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RESUMO

SARTORETTO, S. M. Avaliagdo dos mecanismos envolvidos na reducgdo da
contracdo vascular em aortas de ratas diabéticas: papel da iINOS e insulina.
2013. 93 f. Tese (Doutorado em Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2014.

Disfuncdo endotelial e aumento da pressao arterial sdo complicagbes comuns no
diabetes, mas reducdo da reposta contrétil vascular e da pressédo arterial foram
observadas em ratos diabéticos. A contracdo a noradrenalina esta reduzida também
em aorta de ratas diabéticas. Inibicdo da atividade da iNOS corrige a presséao arterial
reduzida em ratos diabéticos. O diabetes e alta concentracéo de glicose pode alterar
o perfil de expressdo dos receptores de estrogeno ESR1 e ERS2. Os efeitos
cardiovasculares benéficos do estrogeno sdo mediados pelo receptor ESR1, sendo
que a ativacdo do receptor ESR2 induz a expressdo de fatores pro-inflamatorios,
incluindo a INOS. Além dos efeitos metabdlicos, a insulina regula a producédo de
esteroides sexuais, mas seu efeito sobre os receptores desses esteroides e quanto
desse efeito influencia seus efeitos vasculares ndo sdo bem entendidos. O objetivo
do presente estudo foi investigar se, em ratas diabéticas, 0 aumento da expressao
da iINOS/geracdo de NO pode ser responsavel pela reducdo da contracdo vascular.
Além disso, avaliamos o efeito do tratamento com insulina sobre a contratilidade
vascular e a expressdo de receptores de estrogeno em aorta de ratas diabéticas.
Ratas Wistar (180-200 g) receberam injecdo de aloxana ou salina e foram divididas
em quatro grupos: controle, diabética, diabética tratada com 6 Ul/dia de insulina
NPH durante 15 dias e diabética tratada com o inibidor da iINOS L-NIL (3 mg/kg/dia)
durante 30 dias. Os tratamentos iniciaram-se 15 e 3 dias apdés a inducdo do
diabetes, respectivamente. Trinta dias ap6s a inducdo do diabetes, observamos
aumentada expressao proteica da INOS e de proteinas s-nitrosiladas em aorta e
aumentada concentracdo plasmatica de NO. O tratamento com insulina corrigiu
estas alteracfes, contudo, sem ter normalizado a glicemia. O tratamento com L-NIL
reduziu a expressdo de proteinas s-nitrosiladas e a concentracdo de NO. Tanto a
contracdo induzida por agonistas adrenérgicos quanto por cloreto de potassio 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
expressdo dos receptores de estrégeno ESR2 e GPER também foi observada em
aorta de ratas diabéticas, que foi corrigida pelo tratamento com insulina, mas nao
com L-NIL. O antagonismo agudo do ERS2 néo teve efeito sobre a contracao
induzida pela noradrenalina em aorta de ratas controles e diabéticas. Nossos
resultados mostram que o aumento da expressdo da iINOS/geracdo de NO é
responsavel pela reducdo da resposta contrétil induzida por ativacdo de receptor
adrenérgico, mas nao daquela induzida por despolarizacdo direta da membrana. A
insulina modula negativamente a expressdo da iINOS e dos receptores ESR2 e
GPER em aorta de ratas diabéticas, efeito que pode contribuir com a restauracéo da
contracdo induzida por agonistas adrenérgicos. O receptor ESR2 pode estar
envolvido na reducdo da resposta a agonistas adrenérgicos, mas envolve
mecanismos que ndo podem ser inibidos agudamente.

Palavras-chave: Diabetes. iINOS. Fémeas. Receptores de estrogeno. 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 Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o
Paulo, Sao 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 iINOS. 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 INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus e complicagfes vasculares

O diabetes mellitus € um conjunto de alteracdes metabdlicas de etiologia
multipla, caracterizada por hiperglicemia crénica e alteracdes do metabolismo de
carboidratos, gorduras e proteinas, como resultado de um defeito da secrecéo e/ou
da acdo da insulina nos tecidos-alvo. O diabetes tipo 1 € caracterizado pela
auséncia completa da producdo enddgena de insulina. Ja no diabetes tipo 2, o
aumento da glicose sanguinea resulta da resisténcia a insulina e deficiéncia relativa
da producéo de insulina (RYDEN et al., 2007).

A Federacao Internacional do Diabetes estima que atualmente 382 milhdes de
pessoas no mundo tenham diabetes e a estimativa € de que no ano 2035 esse
namero chegue a 592 milhdes (INTERNACIONAL DIABETES FEDERATION, 2013).
Doencas microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e macrovasculares
(cardiacas, cerebrovasculares e vasculares periféricas) sdo frequentemente as
principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes com diabetes tipo 1 e 2.
A disfuncdo endotelial frequentemente esta associada a estas complicacdes (De
VRIESE et al., 2000).

A disfuncdo endotelial é um desequilibrio na producdo endotelial de
mediadores que regulam o tdénus vascular, agregacao plaquetaria, coagulacdo e
fibrindlise. Também € frequentemente referida como redugdo no relaxamento
dependente do endotélio, causada pela reducdo da biodisponibilidade do O6xido
nitrico (NO), muito embora a producdo de outras substancias vasoativas derivadas
do endotélio, como a prostaciclina, fator hiperpolarizante derivado do endotélio,
endotelina, angiotensina Il e tromboxano, também possa estar alterada
(MOMBOULI; VANHOUTE, 1999).

Reducédo da vasodilatacdo dependente do endotélio foi descrita na aorta
(CAMERON; COTTER, 1992; HATTORI et al., 1991; NASSAR et al., 2002; PIEPER;
PELTIER, 1995; SCHAFER 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 microcirculacdo 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 alteracdo 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 contratil 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 reducéo da resposta vasodilatadora e aumento da contracdo vascular
e da pressao arterial sejam as alteracdes do diabetes mais observadas (EPENS et
al., 2006; KHAMAISI et al., 2003), reducdo da pressao arterial e da contracao
vascular foram observadas em pacientes e em modelos experimentais de diabetes
tipo 1 do género 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 laboratério, observamos que a contracdo do
musculo liso em resposta ao cloreto de potassio e a noradrenalina esté reduzida em
aorta sem endotélio de ratas diabéticas (SARTORETTO et al., 2012).

O aumento da concentracdo de calcio intracelular, proveniente do reticulo
sarcoplasmatico € um dos principais processos que inicia a contracdo vascular
induzida por agentes vasoconstritores, sendo que o influxo de calcio é critica para
manter elevada a concentracdo do ion e a contracdo (HIMPENS et al., 1995). Tanto
a mobilizacdo do calcio do estoque intracelular, quanto o influxo de célcio, em
resposta a noradrenalina estdo reduzidos em aorta de ratas diabéticas
(SARTORETTO, 2009). A expresséo e a funcao do receptor para o inositol 1,4,5-
trifosfato (IP3) (MA et al., 2008; SHARMA et al., 2003) e dos canais para calcio
dependentes de voltagem tipo L (CARMINES et al., 1996; WANG et al., 2000) estéo
reduzidas em células do musculo liso de ratos diabéticos.

A fosforilacdo da cadeia leve da miosina em plaquetas de mulheres diabéticas
(GUZMAN et al., 2001), o contetdo e a fosforilagio da cadeia leve da miosina e o
conteldo da cinase da cadeia leve da miosina nos cardiomiécitos de ratos diabéticos
(LIU et al.,, 1997) estdo reduzidos. A exemplo do que ocorre em outros tipos
celulares, o conteudo das proteinas contrateis de células do muasculo liso vascular e
a sensibilidade dessas proteinas ao calcio também poderiam sofrer alteracbes

induzidas pelo diabetes e contribuir para a reduc¢ao da contracao vascular.
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1.2 iNOS/geracao de NO e alteragdes vasculares

O NO é produzido pela enzima o6xido nitrico sintase (NOS). Existem trés
isoformas da NOS: a NOS neuronal (NOS | ou nNOS), a NOS induzivel (NOS Il ou
INOS) e a NOS endotelial (NOS Ill ou eNOS), as quais foram originalmente
encontradas no cérebro, macrofagos e endotélio, respectivamente. A eNOS e nNOS
sao isoformas constitutivas (CNOS), ja a expressdo da iNOS é induzida por citocinas
pré-inflamatérias e por alta concentracdo de glicose (CUNHA et al.,, 1994;
PACHECO et al.,, 2006; TER STEEGE et al., 1998). As cNOS séo reguladas pelo
complexo célcio (Ca?*)-calmodulina e produzem NO de maneira controlada, por
curto periodo (segundos até minutos) e em pequena quantidade (nanomolares).
Diferentemente das cNOS, a ativacdo da INOS é independente de calcio 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 vasodilatacéo,
regulando o fluxo sanguineo regional aos tecidos (FURCHGOTT, 1999). Por outro
lado, a ativacdo da iINOS, é danosa para o sistema cardiovascular, pois essa enzima
produz alta concentracédo de NO, promovendo reducdo da contracdo do musculo liso
vascular, como resultado do aumento da producdo de GMPc e da diminuicdo da
concentracdo do calcio intracelular (MACMICKING et al., 1995; MONCADA et al.,
1991; THIEMERMANN, 1994), e intensa vasodilatacdo (PARRILLO et al., 1993).

A elevada concentracdo de NO pode promover modificacdes pos-traducédo de
proteinas, como nitrag&o e s-nitrosilagdo (MARTINEZ-RUIZ et al., 2011). NO e &nion
superoxido sdo altamente reativos e rapidamente formam peroxinitrito
(ISCHIROPOULOS, 1998). A nitracao de proteinas € mediada principalmente pelo
peroxinitrito, que promove nitracdo dos residuos de tirosina (TURKO; MURAD,
2002). Esta reacédo envolve a incorporacédo de um grupo nitro (-NO2) no anel fendlico
de residuos de tirosina, para formar o residuo 3-nitrotirosina (MARTINEZ-RUIZ et al.,
2011). O peroxinitrito ndo € o Unico a promover a nitragdo de proteinas, entretanto,
este é o principal mecanismo in vivo (VAN DER VLIET et al., 1995), fazendo com
gue a presenca de nitrotirosina seja considerada uma evidéncia indireta da producéo
de peroxinitrito (CERIELLO, 2002). J& a s-nitrosilacdo ocorre pela adicdo de NO ao
grupo tiol de uma cisteina para gerar um s-nitrosotiol (STAMLER et al. 1992). Além

do NO, a nitroxila e o peroxinitrito também podem s-nitrosilar proteinas (FOSTER et
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al., 2003; FOSTER et al., 2009). Diferentemente da nitracdo, que é uma modificacao
irreversivel, a s-nitrosilacéo é reversivel (MARTINEZ-RUIZ et al., 2011).

