticas. Na fase diestro, a massa total e seca do útero de 

ratas diabéticas estavam diminuídas em relação aos de ratas controles (Tabela 3). O 

tratamento das ratas diabéticas com insulina restaurou a massa total e seca do útero 

(Tabela 3). Já o tratamento com L-NIL não preveniu essas alterações (Tabela 3).  

Na fase diestro, a concentração sérica de estradiol foi semelhante entre todos 

os grupos experimentais (Tabela 3). Por outro lado, a concentração de progesterona 

na fase diestro foi reduzida em ratas diabéticas, que foi corrigida pelo tratamento 

com insulina, mas não pelo tratamento com L-NIL (Tabela 3). 

 
Tabela 3 – Massa uterina e concentração de estradiol e progesterona em ratas 

controles, diabéticas, diabéticas tratadas com insulina e diabéticas 
tratadas com L-NIL na fase diestro 30 dias após a indução do diabetes 

 

 
 

Controle 
 

Diabética 

 
Diabética-Insulina 

(6 UI/dia) 

 
Diabética-LNIL 

(3 mg/kg) 

 
Massa total  
(mg/100 g) 

 
180,8 ± 30,6 

(5) 

 
69,9 ± 17,7* 

(4) 

 
111,2 ± 10,4  

(9) 

 
78,4 ± 3,6*  

(7) 
 

Massa seca  
(mg/100 g) 

 
33,2 ± 2,8  

(4) 

 
17,0 ± 2,3* 

(5) 

 
29,5 ± 2,6  

(4) 

 
19,7 ± 0,5*  

(7) 
 

Estradiol  
(pg/mL) 

 
21,5 ± 1,7  

(10) 

 
26,5 ± 4,3 

(12) 

 
21,8 ± 1,6  

(6) 

 
23,3 ± 2,4  

(11) 
 

Progesterona  
(ng/mL) 

 
14,9 ± 1,6  

(10) 

 
4,5 ± 1,0* 

(12) 

 
14,8 ± 2,1  

(6) 

 
5,4 ± 1,1*  

(11) 
 

Os resultados estão expressos como média  epm. A massa uterina foi corrigida pela massa corpórea 
das ratas e foi expressa como mg de útero/100 g de massa corpórea. O número de ratas utilizadas 
em cada grupo encontra-se entre parênteses. *p<0,05 vs Controle.  
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.4  Pressão arterial e frequência cardíaca  

 

Ratas diabéticas apresentaram redução na pressão arterial sistólica e 

diastólica (Tabela 4). O tratamento com insulina aumentou apenas a pressão arterial 

sistólica. O tratamento de ratas diabéticas com L-NIL aumentou a pressão arterial 

sistólica e diastólica. A frequência cardíaca não diferiu entre os grupos estudados 

(Tabela 4).  

 

Tabela 4 – Pressão arterial (PA) sistólica e diastólica e frequência cardíaca (FC) de 
ratas controles, diabéticas, diabéticas tratadas com insulina e diabéticas 
tratadas com L-NIL 30 dias após a indução do diabetes 

  
Controle 

(6) 

 
Diabética 

(4) 

 
Diabética-Insulina 

(6 UI/dia) 
(4) 

 
Diabética-LNIL 

(3 mg/Kg) 
(5) 

 
PA sistólica  

(mmHg) 

 
131,2 ± 2,6 

 
115,6 ± 1,7* 

 
123,4 ± 3,0 

 
121,4 ± 2,5 

 
 

PA diastólica  
(mmHg) 

 
98,8 ± 2,0 

 
84,5 ± 2,4* 

 
77,7 ± 4,6* 

 
92,0 ± 2,1 

 
 

FC 
(BMP) 

 

 
346,2 ± 7,7 

 
306,6 ± 12,9 

 
297,7 ± 26,1 

 
308,0 ± 20,8 

 

Os resultados estão expressos como média  epm. O número de ratas utilizadas em cada grupo 
encontra-se entre parênteses. *p<0,05 vs Controle.  
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.5  Imunorreatividade para a iNOS em aorta de ratas controles, diabéticas, 

diabéticas tratadas com insulina e diabéticas tratadas com L-NIL 

 

Observamos que na camada média de aorta de ratas diabéticas há maior 

imunorreatividade para a iNOS quando comparadas ao de ratas controles (Figura 1). 

O tratamento com insulina, mas não com L-NIL, corrigiu esse aumento (Figura 1).    

Em anexo expressão do RNAm para a iNOS em aorta de ratas controles e 

diabéticas.   

 

Figura 1 – Imunorreatividade da iNOS na camada média de aorta de ratas controles 
(CT), diabéticas (DB), diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins) e 
diabéticas tratadas com L-NIL (DT-LNIL) 

 

 

 

 

Os valores estão expressos como média  epm do aumento em relação ao controle (%). Os números 
dentro das barras representam número de ratas utilizadas em cada grupo. *p< 0,05 vs CT. #p<0,05 vs 
DB. Acima do gráfico de histograma estão representadas fotomicrografias (400x) ilustrando a 
imunorreatividade da iNOS em cortes de aorta de ratas controles, diabéticas, diabéticas tratadas com 
insulina ou L-NIL. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.6  Concentração plasmática de óxido nítrico de ratas controles, diabéticas, 

diabéticas tratadas com insulina e diabéticas tratadas com L-NIL  

 

 A concentração plasmática de NO foi aumentada em ratas diabéticas (Figura 

2). O tratamento tanto com insulina quanto com L-NIL foi eficaz em reduzir a 

concentração de NO plasmático nas ratas diabéticas (Figura 2). 

