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RESUMO

O diabetes mellitus ¢ uma doenca enddcrina e metabolica multifatorial crénica associada
a riscos no desenvolvimento de doencas cardiovasculares como vasculopatia e infarto agudo do
miocardio. O papel de vias metabolicas como a das quinureninas no diabetes mellitus ainda ndo
é bem compreendido, de modo que a investigacdo dos mecanismos associados a doenca e suas
repercussdes vasculares, objetos deste estudo, podem elucidar novos alvos farmacologicos para
0 seu tratamento. Este estudo teve como objetivo estabelecer uma relagdo entre os beneficios
do tratamento com insulina em animais diabéticos do tipo 1 e a via das quinureninas. Para 0s
experimentos, ratos Wistar foram divididos trés grupos experimentais: Controle (Saudavel),
diabético (DM) e diabéticos tratados com insulina (DM+INS). Ratos DM receberam tratamento
com insulina por 14 dias (10 Ul/Kg, 2x/dia, IP). Constatou-se que o tratamento com insulina
de ratos DM foi capaz de aumentar a atividade da indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO1) em
comparacdo a ratos DM e controle. Estes achados foram concomitantes a observacdo de
significativa resposta vasodilatadora no grupo DM+INS em relacédo a ratos DM, tanto em aorta
como na vasa vasorun periaortica, cujo volume luminal encontrava-se reduzido em ratos DM.
Observou-se atrofia da camada média da vasa vasorun em ratos DM, a qual foi revertida com
o0 tratamento de ratos DM com insulina. A espessura da camada média aortica foi semelhante
entre os grupos. Adicionalmente, a avaliagdo estereoldgica demonstrou reducao do volume do
tecido adiposo perivascular em ratos DM, a qual foi revertida com o tratamento com insulina.
Também observamos um aumento da excrecao de proteina e creatinina urinaria com respectiva
reducdo em seus niveis plasmaticos em ratos DM, o que pode ser ocasionado pela supra
elevacdo fisioldgica do fluxo urinario, caracteristica inicial da nefropatia diabética. Em
conjunto, os dados revelam 14 dias pds-inducdo do diabetes do tipo 1 foram capazes de
modificar a rota metabolica das quinureninas e a fungdo vascular, mais ndo foram suficientes
para gerar lesdo renal grave. Até o0 momento do término deste trabalho ndo identificamos na
literatura trabalhos que associem o tratamento com insulina, a rota metabdlica das quinureninas
e suas associagOes sobre os efeitos vasculares no diabetes do tipo 1. Apesar destes resultados
iniciais ndo permitirem o estabelecimento definitivo de uma relacdo causa-efeito, a observacédo
de que o tratamento padrao para DM1 com insulina foi capaz de reverter alteracfes estruturais
sobre o PVAT e camada média da vasa vasorun periadrtica, corrigir a excre¢cdo de proteinas,
além de promover restauracdo do ténus vascular de maneira concomitante ao aumento da
atividade IDOL1 e, portanto, com maior producdo de KYN, sugerem um possivel papel
regulatério dos produtos desta via sobre as alteragdes vasculares e renais associadas ao diabetes
tipo 1. Uma investigagdo mais minuciosa da via neste cenario podera elucidar novos alvos
terapéuticos para o tratamento das complicacdes vasculares e renais desta patologia.

Palavras-Chave — Diabetes mellitus tipo 1; fungéo vascular; insulina; via das quinureninas.



ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic multifactorial endocrine and metabolic disease associated w’
risks in the development of cardiovascular diseases such as vasculopathy and acute myocara
infarction. The role of the quinurenin metabolic pathways in diabetes mellitus is not yet well
understood, so the investigation of the mechanisms associated with the disease and its vascular
repercussions, objects of this study, might elucidate new pharmacological targets for its
treatment. This study aimed to establish a relationship between the benefits of insulin treatment
in type 1 diabetic animals and the quinurenin pathway. For the experiments, Wistar rats were
divided into three experimental groups: Control (Healthy), Diabetic (DM) and Diabetes treated
with insulin (DM + INS). DM rats received insulin treatment for 14 days (10 1U / kg, 2x / day,
IP). Insulin treatment of DM rats was found to increase the activity of indoleamine 2,3
dioxigenase (IDO1) compared to DM and control rats. These findings were concomitant with
the observation of a significant vasodilator response in the DM + INS group in relation to DM
rats, both in the aorta and periaortic vasa vasorum, whose luminal volume was reduced in DM
rats. Atrophy of the middle layer of vasa vasorum was observed in DM rats, which was reversed
by treating DM rats with insulin. The thickness of the aortic middle layer was similar between
groups. Additionally, the stereological evaluation demonstrated a reduction in perivascular
adipose tissue volume in DM rats, which was reversed with insulin treatment. We also observed
an increase in urinary protein and creatinine excretion with a respective reduction in their
plasma levels in DM rats, which may be caused by a physiological upregulation of the urinary
flow, an initial characteristic of diabetic nephropathy. Taken together, the data reveal that 14
days after induction of type 1 diabetes in Wistar rats were able to inhibit the metabolic route of
quinurenins and compromise vascular function, but were not sufficient to generate severe renal
injury. Until the end of this study, we have not identified in the literature studies that correlates
insulin treatment, the metabolic route of quinurenins and their association on vascular effects
in type 1 diabetes. Although these initial results do not allow the definitive establishment of a
causal relationship, we were abble to observe that the standard treatment for DM1 with insulin
was able to reverse structural changes on PVAT and middle layer of the periaortic vasa
vasorum, correct protein excretion, and promote restoration of vascular tone concurrently with
increased IDOL1 activity and, therefore, with higher KYN production, suggesting a possible
regulatory role of this pathway products on vascular and renal changes associated with type 1
diabetes. Further investigation of the pathway in this setting may elucidate new therapeutic
targets for the treatment of these diseases, specialy its vascular and renal complications.