Uma vez que as proteinas sao nitradas ou s-nitrosiladas, suas funcdes podem
ser alteradas (WU; WILSON, 2009; ZzOU, 2007). Por exemplo, a nitracdo de um
anico residuo de tirosina da superoxido 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 nitracdo ou s-
nitrosilacdo induzidas in vitro. No entanto, patologias como o diabetes, também
podem induzir nitracdo ou s-nitrosilacao in vivo de diferentes proteinas e que podem
acarretar em prejuizo de suas funcdes (CARVALHO-FILHO et al., 2005; KELLY-
COBBS et al., 2012; Ll et al., 2010; XU et al., 2012).

Aumento na expresséo da iINOS foi observado no coragdo e nas camadas
média e adventicia de aorta e artérias mesentéricas de ratos diabéticos
(NAGAREDDY et al., 2005, 2009). A inibicdo aguda da iNOS corrigiu a reducédo da
resposta pressorica (CHENG; PANG, 2004; NAGAREDDY et al.,, 2005) e da
contracao da artéria mesentérica (BARDELL; MACLEOD, 2001) a noradrenalina em
ratos diabéticos. Esses dados sugerem que o NO proveniente da iNOS é
diretamente responsavel pela reducéo dessas respostas nos ratos diabéticos. Além
disso, formacdo de peroxinitrito também parece estar envolvida na reducdo da
pressdo arterial média, frequéncia cardiaca e resposta pressdrica a metoxamina,
pois inibicdo da INOS corrigiu esses parametros e reduziu a expressao de
nitrotirosina no coracdo e na parede de artéria mesentérica superior em ratos
diabéticos (NAGAREDDY et al., 2009).

1.3 Diabetes, género feminino e estrégeno

As alteracbes vasculares e os mecanismos pelos quais o diabetes leva a
essas alteracbes sdo estudados principalmente em machos, porém esses
mecanismos podem n&o ser os mesmos em fémeas.

Mulheres na pré-menopausa tém menor risco de desenvolver doenca
cardiovascular quando comparadas com homens da mesma idade e mulheres na
pos-menopausa (BARRETT-CONNOR; KNEPPER et al.,, 1995; SOWERS et al.,

1998; WINGARD, 1983). Estes estudos mostram que mulheres parecem ter uma



26

protecdo vascular durante a pré-menopausa e um efeito benéfico do estrogeno
sobre o sistema vascular pode estar relacionado. Entretanto, quando comparamos
mulheres e homens com diabetes, mulheres diabéticas mostram maior chance de
morte por doenca cardiovascular do que homens diabéticos (LEGATO et al., 2006).
Além disso, aorta de fémeas incubadas em meio contendo alta concentracdo de
glicose (GOEL et al., 2007, 2008) e artéria basilar (MAYHAN et al., 2002) e arteriolas
mesentéricas (TOLEDO et al., 2003) de fémeas diabéticas apresentam menor
vasodilatacdo a acetilcolina do que em machos. Esses dados mostram que no
diabetes e em estado de alta concentragéo de glicose, as fémeas perdem a protecao
dos hormoénios sexuais femininos. De fato, a redugéo da fungédo endotelial em aorta
de ratas diabéticas ovariectomizadas ndo é corrigida pela reposicdo com estrégeno
(BOLEGO et al., 1999). Dessa maneira, abolindo o efeito protetor do estrogeno, o
diabetes poderia comprometer mais e diferentemente os leitos vasculares de
individuos do sexo feminino do que do masculino (HU, 2003).

As acdes biolégicas do estrogeno sdo mediadas pela combinacao da ativacao
dos receptores classicos para estrégeno, ESR1(ERa) e ESR2 (ERB), e do receptor
para estrégeno acoplado a proteina G, GPER (REVANKAR et al., 2005), que séo
capazes de mediar os eventos de sinalizacdo rapidos e os de transcricdo. Os
receptores classicos para estrogeno pertencem a superfamilia dos fatores de
transcricdo ativados por ligantes. Os ESR1 e ESR2 sdo amplamente distribuidos nos
tecidos cardiovasculares, incluindo células endoteliais, do musculo liso e
miocardicas (BOLEGO et al., 2006). A geracdo de camundongos com delecdo do
ESR1 e ESR2 tem contribuido para o conhecimento do papel especifico destes
subtipos no sistema cardiovascular (HEWITT et al., 2005). O ESR1 parece mediar as
principais acdes cardioprotetoras do estrogeno, incluindo uma acdo ndo-gendémica
sobre a vasodilatacdo (BOLEGO et al., 2005). Tratamento com estrégeno aumenta a
producdo basal de NO somente em aorta de camundongos que expressam
funcionalmente o ESR1 (DARBLADE et al., 2002). Além disso, a ativacdo do ESR1
promove inibicdo da expressédo de fatores inflamatorios, como a iINOS (VEGETO et
al., 2001). Ja a ativagdo do ESR2 induz a expressao da iNOS no musculo liso
vascular de ratos (CIGNARELLA et al., 2006). Assim, tem sido sugerido que o efeito
cardioprotetor induzido pelo estrégeno é mediado pelo subtipo ESR1, enquanto que
a expressao do subtipo ESR2 pode ser induzida por injarias. O GPER também

parece ter uma acao cardioprotetora. Foi demonstrado que um agonista especifico
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para GPER promoveu vasodilatacdo em artérias mesentéricas de ratos e carotidas
de camundongos (HAAS et al., 2009).

Maggi e colaboradores (2003) mostraram que o diabetes aumenta a
expressao dos receptores de estrégeno nas células do musculo liso vascular, sendo
que o aumento do ESR2 é muito mais pronunciado do que o de ESR1, e que o
estrogeno aumenta a expressado da iNOS nessas células. Considerando que a alta
concentracdo de NO produzida pela INOS e o seu produto da reacdo com anion
superéxido sao citotoxicos (MARSHALL et al., 2000), aumento da expressédo do
ESR2 poderia explicar a perda da protecdo cardiovascular do estrogeno na fémea
diabética.

A reposicado de insulina restaurou a resposta vasoconstritora reduzida ao
cloreto de potassio e a noradrenalina em aorta de ratos diabéticos (KOBAYASHI;
KAMATA, 1999). O tratamento com insulina também restaurou a reducdo da
contratilidade cardiaca, da expressao do contetdo e fosforilacdo da cadeia leve da
miosina e da cinase da cadeia leve da miosina nos cardiomiocitos de ratos
diabéticos (LIU et al., 1997). Nos dois estudos s6 foi possivel observar um efeito da
insulina em aumentar a contratilidade vascular e cardiaca, quando a glicemia foi
normalizada. As ac¢des da insulina ndo sdo restritas apenas ao metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipideos. A insulina possui acfes importantes no eixo
hipotalamo-hipdéfise-gbnadas, interferindo com a concentracdo dos hormdnios
sexuais e a funcao do sistema reprodutor. Isso explica o fato de mulheres diabéticas
apresentarem alteracdes no sistema reprodutor, incluindo redugéo da concentracao
de hormoénio foliculo estimulante (FSH), horménio luteinizante (LH), estr6geno,
progesterona, auséncia de ovulacao, dificuldade de engravidar e de manter a
gravidez (ZARZYCKI; ZIENIEWICZ, 2005). Portanto, em fémeas diabéticas, tanto os
efeitos metabdlicos quanto os efeitos da insulina sobre a regulacédo dos esteroides

sexuais podem ter influéncia nas alterag6es vasculares.
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2 OBJETIVO

Reducéo da contracéo vascular é observada em ratos diabéticos e tratamento
de ratos diabéticos com insulina corrige a contratilidade vascular. Aumento da
expressdo da iINOS/geracdo de NO contribui para a reducéo da resposta pressorica
induzida por infusdo de agonistas adrenérgicos. Em nosso laboratorio, observamos
reducdo da capacidade contratil em aorta de ratas diabéticas, mas os mecanismos
que levam a essa alteracdo ndo foram estudos. Os mecanismos pelos quais o
diabetes leva a alteragcOes vasculares e os efeitos vasculares da reposicdo de
insulina podem ser diferentes em machos e fémeas, isso porque o diabetes altera o
padrdo de expressdo vascular dos receptores de estrégeno, que possuem acdes
vasculares diferenciadas. Além disso, insulina regula a concentracdo de esteroides
sexuais, mas o efeito da insulina sobre a expressao dos receptores de estrogeno
ndo é conhecido. Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar se em ratas
diabéticas o aumento da expressao da iINOS/geracdo de NO pode ser responsavel
pela reducdo da contracdo vascular, assim como, o efeito do tratamento com
insulina sobre a contratilidade vascular e a expressdo de receptores de estrégeno

em aorta de ratas diabéticas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Ratas Wistar, de 8-10 semanas, pesando de 180 a 200 g no inicio dos
experimentos foram provenientes do Biotério do Departamento de Farmacologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Sao Paulo (USP). As
ratas tiveram livre acesso a agua e racdo 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 Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do ICB-USP sob o niumero 007/04/CEUA e estao de acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentagdo Animal, do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo 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 Inducéao do diabetes tipo 1

Apbs restricdo alimentar de 15 horas, o diabetes mellitus foi induzido por
injecdo intravenosa (veia caudal) de aloxana (40 mg/kg) (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) dissolvida em solugcédo salina (cloreto de sodio 0,9%). Este periodo de
restricdo alimentar € essencial para que o diabetes seja induzido, pois a aloxana
compete pelo mesmo transportador da glicose, GLUT 2, para entrar nas células 3
pancreaticas (JORNS et al., 1997). Ratas do grupo controle receberam igual volume
de solugao 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 acéo intermediéria) foi iniciado 15 dias apds a inducdo do diabetes.
Ratas diabéticas receberam, durante 15 dias, 6 Ul de insulina NPH divididas em
duas doses diarias: 2 Ul entre as 8:00 e 10:00 horas e 4 Ul entre as 16:00 e 18:00
horas.