 

Figura 2 – Concentração plasmática de NO (óxido nítrico) analisado pelo NOA 
(Nitric Oxide Analyzer) nas ratas controles (CT), diabéticas (DB), 
diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins) e diabéticas tratadas com L-
NIL (DT-LNIL) 

 

 

Os valores estão expressos como média  epm. Os números dentro das barras representam número 
de ratas utilizadas em cada grupo. *p< 0,05 vs CT. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.7  Expressão proteica da IL-1β em aorta de ratas controles, diabéticas, 

diabéticas tratadas com insulina e diabéticas tratadas com L-NIL 

 

A expressão proteica da IL-1β foi aumentada em aorta de ratas diabéticas 

quando comparadas com aorta de ratas controles. O tratamento com insulina e L-

NIL corrigiram a expressão desta proteína inflamatória em aorta de ratas diabéticas 

(Figura 3). 

 

Figura 3 – Expressão proteica da IL-1β em aorta de ratas controles (CT), diabéticas 
(DB), diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins) e diabéticas tratadas com 
L-NIL (DT-LNIL) 

 

 

Os valores foram representados como média ± epm. O número de ratas utilizadas em cada grupo 
encontra-se no interior das barras. Os valores foram normalizados pela densitometria das bandas 
coradas por Ponceau. No topo da figura, imagens representativas do Western blot e a membrana 
corada com Ponceau. *p<0,05 vs CT, DT-Ins e DT-LNIL. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.8  Resposta vasoconstritora em aorta de ratas controles, diabéticas e 

diabéticas tratadas com insulina 

 

4.8.1 Resposta vasoconstritora à noradrenalina 

 

A resposta vasoconstritora induzida pela noradrenalina foi reduzida em anéis 

de aorta sem endotélio de ratas diabéticas quando comparadas com a de ratas 

controles (Figura 4). O tratamento com insulina corrigiu esta resposta em aorta de 

ratas diabéticas (Figura 4). 
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Figura 4 - Curva concentração-resposta (A) e resposta máxima (B) para a 
noradrenalina em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles (CT), 
diabéticas (DB) e diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins) 

 

A 

 

   B 

 

 

Cada ponto representa a média  epm do aumento de tensão (g). O número de ratas utilizadas em 
cada grupo encontra-se no interior das barras. *p<0,05 vs CT e DT-Ins. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.8.2 Resposta vasoconstritora à fenilefrina 

 

A resposta vasoconstritora induzida pela fenilefrina foi reduzida em anéis de 

aortas sem endotélio de ratas diabéticas quando comparadas com de ratas controles 

(Figura 5). O tratamento com insulina corrigiu esta resposta em aorta de ratas 

diabéticas (Figura 5). 

 

Figura 5 - Curva concentração-resposta (A) e resposta máxima (B) para a 
noradrenalina em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles (CT), 
diabéticas (DB) e diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins) 

 

A 

 

B 

 

Cada ponto representa a média  epm do aumento de tensão (g). O número de ratas utilizadas em 
cada grupo encontra-se no interior das barras. *p<0,05 vs CT e DT-Ins. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.8.3 Resposta vasoconstritora ao cloreto de potássio  

 

A resposta vasoconstritora induzida pela alta concentração de potássio foi 

reduzida em anéis de aorta sem endotélio de ratas diabéticas quando comparadas 

com a de ratas controles (Figura 6). O tratamento com insulina não corrigiu esta 

resposta em aorta de ratas diabéticas (Figura 6). 

 

Figura 6 - Curva concentração-resposta (A) e resposta máxima (B) para o cloreto de 
potássio (KCl) em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles (CT), 
diabéticas (DB) e diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins) 

 

A 

 

B 

 

Cada ponto representa a média  epm do aumento de tensão (g). O número de ratas utilizadas em 
cada grupo encontra-se no interior das barras. *p<0,05 vs CT. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.9 Resposta vasoconstritora à noradrenalina em aorta de ratas controles e 

diabéticas após a inibição aguda da iNOS 

 

 A inibição aguda da iNOS, com diferentes inibidores específicos da iNOS L-

NIL (10 µM) e 1400W (10 µM), não teve efeito na resposta máxima ou na 

sensibilidade à noradrenalina de anéis sem endotélio de aorta de ratas controles 

(Figura 7A, Tabela 5). Já em aorta de ratas diabéticas, a inibição aguda da iNOS, 

tanto pelo L-NIL quanto com 1400W, aumentou a resposta vasoconstritora à 

noradrenalina (Figura 7B). No entanto, a resposta máxima à noradrenalina após 

inibição aguda da iNOS ainda foi diferente daquela de ratas controles (Tabela 5).  
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Figura 7 - Curva concentração-resposta para a noradrenalina em anéis de aorta 
sem endotélio de ratas controles (A) e diabéticas (B) na ausência (-) e 
presença dos inibidores específicos da iNOS L-NIL (10 µM) ou 1400W 
(10 µM) 

 

 A 

 

B 

 

 

Cada ponto representa a média  epm do aumento de tensão (g). O número de ratas utilizadas em 
cada grupo encontra-se no entre parênteses. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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Tabela 5 – Resposta máxima e sensibilidade à noradrenalina na ausência (-) e 
presença dos inibidores da iNOS L-NIL (10 µM) ou 1400W (10 µM) em 
anéis de aorta sem endotélio de ratas controles (CT) e diabéticas (DB) 

Grupo 
 

Resposta máxima (g) pD2 

 
CT - (4) 

 

 
4,42 ± 0,31  

 
9,93 ± 0,59 

CT L-NIL (2) 
 

4,81 ± 0,02  9,36 ± 0,68 

CT 1400W (4) 5,02 ± 0,20  9,51 ± 0,67 
 

DB – (9) 
 

2,45 ± 0,10*  
 

ND 

DB L-NIL (5) 
 