Este esquema de tratamento foi escolhido em ensaios prévios (dados néo
mostrados). O tipo e a dose de insulina foram aqueles que, embora nao

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

3.4Tratamento com L-NIL

Apos 72 horas da inducdo do diabetes, periodo necessario 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 € um
potente e relativamente seletivo inibidor da iINOS, com CEso (concentracdo
necessaria para produzir 50% do efeito maximo) de 5,9 uM para INOS comparado a
CEso de 138 pM para eNOS e 35 uM para nNOS (HALLINAN et al., 2002).

3.5 Obtencao de amostras de sangue e tecidos

No 30° dia da indugdo do diabetes, 15 horas ap6és a ultima dose de insulina e
4 horas de restricdo 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 utero foi removido. O sangue foi
centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos para separacdo do soro, que foi
armazenado em freezer -80 °C. Para um lote de animais, o sangue foi coletado em
tubos contendo EDTA para obtencéo do plasma, que foi armazenado em freezer -80
°C.

Para obtencdo da aorta toracica, os mesmos procedimentos acima foram
adotados, com excecdo da restricdo alimentar, e, apds anestesia, toracotomia foi
realizada e o segmento toracico da aorta foi removido. Este segmento foi
imediatamente colocado em solucéo de Krebs-Henseleit modificada (composi¢cdo em

mM: glicose 5; cloreto de sddio 130; sulfato de magnésio 1,17; fosfato de potassio
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1,18; bicarbonato de sédio 14,9; cloreto de potassio 4,7; cloreto de célcio 1,56 e
EDTA 0,026) e dissecado, removendo-se o tecido adiposo e conectivo. Aorta

toracica foi manipulada de acordo com as técnicas descritas abaixo.

3.6 Caracterizacdo das ratas ap6s 30 dias da inducéo do diabetes

3.6.1 Glicemia

A glicemia foi avaliada apds restricdo alimentar de 4 horas e apos 15 horas da
ultima injecdo de insulina, utilizando-se glicosimetro Advantage® (Roche, Mannheim,
Alemanha), em amostras de sangue obtidas por puncdo da extremidade da cauda.
Em um lote de ratas diabéticas tratadas com insulina, a glicemia foi avaliada em
diferentes tempos apds a injecdo de 2 e 4 Ul de insulina NPH. A glicemia foi
determinada imediatamente antes (inicial) e 1, 2, 4, 5, 6 e 8 horas apds a injecdo de
2 Ul de insulina NPH. ApGs a determinacdo da glicemia na 8° hora, 4 Ul de insulina
NPH foi administrada e a glicemia foi determinada 1, 2, 4 e 6 horas ap0s essa

injecao.

3.6.2 Dosagem de insulina

A concentracéo de insulina foi determinada por radioimunoensaio (Rat Insulin
RIA Kit, Linco, St Charles, MO, EUA). O limite de detecc¢éo do kit € de 1,2 pUI/mL.

3.6.3 Ganho de massa corpérea
As ratas foram pesadas no dia e 30 dias ap0s a inducdo do diabetes. O ganho

de massa foi calculado pela diferenca entre a massa inicial (no dia da indugao) e

final (30 dias ap0s a inducao).
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3.6.4 Consumo de 4gua e racao

Ratas dos 4 grupos experimentais foram colocadas em gaiolas metabdlicas
individuais e receberam volume de agua e quantidade de racdo determinados. O
consumo de agua e racdo foram determinados pela diferenca do volume e da
quantidade iniciais pelos remanescentes apés 24 horas.

3.6.5 Volume urinario e uroanalise

A urina de ratas mantidas em gaiolas metabodlicas durante 24 horas foi
coletada em Becker e o volume foi determinado em proveta graduada. Foram
utilizadas tiras reativas para uroanalise Keto-Diastix® (Bayer Diagndstica, Sao

Paulo, Brasil) na determinacao da glicosuria e cetonuria em urina de 24 horas.

3.7 Massa do utero, estudo do ciclo estral e dosagem de horménios sexuais

femininos

ApGs remocao dos ovarios e gordura, a massa total (no momento da retirada
do tecido) e a massa seca (ap6s 24 horas de secagem em estufa a 37° C) dos
uteros foram determinadas. O ciclo estral foi avaliado por meio do esfregaco vaginal.
As células do esfregaco vaginal foram observadas em microscéopio o6ptico. As
alteracdes celulares ciclicas no aparelho reprodutor feminino sao refletidas na
secrecdo vaginal e, assim, o exame celular dessa secre¢do permite diferenciar as
diversas fases do ciclo estral (MARCONDES et al.; 2002).

As concentragbes dos horménios estradiol e progesterona foram
determinadas no soro utilizando-se kit de radioimunoensaio (Siemens Healthcare
Diagnostic, Los Angeles, CA, EUA). Os limites de detec¢éao dos kits de estradiol e
progesterona séo 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 avaliacdo destes parametros.
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3.8 Pressao arterial direta

Dezoito horas apo0s a ultima 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 solucdo de salina e heparina
(1:10), foi introduzido na carétida direita e exteriorizado no dorso do animal. Vinte e
quatro horas apos a insercao do cateter, 0 mesmo foi conectado ao transdutor de
presséo (Deltran DPT-100, Utah medical products, Midvale, EUA), que estava ligado
a um amplificador (ML224 Quad Bridge Amp, ADInstruments, NWS, Australia), que
por sua vez, estava acoplado a um sistema digital de aquisicdo de dados
(PowerLab, ADInstruments, NWS, Australia) para aquisi¢cdo dos registros de pressao

arterial e frequéncia cardiaca.

3.9 Dosagem plasmatica de 6xido nitrico

A concentracdo plasmatica 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 potassio em acido acético
glacial) para converter nitrito e nitrato a NO. O NO produzido foi carregado para o
NOA, onde este reagiu com o ozodnio, formando diéxido de nitrogénio, a emissédo
associado é proporcional a quantidade de NO presente na amostra.

3.10 Reatividade da aorta toracica isolada

Aorta toracica, que foi obtida como descrito anteriormente, foi seccionada em
anéis transversais de 4 mm. O endotélio foi removido mecanicamente com uma
haste metalica fina envolta em algodao. Os anéis de aorta foram suspensos por um
par de ganchos de aco inoxidavel, sendo que um gancho era fixado a base da cuba
de vidro, para estudo de 6rgao isolado, e o outro conectado a um transdutor de forca
(TRI201-PAD; Panlab, Barcelona, Espanha). O transdutor foi conectado a um

sistema de aquisicdo de dados (Power Lab, ADInstruments). As cubas de vidro
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foram preenchidas com 10 mL de solugdo de Krebs-Henseleit gaseificada com
mistura de 95 % de O2 e 5 % de CO2 e mantida aquecida a 37 + 0,5 °C durante todo
0 protocolo experimental. As preparacdes permaneceram sob tensdo de 1,5 g por
um periodo de 60 minutos para estabilizacdo, com trocas de solucdo nutriente e

ajuste de tensdo a cada 20 minutos.

3.10.1 Avaliacao da resposta vasoconstritora a noradrenalina

Apbs o periodo de estabilizacdo de 60 minutos, curvas concentragdo resposta
foram realizadas com solugcéo de noradrenalina (Sigma Aldrich) em concentracoes
crescentes (10 nM a 30 uM) de maneira cumulativa, com intervalos de 3 minutos
entre cada concentracdo, tempo necessario para a estabilizacdo da resposta

contrétil.

3.10.2 Avaliacao da resposta vasoconstritora a fenilefrina

Apbs o periodo de estabilizacdo de 60 minutos, curvas concentracao resposta
foram realizadas com solucdo de fenilefrina (Sigma Aldrich) em concentracdes
crescentes (100 nM a 30 uM) de maneira cumulativa, com intervalos de 3 minutos
entre cada concentracdo, tempo necessario para a estabilizacdo da resposta

contratil.

3.10.3 Avaliacédo da resposta vasoconstritora ao cloreto de potassio (KCl)

Apbs o periodo de estabilizagdo de 60 minutos, curvas concentracdo resposta
foram realizadas com solucéo de KCI em concentracdes crescentes (1 a 108 mM) de
maneira cumulativa, com intervalos de 5-8 minutos entre cada concentracédo, tempo

necessario para a estabilizacdo da resposta contratil.
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3.10.4 Avaliacdo da resposta vasoconstritora a noradrenalina na presenca de
inibidores da atividade da iINOS

Apo6s o periodo de estabilizacdo de 60 minutos, os inibidores da atividade da
INOS L-NIL (10 pM) (ZOCRATO et al, 2010) ou 1400W (N-[3-
(aminomethyl)phenyllmethyl]-ethanimidamide, dihydrochloride; Cayman Chemical)
(10 uM) (ALVAREZ et al., 2008) foram adicionados ao banho, 30 minutos antes do

inicio da curva concentracdo resposta a noradrenalina.

3.10.5 Avaliacdo da resposta vasoconstritora a noradrenalina na presenca do

antagonista do receptor para estrégeno ESR2

Apbs o periodo de estabilizacdo de 60 minutos, o antagonista do receptor
para estrogeno ESR2 PHTPP (4-[2-Phenyl-5,7-bis(trifluoromethyl-)pyrazolo[1,5-
a]pyrimidin-3-ylJphenol; Tocris Bioscience Joins R&D Systems, Minneapolis, MN,
EUA), nas concentracdes 0,1, 1 e 10 uM, foi adicionado ao banho, 30 minutos antes

do inicio da curva concentracdo resposta para noradrenalina.

3.11 Imuno-histoquimica

3.11.1 Obtencao do material

Um segmento de aorta (5 mm) foi imerso na solucéo fixadora paraformaldeido
4% por 6 horas. Apos a fixagdo, os segmentos de aorta foram desidratados com
concentracbes crescentes de alcool (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 uM) néo seriados foram obtidos em microtomo (Leica, Berlin,
Alemanha) e colocados em laminas tratadas com poli-L-lisina (Sigma-Aldrich). Em
seguida, os cortes foram desparafinizados em banhos de xilol e hidratados em
banhos de a&lcool em concentragbes decrescentes (100, 95, 85 e 70%). A
recuperacdo antigénica foi realizada com tampéao citrato (0,01 M, pH 6) para o
ESR2, GPER e iNOS.
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3.11.2 Reacgéo de imunorreatividade

Os anticorpos primarios anti-ESR2 (Millipore, Billerica, MA, EUA) (1:100), anti-
GPER (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) (1:100) e anti-iINOS (Abcam,
Cambridge, Reino Unido) (1:100) foram diluidos em tampéo 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 incubacdo por um periodo de
aproximadamente 18 horas a 4 °C. Paralelamente, foram realizadas reacdes
controles substituindo-se o anticorpo primario por PB 0,1 M contendo 0,3% de
Tween 20 e 5% de soro normal de cabra (anti-ESR2, GPER e iINOS).

Apos 18 horas, os cortes foram lavados com PB e incubados por uma hora
com anticorpo secundario, anti-rabbit (ESR2, GPER e iNOS), conjugados com
biotina (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA), na diluicdo 1:1000, em camara
Uumida, a temperatura ambiente. Apés a incubacao, os cortes de aorta foram lavados
novamente em PB e incubados em camara Umida com solucdo do kit ABC
Vectastain (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) por uma hora, a temperatura
ambiente. A revelacdo da imunorreatividade foi realizada com DAB (diaminobenzina,
0,5 mg/mL-Sigma Aldrich) e H202 0,06%.

Cinco campos de cada corte foram fotografados, sendo que para cada animal
analisou-se 3 cortes. A densidade Optica 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 estrogeno GPER e IL-1B

Segmentos de aorta foram congelados e triturados em nitrogénio liquido e
homogeneizados em tampé&o contendo Triton-X-100 (1%), Tris (100 mM, pH 7,4),
pirofosfato de sédio (100 mM), fluoreto de sédio (100 mM), EDTA (10 mM),
ortovanadato de sédio (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 remocdo do material insolivel. Apés a centrifugagdo, o conteudo proteico
total foi quantificado pelo método de BCA (Thermo Fischer). O sobrenadante foi
tratado com tampao de Laemmli (BioRad, Hercules, CA, EUA) contendo ditiotreitol

(DTT) (100 mM), aquecido em banho seco a 100 °C por 5 minutos, e 50 ug de
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proteinas totais foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE, 12%).

A transferéncia das proteinas separadas no gel foi feita eletricamente para
uma membrana de PVDF (GE-Armshan), por 1 hora e 30 minutos a 100 V. Apés a
transferéncia, verificou-se a eficiéncia da transferéncia e, para tal, a membrana foi
incubada em &cido acético (1%) por 5 minutos, seguida de incubacdo com o corante
Ponceau por 20 minutos e nova incubacdo com acido acético (1%) por 5 minutos.
Apos lavagem com agua destilada e TBS-T (Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20
0,02%), a membrana foi incubada com solucdo bloqueadora constituida de albumina
(5%) (Sigma Aldrich) em TBS-T por 2 horas em temperatura ambiente, para reduzir
a ligacao inespecifica dos anticorpos. Em seguida, a membrana foi lavada com TBS-
T por 30 minutos e, entdo, incubada com anticorpo anti-GPER (Thermo Fisher
Scientific) (1:1000) ou anti-IL-1B (BioLegend, San Diego, CA, EUA) (1:750) por 12
horas a 4 °C. O anticorpo secundario conjugado com peroxidase, anti-rabbit (1:2000)
para o GPER e anti-hamster (1:2000) para a IL-1B, foi incubado por 1 hora e 30
minutos em temperatura ambiente e, logo apds, com a solugcdo de
guimioluminescéncia, como descrito no protocolo do kit (Thermo Fisher Scientific). A
emissdo de luz foi detectada e visualizada em filmes radiogréaficos. A intensidade
das bandas foi quantificada por densitometria Optica utilizando-se programa de
andlise 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 proteinas S-nitrosiladas

O endotélio de segmentos de aorta toracica foi removido mecanicamente com
uma haste metdlica fina envolta em algoddo e imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e mantidos a -80 °C até o processamento. O método biotina-switch
para detectar proteinas 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 residuos de cisteina com biotina.
Para tanto, grupos tidis livres foram blogqueados e, em seguida, promove-se
clivagem dos grupos nitrosotidis em tiol livre e marcacdo dos tidis livres recém-

formados com biotina.
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ApGs a extracao, foi realizado Western blot, como descrito anteriormente no
item anterior, com a diferenca que 30 pg de proteinas foram aplicadas no gel SDS-
PAGE e a membrana utilizada foi de nitrocelulose (Millipore). Apos bloqueio, a
membrana foi lavada e, entdo, incubada com reagente de deteccédo de proteinas s-
nitrosiladas, diluido em 2% de albumina bovina (1:150) durante 12 horas. Apoés a
incubagédo, a membrana foi lavada e incubada com a solugdo de
guimioluminescéncia, como descrito no protocolo do kit (Thermo Fisher Scientific). A
emissdo de luz foi detectada e visualizada em filmes radiograficos. A intensidade
das bandas foi quantificada por densitometria 6ptica utilizando-se programa de
andlise de intensidade de bandas (Image J). As mesmas membranas foram
utilizadas para verificar a expressdo da a-actina (1:10000, Sigma Aldrich), que foi

usada para normalizar a expressao de proteinas nitrosiladas.

3.14 Anédlise estatistica

A resposta maxima (Rwmax), em gramas de tensdo, e a concentragdo do
agonista que induz metade da resposta maxima (CEso), expressa como -log CEso
(pD2), foram calculadas a partir das curvas concentragao resposta. Os resultados
foram expressos como média + erro padrao da média (epm). As analises estatisticas
foram realizadas utilizando-se analise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do
teste de Bartlett para a homogeneidade das variancias e do teste de multiplas

comparacdes Tukey-Kramer. O nivel de significancia minima aceitavel foi p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros biologicos

Ratas que receberam aloxana apresentaram, apés 30 dias, aumento da
glicemia e reducado da insulinemia em comparagcdo com as que receberam veiculo,
caracterizando o diabetes (Tabela 1). Ratas diabéticas apresentaram menor ganho
de massa corpérea em 30 dias do que ratas controles (Tabela 1). O consumo de
racdo e de agua e volume de urina em 24 horas foram maiores no grupo diabética
do que no grupo controle (Tabela 1). A glicosuria foi detectada somente na urina de
24 horas de ratas diabéticas (Tabela 1). O tratamento com 6 Ul/dia de insulina NPH
durante 15 dias ndo corrigiu a glicemia, que foi determinada 18 horas apo6s a ultima
dose de insulina, e aumentou a concentracao sérica de insulina em ratas diabéticas,
mas nao para os niveis de ratas controles (Tabela 1). O ganho de massa corporea, o
consumo de agua e a producdo de urina, mas ndo o consumo de racdo, foram
corrigidos pelo tratamento com insulina (Tabela 1). O tratamento com L-NIL n&o
preveniu as alteracdes observadas em ratas diabéticas (Tabela 1). Cetonuria néo foi
detectada em nenhuma rata dos diferentes grupos experimentais.

Em anexo parametros metabdlicos das ratas diabéticas 15 dias apos a

inducao do diabetes.
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Tabela 1 - Parametros biolégicos de ratas controles, diabéticas, diabéticas tratadas
com insulina e diabéticas tratadas com L-NIL 30 dias apés a inducdo do

diabetes
Diabética-Insulina Diabética-LNIL
Controle Diabética (6 Ul/dia) (3 mg/kQ)
Glicemia 115,6 + 2,3 557,5 + 5,9* 545,7 + 7,6* 565,7 + 8,7*
(mg/dL) (3) (3) (3) (3)
Insulina 11,4+04 6,6 + 0,5* 9,3+0,7* 6,2 + 0,43*
(HU/mL) (6) (5) (5) (6)
Ganho de peso 38,8 +3,2 -2,1+8,5* 32,5 + 4,0 2,6 £ 3,5*
(9) (6) (7) (4) 9)
Racéo 6,7+0,3 18,8 +1,1* 13,2 £ 0,6** 17,5+ 0,6*
(9/24h) (6) (5) (4) (8)
Agua 11,7+0,8 79,7 + 3,8* 23,2+ 1,4% 70,2 +4,1*
(mL/24h) (6) (5) 4 (8)
Urina 41+04 65,1 + 4,2* 13,2 +1,3* 51,2 + 3,3*
(mL/24h) (6) (5) 4 (9)
Glicosduria Negativo 50+0,0 50+0,0 50+0,0
(9/dL) (5) (3) (4) (10)

Os resultados estdo expressos como média =+ epm. O nimero de ratas utilizadas em cada grupo
encontra-se entre parénteses. *p<0,05 vs Controle. #p<0,05 vs Diabética.