3,12±0,17*#  
 

ND 

DB 1400W (5) 3,03 ± 0,07*#  
 

ND 

Os valores de resposta máxima representam a média ± epm. O número de ratas utilizadas em cada 
grupo encontra-se entre parênteses. ND= o pD2 não foi determinado, pois houve diferença 
significativa na resposta máxima. *p<0,05 vs CT na ausência dos inibidores. #p<0,05 vs DB na 
ausência dos inibidores. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.10 Resposta vasoconstritora em aorta de ratas controles, diabéticas e 

diabéticas tratadas cronicamente com L-NIL 

 

4.10.1 Resposta vasoconstritora à noradrenalina 

 

A resposta vasoconstritora induzida pelo agonista adrenérgico noradrenalina, 

em anéis de aorta sem endotélio, foi menor em ratas diabéticas quando comparadas 

às ratas controles (Figura 8). O tratamento com L-NIL preveniu a redução da 

resposta vasoconstritora à noradrenalina em aorta de ratas diabéticas (Figura 8). 
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Figura 8 - Curva concentração-resposta (A) e resposta máxima (B) para 
noradrenalina em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles 
(CT), diabéticas (DB) e diabéticas tratadas cronicamente com L-NIL 
(DT-LNIL) 

 

A 

 

B 

 

 

Cada ponto representa a média  epm do aumento de tensão (g). O número de ratas utilizadas em 
cada grupo encontra-se no interior das barras. *p<0,05 vs CT. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.10.2 Resposta vasoconstritora à fenilefrina 

 

A resposta vasoconstritora induzida pela fenilefrina foi reduzida em anéis de 

aorta sem endotélio de ratas diabéticas quando comparadas com de ratas controles 

(Figura 9). O tratamento com L-NIL preveniu a redução da resposta à fenilefrina em 

aorta de ratas diabéticas (Figura 9). 

 

Figura 9 - Curva concentração-resposta (A) e resposta máxima (B) para a fenilefrina 
em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles (CT), diabéticas (DB) 
e diabéticas tratadas com L-NIL (DT-LNIL) 

 

 A 

 

         B 

 

Cada ponto representa a média  epm do aumento de tensão (g). O número de ratas utilizadas em 
cada grupo encontra-se no interior das barras. *p<0,05 vs CT e DT-LNIL. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.10.3 Resposta vasoconstritora ao cloreto de potássio 

 

A resposta vasoconstritora induzida pela alta concentração de potássio foi 

reduzida em anéis de aorta sem endotélio de ratas diabéticas quando comparadas 

com a de ratas controles (Figura 10). O tratamento com L-NIL não preveniu essa 

alteração (Figura 10). 

 

Figura 10 - Curva concentração-resposta (A) e resposta máxima (B) para o cloreto 
de potássio (KCl) em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles 
(CT), diabéticas (DB) e diabéticas tratadas com L-NIL (DT-LNIL) 

 

A 

 

B 

 

Cada ponto representa a média  epm do aumento de tensão (g). O número de ratas utilizadas em 
cada grupo encontra-se no interior das barras. *p<0,05 vs CT. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.11 Expressão de proteínas S-nitrosiladas em aorta de ratas controles, 

diabéticas, diabéticas tratadas com insulina e diabéticas tratadas com L-

NIL 

 

 Ratas diabéticas apresentaram aumento na expressão de proteínas s-

nitrosiladas em aorta quando comparadas com ratas controles, o tratamento com 

insulina foi eficaz em corrigir esse aumento. Já a quantidade de proteínas s-

nitrosiladas em aorta de ratas diabéticas tratadas com L-NIL não foi diferente de 

ratas controles e diabéticas (Figura 11). 
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Figura 11 – Expressão proteica de proteínas S-nitrosiladas em aorta de ratas     
controles (CT), diabéticas (DB), diabéticas tratadas com insulina (DT-
Ins) e diabéticas tratadas com L-NIL (DT-LNIL) 

 

 

  

O gráfico em histograma de barras mostra a análise densitométrica da expressão das proteínas S-
nitrosiladas. Os valores foram normalizados pela expressão da α-actina. Os valores estão 
representados como a média ± epm. O número de ratas utilizadas em cada grupo encontra-se no 
interior das barras. No topo da figura, imagens representativas do Western blot. *p<0,05 vs CT. 
#p<0,05 vs DB. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.12 Expressão proteica e imunorreatividade do receptor de estrógeno GPER 

  

Aorta de ratas diabéticas apresenta aumento na expressão proteica (Figura 

12) e na imunorreatividade (Figura 13) do receptor para estrógeno GPER (Figura 

12). O tratamento de ratas diabéticas com insulina reduziu a expressão deste 

receptor. O tratamento com L-NIL das ratas diabéticas não foi eficaz em prevenir o 

aumento da expressão deste receptor em aorta de ratas diabéticas (Figura 12).  

Em anexo expressão do RNAm para o GPER em aorta de ratas controles e 

diabéticas. 
 

Figura 12 - Expressão do receptor de estrógeno GPER em aorta de ratas controles 
(CT), diabéticas (DB), diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins) e 
diabéticas tratadas com L-NIL (DT-LNIL) 

 

 

O gráfico em histograma de barras mostra a análise densitométrica da expressão proteica do GPER. 
Os valores foram normalizados pela densitometria das bandas coradas por Ponceau. Os valores 
estão representados como a média ± epm. O número de ratas utilizadas em cada grupo encontra-se 
no interior das barras. No topo da figura, imagens representativas do Western blot. *p<0,05 vs CT. 
#p<0,05 vs DB. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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Figura 13 - Expressão dos receptores de estrógeno GPER em aortas de ratas 
controles (CT), diabéticas (DB), diabéticas tratadas com insulina (DT-
Ins) e diabéticas tratadas com L-NIL (DT-LNIL) 

 

 

 

 

 

 

Os valores estão expressos como média  epm do aumento em relação ao controle (%). Os números 
dentro das barras representam número de ratas utilizadas em cada grupo. *p< 0,05 vs CT. Acima do 
gráfico de histograma estão representadas fotomicrografias (400x) ilustrando a imunomarcação do 
GPER em cortes de aorta de ratas controle, diabéticas, diabéticas tratadas com insulina ou L-NIL. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.13 Imunorreatividade para o receptor de estrógeno, ESR2, em aorta de ratas 

controles, diabéticas e diabéticas tratadas com insulina e diabéticas 

tratadas com L-NIL 

 

 A camada média de aorta de ratas diabéticas apresentaram maior 

imunorreatividade para o receptor ESR2 do que de ratas controles (Figura 14). O 

tratamento com insulina, mas não o tratamento com L-NIL, corrigiu o aumento dessa 

imunorreatividade em cortes de aorta de ratas diabéticas (Figura 14).  