Fonte: Sartoretto (2013)
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4.2 Glicemia em diferente tempos ap0s ainjecdo de 2 e 4 Ul de insulina NPH

Apés 1 hora da injecdo de 2 Ul 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 ap0s a injecdo de 2 Ul de
insulina, ratas diabéticas jA apresentavam glicemia maior de 200 mg/dL, que
gradativamente foi se elevando, mas que nao ultrapassou 300 mg/dL até o momento
da administracéo de 4 Ul de insulina NPH. Na primeira hora apos a injecédo de 4 Ul
de insulina NPH, ratas diabéticas apresentaram glicemia abaixo de 70 mg/dL e na
qguarta hora a glicemia ainda estava abaixo de 150 mg/dL. Contudo, na sexta hora a

glicemia ja havia ultrapassado 300 mg/dL.
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Tabela 2 — Glicemia de ratas diabéticas em diferentes tempos ap0s a injecdo de 2 e

4 Ul de insulina NPH

Glicemia (mg/dL)

Inicial 499,0 + 36,4
Injec&o de 2Ul de insulina NPH
1 hora 112,8 +17,9
2 horas 57,2+59
4 horas 94,0+ 12,0
5 horas 202,6 £ 67,8
6 horas 2458 £ 77,2
8 horas 286,8 + 38,8
Injecéo de 4Ul 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 estdo expressos como média + epm.
utilizados neste experimento.
Fonte: Sartoretto (2013)

Cinco animais de cada grupo experimental foram



43

4.3 Parametros do ciclo estral e de hormdnios sexuais

Ratas diabéticas apresentam parada do ciclo estral, que fica estacionado na
fase diestro. O tratamento com insulina, mas néo o tratamento com L-NIL, normaliza
o ciclo estral de ratas diabéticas. Na fase diestro, a massa total e seca do Utero de
ratas diabéticas estavam diminuidas em relagédo aos de ratas controles (Tabela 3). O
tratamento das ratas diabéticas com insulina restaurou a massa total e seca do utero
(Tabela 3). Ja o tratamento com L-NIL ndo preveniu essas alteracdes (Tabela 3).

Na fase diestro, a concentracao sérica de estradiol foi semelhante entre todos
0S grupos experimentais (Tabela 3). Por outro lado, a concentracdo de progesterona
na fase diestro foi reduzida em ratas diabéticas, que foi corrigida pelo tratamento

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

Tabela 3 - Massa uterina e concentracdo de estradiol e progesterona em ratas
controles, diabéticas, diabéticas tratadas com insulina e diabéticas
tratadas com L-NIL na fase diestro 30 dias ap0s a inducao do diabetes

Diabética-Insulina Diabética-LNIL

Controle Diabética (6 Ul/dia) (3 mg/kg)

Massa total 180,8 + 30,6 69,9 +17,7* 111,2+10,4 78,4 + 3,6*
(mg/100 g) ) (4) 9) (7)

Massa seca 33,2+2,8 17,0 + 2,3* 295+26 19,7 + 0,5*
(mg/100 g) (4) (5) (4) (7)

Estradiol 21,5+1,7 26,5+4,3 21,8+1,6 23,3+2,4
(pg/mL) (10) (12) (6) (11)

Progesterona 149+1,6 45+ 1,0* 148+ 2,1 54+1,1*
(ng/mL) (20) (12) (6) (12)

Os resultados estdo expressos como média + epm. A massa uterina foi corrigida pela massa corpérea
das ratas e foi expressa como mg de Utero/100 g de massa corpdrea. O numero de ratas utilizadas
em cada grupo encontra-se entre parénteses. *p<0,05 vs Controle.

Fonte: Sartoretto (2013)
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4.4 Pressao arterial e frequéncia cardiaca

Ratas diabéticas apresentaram reducdo na pressao arterial sistolica e
diastolica (Tabela 4). O tratamento com insulina aumentou apenas a pressao arterial
sistdlica. O tratamento de ratas diabéticas com L-NIL aumentou a pressao arterial
sistdlica e diastolica. A frequéncia cardiaca ndo diferiu entre os grupos estudados
(Tabela 4).

Tabela 4 — Pressao arterial (PA) sistolica e diastélica e frequéncia cardiaca (FC) de
ratas controles, diabéticas, diabéticas tratadas com insulina e diabéticas
tratadas com L-NIL 30 dias apds a inducédo do diabetes

Controle Diabética Diabética-Insulina Diabética-LNIL
(6) 4) (6 Ul/dia) (3 mg/KQ)
4) ()
PA sistolica 131,2+2,6 1156 +1,7* 123,4+ 3,0 121,4+25
(mmHgQ)
PA diastolica 98,8+20 845 + 2 4* 77,7 + 4,6* 92,0+2,1
(mmHg)
FC 346,2+7,7 306,6 + 12,9 297,7 + 26,1 308,0 + 20,8
(BMP)

Os resultados estdo expressos como média + epm. O numero de ratas utilizadas em cada grupo
encontra-se entre parénteses. *p<0,05 vs Controle.
Fonte: Sartoretto (2013)
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4.5 Imunorreatividade para a iINOS 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 ha maior
imunorreatividade para a INOS quando comparadas ao de ratas controles (Figura 1).
O tratamento com insulina, mas nao com L-NIL, corrigiu esse aumento (Figura 1).

Em anexo expressdo do RNAm para a iNOS em aorta de ratas controles e
diabéticas.

Figura 1 — Imunorreatividade da iINOS 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)

DT-Ins DT-LNIL

£ 300-
(]
B *
E T
(&)
p *
2 #
g -I-
(0]
100 =
(]
o]
c
£ 0 5 7 5 5
5
< CT DB DT-Ins  DT-LNIL

Os valores estédo expressos como média + epm do aumento em relagéo ao controle (%). Os nimeros
dentro das barras representam nimero de ratas utilizadas em cada grupo. *p< 0,05 vs CT. #p<0,05 vs
DB. Acima do grafico de histograma estdo representadas fotomicrografias (400x) ilustrando a
imunorreatividade da iINOS em cortes de aorta de ratas controles, diabéticas, diabéticas tratadas com
insulina ou L-NIL.

Fonte: Sartoretto (2013)
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4.6 Concentragcdo plasmatica de 6xido nitrico de ratas controles, diabéticas,
diabéticas tratadas com insulina e diabéticas tratadas com L-NIL

A concentracao plasmatica de NO foi aumentada em ratas diabéticas (Figura
2). O tratamento tanto com insulina quanto com L-NIL foi eficaz em reduzir a

concentracdo de NO plasmético nas ratas diabéticas (Figura 2).

Figura 2 — Concentracdo plasmatica de NO (6xido nitrico) 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)
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Os valores estao expressos como média + epm. Os nimeros dentro das barras representam nimero
de ratas utilizadas em cada grupo. *p< 0,05 vs CT.
Fonte: Sartoretto (2013)
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4.7 Expressao proteica da IL-1B em aorta de ratas controles, diabéticas,

diabéticas tratadas com insulina e diabéticas tratadas com L-NIL

A expressao proteica da IL-1B foi aumentada em aorta de ratas diabéticas
guando comparadas com aorta de ratas controles. O tratamento com insulina e L-
NIL corrigiram a expressdo desta proteina inflamatoria em aorta de ratas diabéticas
(Figura 3).

Figura 3 — Expresséao proteica da IL-13 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 foram representados como média = epm. O nimero 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 a 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 concentracdo-resposta (A) e resposta maxima (B) para a
noradrenalina em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles (CT),
diabéticas (DB) e diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins)
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Cada ponto representa a média + epm do aumento de tensdo (g). O namero 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 Respostavasoconstritora a 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 concentracdo-resposta (A) e resposta maxima (B) para a
noradrenalina em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles (CT),
diabéticas (DB) e diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins)
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Cada ponto representa a média + epm do aumento de tensdo (g). O namero 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 potassio

A resposta vasoconstritora induzida pela alta concentracdo de potassio foi
reduzida em anéis de aorta sem endotélio de ratas diabéticas quando comparadas
com a de ratas controles (Figura 6). O tratamento com insulina ndo corrigiu esta

resposta em aorta de ratas diabéticas (Figura 6).

Figura 6 - Curva concentracéo-resposta (A) e resposta maxima (B) para o cloreto de
potassio (KCI) em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles (CT),
diabéticas (DB) e diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins)
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Cada ponto representa a média + epm do aumento de tensdo (g). O nimero 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 a noradrenalina em aorta de ratas controles e
diabéticas ap0s a inibicdo aguda da iNOS

A inibicdo aguda da iINOS, com diferentes inibidores especificos da iINOS L-
NIL (10 pM) e 1400W (10 pM), ndo teve efeito na resposta maxima ou na
sensibilidade a noradrenalina de anéis sem endotélio de aorta de ratas controles
(Figura 7A, Tabela 5). J& em aorta de ratas diabéticas, a inibicdo aguda da iNOS,
tanto pelo L-NIL quanto com 1400W, aumentou a resposta vasoconstritora a
noradrenalina (Figura 7B). No entanto, a resposta maxima a noradrenalina apoés

inibicdo aguda da INOS ainda foi diferente daquela de ratas controles (Tabela 5).
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Figura 7 - Curva concentracdo-resposta para a noradrenalina em anéis de aorta
sem endotélio de ratas controles (A) e diabéticas (B) na auséncia (-) e
presenca dos inibidores especificos da iINOS L-NIL (10 uM) ou 1400W
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Cada ponto representa a média + epm do aumento de tensdo (g). O numero de ratas utilizadas em
cada grupo encontra-se no entre parénteses.
Fonte: Sartoretto (2013)
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Tabela 5 — Resposta maxima e sensibilidade a noradrenalina na auséncia (-) e
presenca dos inibidores da iNOS L-NIL (10 puM) ou 1400W (10 pM) em
anéis de aorta sem endotélio de ratas controles (CT) e diabéticas (DB)

Grupo Resposta maxima (g) pD:2
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 maxima representam a média + epm. O nimero de ratas utilizadas em cada
grupo encontra-se entre parénteses. ND= o pD2 nado foi determinado, pois houve diferenca
significativa na resposta maxima. *p<0,05 vs CT na auséncia dos inibidores. #p<0,05 vs DB na
auséncia 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 a noradrenalina

A resposta vasoconstritora induzida pelo agonista adrenérgico noradrenalina,
em anéis de aorta sem endotélio, foi menor em ratas diabéticas quando comparadas
as ratas controles (Figura 8). O tratamento com L-NIL preveniu a reducdo da

resposta vasoconstritora a noradrenalina em aorta de ratas diabéticas (Figura 8).
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Figura 8 - Curva concentracdo-resposta (A) e resposta maxima (B) para
noradrenalina em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles
(CT), diabéticas (DB) e diabéticas tratadas cronicamente com L-NIL
(DT-LNIL)
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Cada ponto representa a média + epm do aumento de tensdo (g). O nimero 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 a 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 redugdo da resposta a fenilefrina em
aorta de ratas diabéticas (Figura 9).

Figura 9 - Curva concentracdo-resposta (A) e resposta maxima (B) para a fenilefrina
em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles (CT), diabéticas (DB)
e diabéticas tratadas com L-NIL (DT-LNIL)
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Cada ponto representa a média + epm do aumento de tensdo (g). O nimero 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 potassio

A resposta vasoconstritora induzida pela alta concentracdo de potassio 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 ndo preveniu essa

alteracao (Figura 10).

Figura 10 - Curva concentracdo-resposta (A) e resposta maxima (B) para o cloreto
de potéssio (KCl) em anéis de aorta sem endotélio de ratas controles
(CT), diabéticas (DB) e diabéticas tratadas com L-NIL (DT-LNIL)
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Cada ponto representa a média + epm do aumento de tensdo (g). O namero 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 Expressdo de proteinas S-nitrosiladas em aorta de ratas controles,
diabéticas, diabéticas tratadas com insulina e diabéticas tratadas com L-
NIL

Ratas diabéticas apresentaram aumento na expressao de proteinas s-
nitrosiladas em aorta quando comparadas com ratas controles, o tratamento com
insulina foi eficaz em corrigir esse aumento. JA a quantidade de proteinas s-
nitrosiladas em aorta de ratas diabéticas tratadas com L-NIL ndo foi diferente de

ratas controles e diabéticas (Figura 11).
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Figura 11 — Expressao proteica de proteinas S-nitrosiladas 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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O grafico em histograma de barras mostra a analise densitométrica da expressao das proteinas S-
nitrosiladas. Os valores foram normalizados pela expressdo da a-actina. Os valores estédo
representados como a média =+ epm. O numero 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 Expressdo proteica e imunorreatividade do receptor de estrégeno GPER

Aorta de ratas diabéticas apresenta aumento na expressao proteica (Figura
12) e na imunorreatividade (Figura 13) do receptor para estrogeno GPER (Figura
12). O tratamento de ratas diabéticas com insulina reduziu a expressao deste
receptor. O tratamento com L-NIL das ratas diabéticas néo foi eficaz em prevenir o
aumento da expressao deste receptor em aorta de ratas diabéticas (Figura 12).

Em anexo expressdo do RNAm para o GPER em aorta de ratas controles e
diabéticas.
Figura 12 - Expressao do receptor de estrogeno GPER em aorta de ratas controles

(CT), diabéticas (DB), diabéticas tratadas com insulina (DT-Ins) e
diabéticas tratadas com L-NIL (DT-LNIL)

DT-INS
DT-LNIL

CT
DB

130

100 . .
>3
@
3]
o
% -
40 — - — — o
2.04
— x
2 157 T
S #
c b
g 10_ —_—
o
o
o 0.5
0oLl 9 7 8 6
CT DB DT-Ins  DT-LNIL

O grafico em histograma de barras mostra a analise densitométrica da expresséo proteica do GPER.
Os valores foram normalizados pela densitometria das bandas coradas por Ponceau. Os valores
estdo representados como a média + epm. O numero 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 - Expressdo dos receptores de estrogeno GPER em aortas 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 estao expressos como média + epm do aumento em relacéo ao controle (%). Os nUmeros
dentro das barras representam nimero de ratas utilizadas em cada grupo. *p< 0,05 vs CT. Acima do
gréfico de histograma estdo representadas fotomicrografias (400x) ilustrando a imunomarcacdo 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 estrégeno, 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 néo o tratamento com L-NIL, corrigiu 0 aumento dessa
imunorreatividade em cortes de aorta de ratas diabéticas (Figura 14).

Em anexo expressdo do RNAm do ESR2 em aorta de ratas controle e
diabética.

Figura 14 - Expressao do receptor de estrégeno 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 estdo expressos como média + epm do aumento em relagdo ao controle (%). Os nimeros
dentro das barras representam nimero de ratas utilizadas em cada grupo. *p< 0,05 vs CT. #p<0,05 vs
DB. Acima do grafico de histograma estdo representadas fotomicrografias (400x) ilustrando a
imunomarcacdo 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 a noradrenalina em aorta de ratas controles e

diabéticas ap6s bloqueio agudo do receptor de estrogeno ESR2

O antagonismo agudo do receptor de estrégeno ESR2 com diferentes
concentragbes do antagonista PHTPP n&o modificou a resposta méaxima e a
sensibilidade a 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 concentracdo-resposta para a noradrenalina em anéis de aorta
sem endotélio de ratas controles na presenca de diferentes
concentracdes do antagonista do receptor ESR2 (PHTPP)

6-
—— CT(3)
—=— CTPHTPP10iM(3)
- —+—  CTPHTPP1uM (3)
B 41 —— CTPHTPPO,1uM (2)
o
'@
(7]
)
27
0_

12 10 8 6 4
-log[M]Noradrenalina

Cada ponto representa a média = epm do aumento de tensdo (g). O nimero de ratas utilizadas em
cada grupo encontra-se entre parénteses.
Fonte: Sartoretto (2013)

Tabela 6 — Resposta maxima e sensibilidade a noradrenalina em anéis de aorta sem
endotélio de ratas controles na presenca de diferentes concentracées do
antagonista do receptor ESR2 (PHTPP)

Grupo Resposta maxima (g) pD:2
CT (3) 4,98 + 0,40 8,40 £ 0,08
CT PHTPP 10 puM (3) 4,68 +0,17 8,52 +0,15
CT PHTPP 1 uM (3) 4,56 + 0,15 8,54 £ 0,17
CT PHTPP 0,1 uM (2) 4,18+ 0,14 8,71+ 0,06

Os valores de resposta méxima e pD2 (-log CEso) representam a média + epm. O ndmero de ratas
utilizadas em cada grupo encontra-se entre parénteses.
Fonte: Sartoretto (2013)
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Figura 16 - Curva concentracdo-resposta para a noradrenalina em anéis de aortas
sem endotélio de ratas diabéticas na presenca de diferentes
concentragcfes do antagonista do ESR2 (PHTPP)
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Cada ponto representa a média + epm do aumento de tensdo (g). O nimero de ratas utilizadas em
cada grupo encontra-se entre parénteses.
Fonte: Sartoretto (2013)

Tabela 7 — Resposta maxima e sensibilidade a noradrenalina em anéis de aorta sem
endotélio de ratas diabéticas na presenca de diferentes concentracées
do antagonista do receptor ESR2 (PHTPP)

Grupo Resposta maxima (g) pD2
DB (5) 3,63+0,22 8,26 £ 0,11
DB PHTPP 10 uM (4) 3,70+ 0,44 8,16 £ 0,11
DB PHTPP 1 uM (4) 3,57+0,19 8,38+ 0,10
DB PHTPP 0,1 uM (5) 3,38+ 0,20 8,37 £ 0,06

Os valores de resposta méxima e pD2 (-log CEso) representam a média + epm. O ndmero de ratas
utilizadas em cada grupo encontra-se entre parénteses.
Fonte: Sartoretto (2013)
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que o aumento da expressao da iINOS/geracéo
de NO é responsavel pela reducdo da resposta contratil induzida por ativacdo de
receptor adrenérgico, mas ndo daquela induzida por despolarizacdo de membrana
que ocorre por alta concentracdo de potassio. O aumento da expressao de proteinas
s-nitrosiladas e o aumento da expressdo dos receptores de estrogeno, ESR2 e
GPER, podem contribuir para a reducdo da capacidade contratil em aorta de ratas
diabéticas, uma vez que o tratamento com insulina foi eficaz em corrigir tanto a
contracdo vascular, quanto a expressao das proteinas s-nitrosiladas e dos
receptores de estréogeno. No entanto, o envolvimento do receptor de estrogeno
ESR2 depende de mecanismos que ndo sao bloqueados agudamente.

Semelhantemente ao ja bem descrito na literatura, administracdo de aloxana
(40 mg/kg) por via intravenosa em ratas de 8-10 semanas provocou, apés 30 dias,
aumento da glicemia, diminuicdo dos niveis de insulina, diminuicdo do ganho de
peso, aumento do consumo de racdo e agua e aumento do volume urinério,
caracterizando o modelo de diabetes mellitus tipo 1. Outra caracteristica presente
neste modelo é a alteracdo do ciclo estral, assim como reducdo na concentracédo
dos hormdnios sexuais femininos. Apesar de neste trabalho ndo termos observado
reducdo na concentracdo de estrégeno na fase diestro, € importante ressaltar que o
ciclo estral das ratas diabéticas fica estacionado nessa fase e, por ndo passarem
pela fase proestro, na qual se observa pico da concentracdo de estrdgeno, 0s
sistemas biologicos dessas ratas ndo sofrem influéncias das variagbes da
concentracdo do horménio. Como esperado, o tratamento com insulina melhorou os
parametros metabdlicos, embora ndo os tenha corrigido completamente, e corrigiu
as alteracdes do ciclo estral e da concentracdo dos hormdnios sexuais. Por outro
lado, o tratamento com L-NIL n&o teve efeito sobre os parametros metabolicos e
hormonais. Aumento da iINOS/geracdo de NO pode promover destruicdo de células
B pancreaticas e, consequentemente, reduzir a secrecdo de insulina em humanos
(ARNUSH et al., 1998; CORBETT et al.,, 1996). Aléem disso, foi observado que o
aumento da iINOS prejudica a sinalizagdo da insulina, por exemplo, promovendo
resisténcia a insulina no musculo esquelético devido a mudangas pés-traducdo nos
receptores de insulina e nas proteinas envolvidas na sinalizagdo (ROPELLE et al.,

2013). No entanto, no presente estudo, o diabetes foi induzido quimicamente e a
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INOS parece nao participar no mecanismo de destruicdo das células 3 induzida pela
aloxana e interferir na sinalizagéo da insulina.