Em anexo expressão do RNAm do ESR2 em aorta de ratas controle e 

diabética.  

 

Figura 14 - Expressão do receptor de estrógeno ESR2 em aorta de ratas controles 
(CT), diabéticas (DB), diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins) e 
diabéticas tratadas com L-NIL (DT-LNIL) 
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Os valores estão expressos como média  epm do aumento em relação ao controle (%). Os números 
dentro das barras representam número de ratas utilizadas em cada grupo. *p< 0,05 vs CT. #p<0,05 vs 
DB. Acima do gráfico de histograma estão representadas fotomicrografias (400x) ilustrando a 
imunomarcação do ESR2 em cortes de aortas de ratas controle, diabéticas, diabéticas tratadas com 
insulina ou L-NIL. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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4.14 Resposta vasoconstritora à noradrenalina em aorta de ratas controles e 

diabéticas após bloqueio agudo do receptor de estrógeno ESR2 

 

 O antagonismo agudo do receptor de estrógeno ESR2 com diferentes 

concentrações do antagonista PHTPP não modificou a resposta máxima e a 

sensibilidade à noradrenalina em aorta sem endotélio de ratas controles (Figura 15, 

Tabela 6) e diabéticas (Figura 16, Tabela 7).  
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Figura 15 - Curva concentração-resposta para a noradrenalina em anéis de aorta 
sem endotélio de ratas controles na presença de diferentes 
concentrações do antagonista do receptor ESR2 (PHTPP) 
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Cada ponto representa a média  epm do aumento de tensão (g). O número de ratas utilizadas em 
cada grupo encontra-se entre parênteses.  
Fonte: Sartoretto (2013) 
 

 

 

Tabela 6 – Resposta máxima e sensibilidade à noradrenalina em anéis de aorta sem 
endotélio de ratas controles na presença de diferentes concentrações do 
antagonista do receptor ESR2 (PHTPP) 

Grupo 
 

Resposta máxima (g) pD2 

 
CT (3) 

 

 
4,98 ± 0,40 

 

 
8,40 ± 0,08 

CT PHTPP 10 µM (3) 4,68 ± 0,17 
 

8,52 ± 0,15 

CT PHTPP 1 µM (3) 4,56 ± 0,15 
 

8,54 ± 0,17 

CT PHTPP 0,1 µM (2) 4,18 ± 0,14 
 

8,71 ± 0,06 

Os valores de resposta máxima e pD2 (-log CE50)  representam a média  epm. O número de ratas 
utilizadas em cada grupo encontra-se entre parênteses. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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Figura 16 - Curva concentração-resposta para a noradrenalina em anéis de aortas 
sem endotélio de ratas diabéticas na presença de diferentes 
concentrações do antagonista do ESR2 (PHTPP)  

  

 

                                                             

Cada ponto representa a média  epm do aumento de tensão (g). O número de ratas utilizadas em 
cada grupo encontra-se entre parênteses.  
Fonte: Sartoretto (2013) 

 

 

 

Tabela 7 – Resposta máxima e sensibilidade à noradrenalina em anéis de aorta sem 
endotélio de ratas diabéticas na presença de diferentes concentrações 
do antagonista do receptor ESR2 (PHTPP) 

Grupo 
 

Resposta máxima (g) pD2 

 
DB (5) 

 

 
3,63 ± 0,22 

 

 
8,26 ± 0,11 

DB PHTPP 10 µM (4) 3,70 ± 0,44 
 

8,16 ± 0,11 

DB PHTPP 1 µM (4) 3,57 ± 0,19 
 

8,38 ± 0,10 

DB PHTPP 0,1 µM (5) 3,38 ± 0,20 
 

8,37 ± 0,06 

Os valores de resposta máxima e pD2 (-log CE50)  representam a média  epm. O número de ratas 
utilizadas em cada grupo encontra-se entre parênteses. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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5 DISCUSSÃO  

 

Nossos resultados mostram que o aumento da expressão da iNOS/geração 

de NO é responsável pela redução da resposta contrátil induzida por ativação de 

receptor adrenérgico, mas não daquela induzida por despolarização de membrana 

que ocorre por alta concentração de potássio. O aumento da expressão de proteínas 

s-nitrosiladas e o aumento da expressão dos receptores de estrógeno, ESR2 e 

GPER, podem contribuir para a redução da capacidade contrátil em aorta de ratas 

diabéticas, uma vez que o tratamento com insulina foi eficaz em corrigir tanto a 

contração vascular, quanto a expressão das proteínas s-nitrosiladas e dos 

receptores de estrógeno. No entanto, o envolvimento do receptor de estrógeno 

ESR2 depende de mecanismos que não são bloqueados agudamente.  

Semelhantemente ao já bem descrito na literatura, administração de aloxana 

(40 mg/kg) por via intravenosa em ratas de 8-10 semanas provocou, após 30 dias, 

aumento da glicemia, diminuição dos níveis de insulina, diminuição do ganho de 

peso, aumento do consumo de ração e água e aumento do volume urinário, 

caracterizando o modelo de diabetes mellitus tipo 1. Outra característica presente 

neste modelo é a alteração do ciclo estral, assim como redução na concentração 

dos hormônios sexuais femininos. Apesar de neste trabalho não termos observado 

redução na concentração de estrógeno na fase diestro, é importante ressaltar que o 

ciclo estral das ratas diabéticas fica estacionado nessa fase e, por não passarem 

pela fase proestro, na qual se observa pico da concentração de estrógeno, os 

sistemas biológicos dessas ratas não sofrem influências das variações da 

concentração do hormônio. Como esperado, o tratamento com insulina melhorou os 

parâmetros metabólicos, embora não os tenha corrigido completamente, e corrigiu 

as alterações do ciclo estral e da concentração dos hormônios sexuais. Por outro 

lado, o tratamento com L-NIL não teve efeito sobre os parâmetros metabólicos e 

hormonais. Aumento da iNOS/geração de NO pode promover destruição de células 

β pancreáticas e, consequentemente, reduzir a secreção de insulina em humanos 

(ARNUSH et al., 1998; CORBETT et al., 1996). Além disso, foi observado que o 

aumento da iNOS prejudica a sinalização da insulina, por exemplo, promovendo 

resistência à insulina no músculo esquelético devido a mudanças pós-tradução nos 

receptores de insulina e nas proteínas envolvidas na sinalização (ROPELLE et al., 

2013). No entanto, no presente estudo, o diabetes foi induzido quimicamente e a 
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iNOS parece não participar no mecanismo de destruição das células  induzida pela 

aloxana e interferir na sinalização da insulina.  

Outra característica observada nas ratas diabéticas foi redução da pressão 

arterial. Diversos trabalhos mostram aumento da pressão arterial no diabetes 

(EPENS et al., 2006; KHAMAISI et al., 2003). No entanto, redução da pressão 

arterial já foi observada em ratos diabéticos (MAEDA et al., 1995; SCHAAN et al., 

2004) e a hiperglicemia parece ser responsável por esta anormalidade (SCHAAN et 

al., 2004). O exato mecanismo pelo qual a hiperglicemia contribui para a redução da 

pressão arterial ainda é desconhecido, porém essa condição promove ativação de 

várias vias que podem estar envolvidas, incluindo ativação da proteína quinase C 

(PKC), aumento da atividade da via dos poliois, formação de produtos de glicação 

avançada e estresse oxidativo (IDO et al., 1997; WILLIAMSON et al., 1993).  Alta 

concentração de glicose induz expressão da iNOS em cardiomiócitos e células do 

músculo liso vascular e a inibição da PKC2 suprime a expressão dessa enzima 

(NAGAREDDY et al., 2009b), a qual pode estar envolvida com a redução da pressão 

arterial no diabetes. 

No presente trabalho, observamos aumento da expressão de iNOS em aorta 

de ratas diabéticas e da concentração plasmática de NO, o tratamento dessas ratas 

com L-NIL durante 30 dias preveniu o aumento da concentração plasmática de NO e 

a redução da pressão arterial. Uma vez que o tratamento com L-NIL não melhorou 

os parâmetros metabólicos, mostra que a redução da pressão arterial em ratas 

diabéticas se deve diretamente ao aumento da atividade da iNOS e não é 

decorrente das alterações metabólicas, embora o aumento da expressão da iNOS 

seja induzido por alta concentração de glicose (NAGAREDDY et al., 2009b). 

Aumento da expressão da iNOS também foi observado em tecidos cardíaco, 

vascular e renal de ratos diabéticos (BARDELL;  MACLEOD, 2001; BONJUGA et al., 

2004; NAGAREDDY et al., 2005, 2006). A inibição da iNOS também preveniu a 

redução da pressão arterial em ratos diabéticos, mas apenas após 8 semanas de 

tratamento com L-NIL (NAGAREDDY et al., 2009a). No trabalho de Nagareddy e 

colaboradores (2009a), os autores observaram que após 8 semanas da indução do 

diabetes há também redução na frequência cardíaca em ratos e o tratamento com L-

NIL foi eficaz em prevenir também esta redução. Apesar de 30 dias de diabetes 

promover aumento da expressão da iNOS e reduzir a pressão arterial, não é 
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suficiente para promover alteração da frequência cardíaca, como mostrado no 

presente trabalho e em outro (SCHAAN et al., 2004).  

O tratamento de ratas diabéticas com insulina apenas melhorou parcialmente 

a redução da pressão arterial sistólica e não teve efeito na pressão arterial 

diastólica, que continuou reduzida. Trabalhos mostram que o tratamento de ratos 

diabéticos com insulina é eficaz em corrigir a redução da pressão arterial, com 

concomitante melhora da glicemia (KATOVICH et al., 1995). Uma possível 

explicação por não observarmos um efeito significativo do tratamento com insulina 

na pressão arterial de ratas diabéticas é o fato de que, o esquema de tratamento 

utilizado no presente estudo, não ter sido eficaz em normalizar a glicemia por longo 

período. Outra explicação é o fato destas ratas permanecerem por um período em 

hipoglicemia, pois foi demonstrado que após um estresse hipotensor, a sensibilidade 

barorreflexa e a resposta simpática estão atenuadas em animais que passaram por 

períodos de hipoglicemia (ADLER et al., 2009). No nosso estudo, a anestesia 

utilizada para implantação do cateter foi a cetamina e xilasina, que promove redução 

da pressão arterial em ratos normotensos e normoglicêmicos (RODRIGUES et al., 

2006).  