Outra caracteristica observada nas ratas diabéticas foi redugdo da presséo
arterial. Diversos trabalhos mostram aumento da presséo arterial no diabetes
(EPENS et al.,, 2006; KHAMAISI et al., 2003). No entanto, reducdo da pressao
arterial ja foi observada em ratos diabéticos (MAEDA et al., 1995; SCHAAN et al.,
2004) e a hiperglicemia parece ser responsavel por esta anormalidade (SCHAAN et
al., 2004). O exato mecanismo pelo qual a hiperglicemia contribui para a reducdo da
pressdo arterial ainda é desconhecido, porém essa condicdo promove ativacao de
varias vias que podem estar envolvidas, incluindo ativacdo da proteina quinase C
(PKC), aumento da atividade da via dos poliois, formacao de produtos de glicagao
avancada e estresse oxidativo (IDO et al., 1997; WILLIAMSON et al., 1993). Alta
concentracdo de glicose induz expressado da iNOS em cardiomidcitos e células do
musculo liso vascular e a inibicdo da PKCp2 suprime a expressdo dessa enzima
(NAGAREDDY et al., 2009b), a qual pode estar envolvida com a reducéo da pressao
arterial no diabetes.

No presente trabalho, observamos aumento da expressao de iINOS em aorta
de ratas diabéticas e da concentracdo plasmatica de NO, o tratamento dessas ratas
com L-NIL durante 30 dias preveniu o aumento da concentracédo plasmatica de NO e
a reducéo da presséao arterial. Uma vez que o tratamento com L-NIL n&o melhorou
0s parametros metabdlicos, mostra que a reducdo da pressao arterial em ratas
diabéticas se deve diretamente ao aumento da atividade da iINOS e ndo é
decorrente das alteracbes metabdlicas, embora o aumento da expressao da iINOS
seja induzido por alta concentracdo de glicose (NAGAREDDY et al., 2009b).
Aumento da expressdo da iNOS também foi observado em tecidos cardiaco,
vascular e renal de ratos diabéticos (BARDELL; MACLEOD, 2001; BONJUGA et al.,
2004; NAGAREDDY et al., 2005, 2006). A inibicdo da iINOS também preveniu a
reducdo da presséo arterial em ratos diabéticos, mas apenas apdés 8 semanas de
tratamento com L-NIL (NAGAREDDY et al.,, 2009a). No trabalho de Nagareddy e
colaboradores (2009a), os autores observaram que apos 8 semanas da inducdo do
diabetes ha também reducéo na frequéncia cardiaca em ratos e o tratamento com L-
NIL foi eficaz em prevenir também esta reducédo. Apesar de 30 dias de diabetes

promover aumento da expressdo da INOS e reduzir a pressao arterial, ndo é
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suficiente para promover alteracdo da frequéncia cardiaca, como mostrado no
presente trabalho e em outro (SCHAAN et al., 2004).

O tratamento de ratas diabéticas com insulina apenas melhorou parcialmente
a reducdo da pressdo arterial sistolica e nao teve efeito na pressédo arterial
diastolica, que continuou reduzida. Trabalhos mostram que o tratamento de ratos
diabéticos com insulina é eficaz em corrigir a reducdo da pressdo arterial, com
concomitante melhora da glicemia (KATOVICH et al.,, 1995). Uma possivel
explicacdo por ndo observarmos um efeito significativo do tratamento com insulina
na presséao arterial de ratas diabéticas € o fato de que, o esquema de tratamento
utilizado no presente estudo, néo ter sido eficaz em normalizar a glicemia por longo
periodo. Outra explicacdo € o fato destas ratas permanecerem por um periodo em
hipoglicemia, pois foi demonstrado que apos um estresse hipotensor, a sensibilidade
barorreflexa e a resposta simpatica estdo atenuadas em animais que passaram por
periodos de hipoglicemia (ADLER et al., 2009). No nosso estudo, a anestesia
utilizada para implantacéo do cateter foi a cetamina e xilasina, que promove reducao
da presséo arterial em ratos normotensos e normoglicémicos (RODRIGUES et al.,
2006).

Semelhantemente ao observado no presente estudo, reducdo da contracao
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 fémeas quanto em machos diabéticos, a reducdo da resposta
contratil de aorta pode ser explicada pelo fato que agonistas adrenérgicos induzem
menor mobilizacdo de célcio do reticulo sarcoplasmatico do que em animais
controles (MA et al., 2008; SARTORETTO, 2009). Reducédo da expressdo 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 reducdo da contracdo vascular nesses
animais. No entanto, outros mecanismos podem estar envolvidos, uma vez que,
observamos no presente estudo que em aorta de ratas diabéticas ha reducéo da
contracdo vascular induzida também por alta concentracdo de potassio, que
promove contracdo por induzir despolarizacdo da membrana dos miocitos e abertura
de canais de calcio dependentes de voltagem.

Em doencas como a obesidade e o diabetes, observa-se uma inflamagéao
cronica de baixa intensidade que pode acarretar em complicacdes 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 prejuizo na funcéo vascular, como por
exemplo, reducdo na contracdo e dilatacdo, em decorréncia do aumento da
inflamacé&o vascular (NAGAREDDY et al., 2009a; ZHANG et al., 2011). No presente
trabalho, observamos que ha aumento da expresséo proteica da INOS na parede da
aorta, como ja observado em machos diabéticos (NAGAREDDY et al., 2005, 2006,
2009a), aléem de aumento na concentracdo plasmatica de NO e na expresséo
proteica da IL-1B, estes resultados mostram que ha um aumento na inflamagao
vascular em ratas diabéticas, o que poderia estar prejudicando a fungdo vascular
nestes animais.

A inducado da iINOS, capaz de promover uma liberagdo sustentada de NO, é
uma resposta a uma variedade de agentes e citocinas em varios tipos de células. Foi
observado que a IL-1 estimula a liberacdo de uma grande quantidade de NO em
células do musculo liso vascular in vitro (BEASLEY et al., 1991; PACHECO et al.,
2000). Alta concentracdo de glicose promove ativacao do fator NF-kB, que liga-se no
promotor da iINOS e induz expressao da enzima, em células epiteliais do cristalino
humano (JIA et al.,, 2013). Por outro lado, alta concentracdo de glicose induz a
expressao de IL-1B, em células endoteliais da retina e mondécitos, via ativacao de
PKC e NF-kB (DASU et al., 2007; LIU et al., 2012). Estes resultados indicam que alta
concentracéo de glicose seja responsavel pelo aumento na expressao de IL-1 e de
INOS. No entanto, em nosso trabalho, observamos que a alta concentracdo de
glicose ndo parece ser a Unica responsavel pelo aumento da iNOS/NO e IL-1j3, visto
que o tratamento com insulina, mesmo promovendo alguns periodos de reducédo da
glicemia, ndo foi eficaz em corrigir completamente esse parametro, mas corrigiu 0os
parametros inflamatérios em ratas diabéticas. Na sepse, o tratamento com insulina
promove reducdo da expressao da iNOS e de citocinas pro-inflamatérias sem alterar
a glicemia (BRIX-CHRISTENSEN et al., 2004; CHEN et al., 2006), mostrando que a
insulina pode ter efeito anti-inflamatério. No presente estudo, o tratamento com L-
NIL, além de reduzir a concentracdo plasmatica de NO, reduziu também a
expressdo da citocina IL-1B em aorta de ratas diabéticas. Apesar de ter sido
observado que a expressao de citocinas inflamatérias, tais como TNF-a e IL-1(
precede a expressao da INOS (LIN et al., 2006; SU et al., 2007), a producao
excessiva de NO via INOS pode provocar a liberacdo de IL-1B3, pois o uso de
inibidores da iINOS também promoveu redugdo da concentracdo plasmatica de IL-13
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(ALDRICH; SEVICK-MURACA 2013; SU et al., 2007). Portanto, estes resultados
mostram que a hiperglicemia induz a expressao de fatores inflamatorios, que podem
induzir expressao adicional desses fatores, amplificando a inflamacéo no diabetes.

As acdes da insulina ndo sdo restritas apenas ao metabolismo de
carboidratos, proteinas e lipideos e, portanto, é dificil discriminar se as alteracfes
observadas em diabéticos sdo consequéncias da hiperglicemia ou da falta de
insulina. Em aorta de ratos diabéticos, a reducdo 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 responsavel pelas
alteracdes. No entanto, o tratamento com a insulina utilizado no presente estudo foi
capaz de corrigir a resposta contratil & noradrenalina e a fenilefrina, mesmo néo
sendo capaz de corrigir totalmente os parametros metabdlicos em ratas diabéticas.
Assim, nossos resultados sugerem que em fémeas diabéticas a hiperglicemia pode
nao ser a unica responsavel pela reducéo da resposta contratil.