Semelhantemente ao observado no presente estudo, redução da contração 

vascular induzida por agonistas adrenérgicos foi observada também em ratos 

diabéticos (HEAD et al., 1987; PFAFFMAN et al., 1982; NAGAREDDY et al., 2005, 

2009a). Tanto em fêmeas quanto em machos diabéticos, a redução da resposta 

contrátil de aorta pode ser explicada pelo fato que agonistas adrenérgicos induzem 

menor mobilização de cálcio do retículo sarcoplasmático do que em animais 

controles (MA et al., 2008; SARTORETTO, 2009). Redução da expressão dos 

receptores de 1,4,5-trifosfato de inositol foi observada em aorta de ratos diabéticos 

(MA et al., 2008) e pode ser a causa da redução da contração vascular nesses 

animais. No entanto, outros mecanismos podem estar envolvidos, uma vez que, 

observamos no presente estudo que em aorta de ratas diabéticas há redução da 

contração vascular induzida também por alta concentração de potássio, que 

promove contração por induzir despolarização da membrana dos miócitos e abertura 

de canais de cálcio dependentes de voltagem. 

Em doenças como a obesidade e o diabetes, observa-se uma inflamação 

crônica de baixa intensidade que pode acarretar em complicações micro e 

macrovasculares em pacientes diabéticos e obesos (LOWE et al., 2013; VIRDIS et 
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al., 2011; WOODWARD et al., 1999; YUDKIN et al., 1999). Em modelos animais de 

diabetes e obesidade também se observa prejuízo na função vascular, como por 

exemplo, redução na contração e dilatação, em decorrência do aumento da 

inflamação vascular (NAGAREDDY et al., 2009a; ZHANG et al., 2011). No presente 

trabalho, observamos que há aumento da expressão proteica da iNOS na parede da 

aorta, como já observado em machos diabéticos (NAGAREDDY et al., 2005, 2006, 

2009a), além de aumento na concentração plasmática de NO e na expressão 

proteica da IL-1β, estes resultados mostram que há um aumento na inflamação 

vascular em ratas diabéticas, o que poderia estar prejudicando a função vascular 

nestes animais.  

A indução da iNOS, capaz de promover uma liberação sustentada de NO, é 

uma resposta a uma variedade de agentes e citocinas em vários tipos de células. Foi 

observado que a IL-1β estimula a liberação de uma grande quantidade de NO em 

células do músculo liso vascular in vitro (BEASLEY et al., 1991; PACHECO et al., 

2000). Alta concentração de glicose promove ativação do fator NF-ĸB, que liga-se no 

promotor da iNOS e induz expressão da enzima, em células epiteliais do cristalino 

humano (JIA et al., 2013). Por outro lado, alta concentração de glicose induz a 

expressão de IL-1β, em células endoteliais da retina e monócitos, via ativação de 

PKC e NF-ĸB (DASU et al., 2007; LIU et al., 2012). Estes resultados indicam que alta 

concentração de glicose seja responsável pelo aumento na expressão de IL-1e de 

iNOS. No entanto, em nosso trabalho, observamos que a alta concentração de 

glicose não parece ser a única responsável pelo aumento da iNOS/NO e IL-1β, visto 

que o tratamento com insulina, mesmo promovendo alguns períodos de redução da 

glicemia, não foi eficaz em corrigir completamente esse parâmetro, mas corrigiu os 

parâmetros inflamatórios em ratas diabéticas. Na sepse, o tratamento com insulina 

promove redução da expressão da iNOS e de citocinas pró-inflamatórias sem alterar 

a glicemia (BRIX-CHRISTENSEN et al., 2004; CHEN et al., 2006), mostrando que a 

insulina pode ter efeito anti-inflamatório.  No presente estudo, o tratamento com L-

NIL, além de reduzir a concentração plasmática de NO, reduziu também a 

expressão da citocina IL-1β em aorta de ratas diabéticas. Apesar de ter sido 

observado que a expressão de citocinas inflamatórias, tais como TNF-α e IL-1β 

precede a expressão da iNOS (LIN et al., 2006; SU et al., 2007), a produção 

excessiva de NO via iNOS pode provocar a liberação de IL-1β, pois o uso de 

inibidores da iNOS também promoveu redução da concentração plasmática de IL-1β 
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(ALDRICH; SEVICK-MURACA 2013; SU et al., 2007). Portanto, estes resultados 

mostram que a hiperglicemia induz a expressão de fatores inflamatórios, que podem 

induzir expressão adicional desses fatores, amplificando a inflamação no diabetes.  

As ações da insulina não são restritas apenas ao metabolismo de 

carboidratos, proteínas e lipídeos e, portanto, é difícil discriminar se as alterações 

observadas em diabéticos são consequências da hiperglicemia ou da falta de 

insulina. Em aorta de ratos diabéticos, a redução da resposta vasoconstritora foi 

corrigida pela insulina somente em dose que normalizou a glicemia desses ratos 

(KOBAYASHI; KAMATA, 1999), indicando que a hiperglicemia é a responsável pelas 

alterações. No entanto, o tratamento com a insulina utilizado no presente estudo foi 

capaz de corrigir a resposta contrátil à noradrenalina e à fenilefrina, mesmo não 

sendo capaz de corrigir totalmente os parâmetros metabólicos em ratas diabéticas. 

Assim, nossos resultados sugerem que em fêmeas diabéticas a hiperglicemia pode 

não ser a única responsável pela redução da resposta contrátil. 

Takahashi e colaboradores (2008) mostraram que a redução da resposta à 

fenilefrina em aorta de ratos diabéticos ocorre devido ao aumento na expressão da 

iNOS e não ao aumento da glicose, pois em aortas incubadas com LPS há redução 

da contração para a fenilefrina, enquanto que a contração em aortas incubadas 

apenas com alta concentração de glicose não difere da contração de aortas 

incubadas com baixa concentração de glicose. Os efeitos agudos danosos do NO, 

produzido a partir da iNOS, podem ser exemplificados com o que ocorre no choque 

séptico, onde a ativação da iNOS promove vasodilatação intensa, severa 

hipotensão, depressão cardíaca e falência de múltiplos órgãos (FERDINANDY et al., 

2000; PARRILLO, 1993) A inibição aguda da iNOS corrigiu a redução da contração 

induzida pela noradrenalina em artérias mesentéricas de ratos diabéticos 

(BARDELL; MACLEOD, 2001; NAGAREDDY et al., 2005). No entanto, em nosso 

trabalho observamos que a inibição aguda da iNOS aumentou a resposta à 

noradrenalina em aorta de ratas diabéticas, mas não para os níveis de contração de 

ratas controles. Portanto, outros mecanismos induzidos pelo aumento da geração de 

NO podem estar envolvidos na redução da capacidade contrátil em aorta de ratas 

diabéticas, e não apenas um efeito agudo direto do NO sobre a contração vascular. 

Mudanças secundárias ao aumento da geração de NO no sistema vascular podem 

contribuir para a redução da contração vascular em aorta de ratas diabéticas. Por 

exemplo, a formação de peroxinitrito, que pode induzir modificações pós-tradução, 
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poderia promover mudanças na função de proteínas ou receptores envolvidos na 

contração vascular (BORBELY et al., 2005; CHOI et al., 2011; PACHER et al., 2005; 

TAKAKURA et al., 2002) 

Nagarredy e colaboradores (2009a) mostraram que tratamento durante 8 

semanas com inibidor da iNOS reduz a expressão de nitrotirosina, um marcador de 

peroxinitrito, e aumenta a resposta pressórica à metoxamina em ratos diabéticos. 

Em nosso estudo, observamos que tratamento de ratas diabéticas durante 4 

semanas com inibidor da iNOS corrigiu a redução da resposta contrátil. No entanto, 

esse efeito do tratamento com inibidor da iNOS só foi observado na contração 

induzida pela noradrenalina e fenilefrina, mostrando que aumento da iNOS/NO 

compromete etapas que não são comuns à resposta contrátil induzida por agonistas 

adrenérgicos e por alta concentração de potássio, por exemplo, a interação do 

agonista com o receptor. Foi demonstrado que o peroxinitrito pode reduzir a ligação 

das catecolaminas aos receptores alfa-adrenérgicos (TAKAKURA et al., 2002). Além 

disso, foi observado que células mesangiais renais incubadas com citocinas, tais 

como IL-1β, apresentam redução da expressão gênica dos receptores alfa-

adrenérgicos (BUCHER et al., 2003). Portanto, visto que a produção de NO e a 

expressão de IL-1β foram reduzidas após o tratamento com insulina ou L-NIL, um 

dos mecanismos responsáveis pela correção da contração vascular induzida por 

agonistas adrenérgicos em aorta de ratas diabéticas poderia ser a melhora da 

expressão ou sinalização dos receptores adrenérgicos. No entanto, mais 

experimentos precisam ser realizados para confirmar esta hipótese. 

A s-nitrosilação pode comprometer a função vascular, visto que, em aorta de 

camundongos, a indução in vitro da s-nitrosilação promoveu redução na 

vasoconstrição (CHOI et al., 2011). Nosso trabalho é o primeiro a mostrar que em 

aorta de ratas diabéticas, há aumento na expressão de proteínas s-nitrosiladas. 

Trabalhos já mostraram que, em machos, o diabetes pode promover s-nitrosilação, 

por exemplo, do receptor de insulina (CARVALHO-FILHO et al., 2005) e da 

hemoglobina glicada (PADRÓN et al., 2000). Uma que vez, em nosso trabalho, os 

tratamentos reduziram a s-nitrosilação de proteínas, concomitantemente com a 

redução da produção de NO e aumento na contração vascular, esta modificação 

pós-tradução induzida pelo excesso de NO pode ser responsável pela redução da 

capacidade contrátil em aorta de ratas diabéticas.  
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O mecanismo pelo qual o diabetes leva ao aumento da iNOS/NO não é 

conhecido, mas a perda da proteção do estrógeno pode estar envolvida. Em fêmeas, 

o efeito protetor exercido pelo estrógeno no sistema cardiovascular, por exemplo, 

melhorando a função vascular por aumentar a liberação de fatores relaxantes 

(BOLEGO et al., 1997; MAJMUDAR et al., 2000; YANG et al., 2000), é perdido em 

condições de alta concentração de glicose e no diabetes. Alterações do padrão de 

expressão e/ou ativação dos subtipos de receptores de estrógeno podem ser 

responsáveis, pelo menos em parte, pela perda do efeito protetor do estrógeno no 

diabetes.   

Agonista do ESR2 (CIGNARELLA et al., 2006) e a ativação do ESR2 pelo 

estrógeno (TSUTSUMI et al., 2008) induzem a expressão de enzimas inflamatórias, 

incluindo a iNOS, em células do músculo liso vascular. Por outro lado, ratas que não 

expressam o receptor ESR2 apresentam redução na expressão da iNOS em aorta  

(LIANG et al., 2003). Assim, aumento da expressão do ESR2 poderia acarretar em 

aumento na expressão da iNOS. O estrógeno regula a expressão dos seus 

receptores em células endoteliais, aumentando a expressão do ESR1 e diminuindo a 

expressão do ESR2 (IHIONKHAN et al., 2002). No entanto, quando células 

endoteliais são colocadas em um meio contendo alta concentração de glicose, o 

estrógeno induz um padrão diferente de expressão dos seus receptores, com 

redução na expressão do ESR1 e aumento do ESR2 (CHAKRABARTI; DAVIDGE 

2009). Em nosso estudo, observamos aumento da imunomarcação para o receptor 

ESR2 em aorta de ratas diabéticas, que poderia contribuir com a redução da 

resposta a agonistas adrenérgicos, por induzir aumento da expressão da iNOS. 