Takahashi e colaboradores (2008) mostraram que a reducdo da resposta a
fenilefrina em aorta de ratos diabéticos ocorre devido ao aumento na expressao da
iINOS e ndo ao aumento da glicose, pois em aortas incubadas com LPS ha reducéo
da contracdo para a fenilefrina, enquanto que a contracdo em aortas incubadas
apenas com alta concentracdo de glicose néo difere da contracdo de aortas
incubadas com baixa concentracdo 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 ativagdo da iINOS promove vasodilatagcdo intensa, severa
hipotensédo, depresséao cardiaca e faléncia de multiplos 6rgédos (FERDINANDY et al.,
2000; PARRILLO, 1993) A inibicdo aguda da iNOS corrigiu a reducdo da contracao
induzida pela noradrenalina em artérias mesentéricas de ratos diabéticos
(BARDELL; MACLEOD, 2001; NAGAREDDY et al., 2005). No entanto, em nosso
trabalho observamos que a inibicho aguda da iINOS aumentou a resposta a
noradrenalina em aorta de ratas diabéticas, mas ndo para os niveis de contracdo de
ratas controles. Portanto, outros mecanismos induzidos pelo aumento da geracéo de
NO podem estar envolvidos na reducdo da capacidade contratil em aorta de ratas
diabéticas, e ndo apenas um efeito agudo direto do NO sobre a contracéo vascular.
Mudancas secundarias ao aumento da geracdo de NO no sistema vascular podem
contribuir para a reducdo da contragdo vascular em aorta de ratas diabéticas. Por

exemplo, a formac&o de peroxinitrito, que pode induzir modificacdes pods-traducao,
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poderia promover mudancgas na funcdo de proteinas ou receptores envolvidos na
contracédo 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 iINOS reduz a expresséo de nitrotirosina, um marcador de
peroxinitrito, e aumenta a resposta pressorica & metoxamina em ratos diabéticos.
Em nosso estudo, observamos que tratamento de ratas diabéticas durante 4
semanas com inibidor da iINOS corrigiu a reducdo da resposta contratil. No entanto,
esse efeito do tratamento com inibidor da INOS sé foi observado na contracdo
induzida pela noradrenalina e fenilefrina, mostrando que aumento da INOS/NO
compromete etapas que ndo sao comuns a resposta contratil induzida por agonistas
adrenérgicos e por alta concentracdo de potassio, por exemplo, a interacdo do
agonista com o receptor. Foi demonstrado que o peroxinitrito pode reduzir a ligagao
das catecolaminas aos receptores alfa-adrenérgicos (TAKAKURA et al., 2002). Além
disso, foi observado que células mesangiais renais incubadas com citocinas, tais
como IL-1B, apresentam redugdo da expressao génica dos receptores alfa-
adrenérgicos (BUCHER et al., 2003). Portanto, visto que a producédo de NO e a
expressao de IL-1B foram reduzidas apos o tratamento com insulina ou L-NIL, um
dos mecanismos responsaveis pela correcdo da contracdo vascular induzida por
agonistas adrenérgicos em aorta de ratas diabéticas poderia ser a melhora da
expressdo ou sinalizacdo dos receptores adrenérgicos. No entanto, mais
experimentos precisam ser realizados para confirmar esta hipotese.

A s-nitrosilagdo pode comprometer a funcao vascular, visto que, em aorta de
camundongos, a inducdo in vitro da s-nitrosilacdo promoveu reducdo na
vasoconstricdo (CHOI et al., 2011). Nosso trabalho € o primeiro a mostrar que em
aorta de ratas diabéticas; ha aumento na expressao de proteinas s-nitrosiladas.
Trabalhos ja mostraram que, em machos, o diabetes pode promover s-nitrosilacao,
por exemplo, do receptor de insulina (CARVALHO-FILHO et al., 2005) e da
hemoglobina glicada (PADRON et al., 2000). Uma que vez, em nosso trabalho, os
tratamentos reduziram a s-nitrosilacdo de proteinas, concomitantemente com a
reducdo da producdo de NO e aumento na contracdo vascular, esta modificacao
pés-traducdo induzida pelo excesso de NO pode ser responsavel pela reducéo da

capacidade contratil em aorta de ratas diabéticas.
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O mecanismo pelo qual o diabetes leva ao aumento da iINOS/NO né&o é
conhecido, mas a perda da protecdo do estrogeno pode estar envolvida. Em fémeas,
o efeito protetor exercido pelo estrogeno no sistema cardiovascular, por exemplo,
melhorando a funcédo vascular por aumentar a liberacdo de fatores relaxantes
(BOLEGO et al., 1997; MAJMUDAR et al., 2000; YANG et al., 2000), € perdido em
condi¢cbes de alta concentragédo de glicose e no diabetes. Alteracdes do padrao de
expressdo e/ou ativacdo dos subtipos de receptores de estrégeno podem ser
responsaveis, pelo menos em parte, pela perda do efeito protetor do estrégeno no
diabetes.

Agonista do ESR2 (CIGNARELLA et al., 2006) e a ativagdo do ESR2 pelo
estrogeno (TSUTSUMI et al., 2008) induzem a expressao de enzimas inflamatorias,
incluindo a INOS, em células do musculo liso vascular. Por outro lado, ratas que nao
expressam o receptor ESR2 apresentam reducao na expressao da INOS em aorta
(LIANG et al., 2003). Assim, aumento da expressdo do ESR2 poderia acarretar em
aumento na expressdo da INOS. O estrégeno regula a expressdo dos seus
receptores em células endoteliais, aumentando a expressdo do ESR1 e diminuindo a
expressdo do ESR2 (IHIONKHAN et al.,, 2002). No entanto, quando células
endoteliais sdo colocadas em um meio contendo alta concentracdo de glicose, o
estrogeno induz um padrdo diferente de expressdo dos seus receptores, com
reducdo na expressao do ESR1 e aumento do ESR2 (CHAKRABARTI; DAVIDGE
2009). Em nosso estudo, observamos aumento da imunomarcagcao para o receptor
ESR2 em aorta de ratas diabéticas, que poderia contribuir com a reducdo da
resposta a agonistas adrenérgicos, por induzir aumento da expressdo da iNOS.
Suportamos esta hipétese visto que foi observado que o ESR2 esta envolvido com a
reducdo da contragdo vascular em aorta de camundongos normoglicémicos via
INOS (ZHU et al., 2002). Além disso, o tratamento com insulina, a0 mesmo tempo
em que corrigiu a contracdo aos agonistas adrenérgicos e a expressao da iNOS,
corrigiu a imunomarcacéo para o ESR2.

Apesar de observarmos aumento na expressao do receptor de estrogeno
ESR2, a inibicdo aguda deste receptor ndo promoveu aumento da resposta contratil
a noradrenalina em aorta de ratas diabéticas. Ja foi demonstrado que o uso de
agonistas do ESR2 induz reducédo na contratilidade vascular (LAHM et al., 2008; MA
et al., 2010) e observou-se que este foi um efeito ndo-gendmico sobre o influxo de

calcio (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 crénicos, por exemplo,
regulando a expressao da iNOS.

Em nosso trabalho, mostramos que ha aumento da expressao proteica do
receptor GPER no musculo liso de aorta de ratas diabéticas. Diferentemente do
ESR1 e ESR2 que séo receptores nucleares, o GPER € um receptor transmembrana
acoplado a proteina G (MEYER et al., 2011). E 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
tbnus vascular. Animais com auséncia do gene GPER mostram aumento da
sensibilidade das proteinas contrateis ao calcio (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 concentracdo de calcio
intracelular induzido pela serotonina em células do musculo liso vascular (HAAS et
al., 2009) e promove relaxamento na artéria coronaria sem endotélio via ativacao
dos canais de potassio (YU et al., 2011). Producdo de NO é outro mecanismo pelo
qual a ativacdo do receptor GPER regula o ténus vascular, uma vez que, ativacao
desse receptor leva a fosforilacdo da eNOS e aumento da concentragédo de NO em
células endoteliais (LI et al., 2012). Com estes trabalhos, observamos que o GPER
reduz o ténus vascular, reduzindo a contratilidade tanto via célcio quanto via NO, e
gue aumento da expressao desse receptor poderia contribuir para a reducdo da
resposta contratii em aorta de ratas diabéticas. Portanto, um envolvimento do
aumento da expressao do GPER sobre a redugéo da contracdo vascular ndo pode
ser descartado.
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6 CONCLUSAO

Nossos resultados permitem concluir que em aorta de ratas diabéticas:

1 - a reducéo da resposta contratil mediada por receptor adrenérgico depende
da via INOS/geracéo de NO/s-nitrosilagéo;

2 - a reducao da resposta contrétil induzida por alta concentragdo de potéssio
nao envolve a via iINOS/geracao de NO/s-nitrosilacao;

3 - 0 aumento da expressdo dos receptores de estrogeno, ESR2 e GPER,
podem contribuir para a reducdo da capacidade contratil, mas o envolvimento do
receptor de estrégeno ESR2 depende de mecanismos que ndo sdo blogueados

agudamente;

4 — a insulina modula negativamente a expressao da iINOS/geracdo de NO,
das proteinas s-nitrosiladas e dos receptores ESR2 e GPER, efeito que pode

contribuir com a restauracdo da contracdo induzida por agonistas adrenérgicos.
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APENDICE A - Tabela dos parametros metabdlicos das ratas diabéticas 15 dias
apds ainducédo do diabetes

Parametros bioldgicos das ratas controles e diabéticas 15 dias apés a indug¢édo do

diabetes.

Controle Diabética
Ganho de peso () 249+ 3,6 -4,1 + 4,2*%
(n=6) (n=10)
Glicemia (mg/dL) 135,10+ 5,49 532,90 + 18,81*
(n=8) (n=8)
Rac&o (g/24hs) 7,27 0,39 19,89 + 0,57
(n=6) (n=9)
Agua (mL/24hs) 12,96 + 0,45 85,52 + 5,01*
(n=6) (n=9)
Urina (mL/24hs) 5,34 £ 0,52 65,99 + 4,49*
(n=6) (n=9)

Os resultados estdo expressos como média £ epm. O numero de ratas utilizadas em cada grupo
encontra-se entre parénteses. *p<0,05 vs Controle.

Fonte: Sartoretto (2013)
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APENDICE B - Express&o do RNAm para a iNOS

Expressdo do RNAm para a iNOS em aorta de ratas controles (CT) e diabéticas
(DB).
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Os valores estdo expressos como média + epm. A expressdo do RNAm do GAPDH foi utilizado para
normalizagcdo. Os nameros dentro das barras representam ndmero de ratas utilizadas em cada grupo.
*p< 0,05 vs CT.

Fonte: Sartoretto (2013)
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APENDICE C - Express&o do RNAm para os receptores de estrogeno, ESR2 e
GPER

Expressdo do RNAm para os receptores de estrégeno, ESR2 (A) e GPER (B), em

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

A)
1.5+
E
Z - -
@ 1.0+
T
&)
o
R
N 05'
nd
(9]
L
0.0 8 !
CT DB
B)
2.0+
S *
< e
Z 1.5+
o
& —
o 1.04
<
Q
& 0.5
5
9
0.0 10
CT DB

Os valores estdo expressos como média + epm. A expressdo do RNAm do GAPDH foi utilizado para
normalizacdo. Os nimeros dentro das barras representam ndmero de ratas utilizadas em cada grupo.
*n <0,01vs CT.

Fonte: Sartoretto (2013)