Suportamos esta hipótese visto que foi observado que o ESR2 esta envolvido com a 

redução da contração vascular em aorta de camundongos normoglicêmicos via 

iNOS (ZHU et al., 2002). Além disso, o tratamento com insulina, ao mesmo tempo 

em que corrigiu a contração aos agonistas adrenérgicos e a expressão da iNOS, 

corrigiu a imunomarcação para o ESR2. 

Apesar de observarmos aumento na expressão do receptor de estrógeno 

ESR2, a inibição aguda deste receptor não promoveu aumento da resposta contrátil 

à noradrenalina em aorta de ratas diabéticas. Já foi demonstrado que o uso de 

agonistas do ESR2 induz redução na contratilidade vascular (LAHM et al., 2008; MA 

et al., 2010) e observou-se que este foi um efeito não-genômico sobre o influxo de 

cálcio (MA et al., 2010). No entanto, os efeitos do ESR2 sobre a resposta 
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vasoconstritora em aorta de ratas diabéticas parecem ser crônicos, por exemplo, 

regulando a expressão da iNOS. 

Em nosso trabalho, mostramos que há aumento da expressão proteica do 

receptor GPER no músculo liso de aorta de ratas diabéticas. Diferentemente do 

ESR1 e ESR2 que são receptores nucleares, o GPER é um receptor transmembrana 

acoplado à proteína G (MEYER et al., 2011). É expresso no sistema cardiovascular 

de humanos e animais de ambos os sexos (PROSSNITZ; BARTON, 2011), 

sugerindo que, assim como o ESR1 e ESR2, o GPER tem um papel no controle do 

tônus vascular. Animais com ausência do gene GPER mostram aumento da 

sensibilidade das proteínas contráteis ao cálcio (MEYER et al., 2011) e da 

contratilidade dependente de endotélio (MEYER et al., 2012), enquanto que o 

agonista seletivo do GPER G-1 reduz o aumento da concentração de cálcio 

intracelular induzido pela serotonina em células do músculo liso vascular (HAAS et 

al., 2009) e promove relaxamento na artéria coronária sem endotélio via ativação 

dos canais de potássio (YU et al., 2011). Produção de NO é outro mecanismo pelo 

qual a ativação do receptor GPER regula o tônus vascular, uma vez que, ativação 

desse receptor leva a fosforilação da eNOS e aumento da concentração de NO em 

células endoteliais (LI et al., 2012). Com estes trabalhos, observamos que o GPER 

reduz o tônus vascular, reduzindo a contratilidade tanto via cálcio quanto via NO, e 

que aumento da expressão desse receptor poderia contribuir para a redução da 

resposta contrátil em aorta de ratas diabéticas. Portanto, um envolvimento do 

aumento da expressão do GPER sobre a redução da contração vascular não pode 

ser descartado. 
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6 CONCLUSÃO  

 

Nossos resultados permitem concluir que em aorta de ratas diabéticas: 

 

1 - a redução da resposta contrátil mediada por receptor adrenérgico depende 

da via iNOS/geração de NO/s-nitrosilação;  

2 - a redução da resposta contrátil induzida por alta concentração de potássio 

não envolve a via iNOS/geração de NO/s-nitrosilação; 

3 - o aumento da expressão dos receptores de estrógeno, ESR2 e GPER, 

podem contribuir para a redução da capacidade contrátil, mas o envolvimento do 

receptor de estrógeno ESR2 depende de mecanismos que não são bloqueados 

agudamente; 

4 – a insulina modula negativamente a expressão da iNOS/geração de NO, 

das proteínas s-nitrosiladas e dos receptores ESR2 e GPER, efeito que pode 

contribuir com a restauração da contração induzida por agonistas adrenérgicos. 
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APÊNDICE A - Tabela dos parâmetros metabólicos das ratas diabéticas 15 dias 
após a indução do diabetes 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parâmetros biológicos das ratas controles e diabéticas 15 dias após a indução do 
diabetes. 

  
Controle 

 

 
Diabética 

 
Ganho de peso (g) 

 
24,9 ± 3,6 

(n=6) 
 

 
-4,1 ± 4,2* 

                (n=10) 

Glicemia (mg/dL) 135,10 ± 5,49 
                 (n=8) 
 

532,90 ± 18,81* 
(n=8) 

Ração (g/24hs) 7,27 ± 0,39 
(n=6) 

 

19,89 ± 0,57* 

(n=9) 

Água (mL/24hs) 12,96 ± 0,45 
(n=6) 

 

85,52 ± 5,01* 
(n=9) 

Urina (mL/24hs) 5,34 ± 0,52 
(n=6) 

 

65,99 ± 4,49* 
(n=9) 

Os resultados estão expressos como média ± epm. O número de ratas utilizadas em cada grupo 
encontra-se entre parênteses. *p<0,05 vs Controle. 
Fonte: Sartoretto (2013) 
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APÊNDICE B - Expressão do RNAm para a iNOS 

 

Expressão do RNAm para a iNOS em aorta de ratas controles (CT) e diabéticas 

(DB). 

 

 

Os valores estão expressos como média  epm. A expressão do RNAm do GAPDH foi utilizado para 
normalização. Os números dentro das barras representam número de ratas utilizadas em cada grupo. 
*p< 0,05 vs CT. 
Fonte: Sartoretto (2013) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CT DB
0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

2.5

10 8

*

iN
O

S
/G

A
P

D
H

 R
N

A
m



93 
 

 
 

APÊNDICE C - Expressão do RNAm para os receptores de estrógeno, ESR2 e 
GPER 

 
Expressão do RNAm para os receptores de estrógeno, ESR2 (A) e GPER (B), em 

aorta de ratas controles (CT) e diabéticas (DB). 

 

A) 

 

B) 

 

 

Os valores estão expressos como média  epm. A expressão do RNAm do GAPDH foi utilizado para 
normalização. Os números dentro das barras representam número de ratas utilizadas em cada grupo. 
*p < 0,01 vs CT.  
Fonte: Sartoretto (2013) 
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