Key Words — type 1 diabetes; vascular function; insulin; quinurenin pathway.
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1. INTRODUCAO

As quinureninas (KYN) sdo pequenas biomoléculas com fungdes diversificadas
derivadas do aminoécido essencial triptofano (TRP). S&o sintetizadas quando o TRP ¢é
metabolizado pela via das quinureninas através de enzimas catabdlicas. Os metabolitos do
triptofano influenciam em uma gama de func@es fisioldgicas organicas e sua expressdo esta
usualmente elevada em condi¢fes patologicas como no diabetes mellitus (DM) e doencas
cardiovasculares (DCVs) (KOLODZIEJ; PALEOLOG; WILLIAMS, 2011; OXENKRUG,
2015; SONG et al., 2017).

Recentemente, estudos sobre a via das quinureninas (KYN) tem chamado a atenc¢éo de
pesquisadores ndo apenas por regular algumas fungdes fisioldgicas como a imunidade, mas
também por estarem particularmente envolvidas em processos patologicos (OXENKRUG,
2015; SONG et al., 2017; CHAVES FILHO et al., 2018). Observou-se que os metabdlitos da
via influenciam em uma gama de fungbes fisioldgicas organicas e seus niveis estdo
particularmente desregulados na vigéncia de doencas cardiovasculares (DCVs) e metabdlicas
como o diabetes mellitus (DM) (KOLODZIEJ; PALEOLOG; WILLIAMS, 2011;
OXENKRUG, 2015; SONG et al., 2017).

O diabetes mellitus € uma doenca crénica, multifatorial, enddcrina e metabdlica que esta
em curso epidémico na atualidade. Ndo € considerada uma doenca Unica, mas sim um grupo de
doengas heterogéneas caracterizadas por estado hiperglicémico decorrente de resisténcia
insulinica, da secrecdo de insulina ou ambas (LYRA et al., 2016).

Segundo dados da federacéo internacional de diabetes (IDF), atualmente existem cerca
de 425 milhdes de pessoas em todo mundo com a doenca e a projecdo é de alarmantes 629
milhdes de casos em 2045, sendo 0 grupo etario jovem o mais acometido. Aproximadamente
80% dos individuos com diagndstico de DM vivem em paises em desenvolvimento como o
Brasil. Fatores genéticos, alimentares, bem como o sedentarismo sdo primordiais para o
aumento do numero de casos (IDF, 2017).

Diversas pesquisas tém demostrados que o estado hiperglicémico caracteristico do DM
leva a disfungdes do endotélio vascular através de efeitos lesivos diretos sobre a parede arterial.
Distarbios vasculares como a doenca cardiaca isquémica, acidente vascular encefalico,
nefropatia, entre outros, sdo bastantes comuns em portadores de DM e produzem elevados
indices de morbimortalidade (BILKAN, 2017; WILD, 2004).

A desregulacédo da via das quinureninas estd diretamente relacionada ao aumento das

respostas inflamatorias em diversos tecidos, incluindo o endotélio vascular e o musculo

21



cardiaco. Assim sendo, acredita-se que em individuos portadores de DM elas possam
efetivamente participar de mecanismos compensatérios associados ao desenvolvimento das
complicacdes vasculares (MALLMAN, 2014; DIAS, 2015).

Dados da literatura reportam desregulacéo dos niveis plasmaticos de metabdlitos da via
das quinureninas em doencas cardiovasculares, especialmente em qualquer forma clinica de
DM. Por outro lado, os impactos desta desregulacdo da via sobre o 6rgéo alvo ainda ndo sdo
bem compreendidos. Mesmo com 0s avan¢os nos estudos sobre marcadores precoces de
doencas cardiovasculares, as estimativas de risco cardiovascular em pacientes diabéticos, bem
como avaliacdo da vasculopatia comumente presente nestes ainda carece de instrumentos mais
precisos e fidedignos (OXENKRUG; DER HART; SUMMERGRAD, 2015; OXENKRUG,
2015). Desta forma, avaliar os niveis plasmaticos das quinureninas e compreender sua
participacdo na modulacdo dos efeitos deletérios teciduais associados ao DM podem vir a
favorecer a identificagdo de um novo biomarcador de prognéstico da doenca, além de elucidar
novos alvos terapéuticos para o seu tratamento.

Portanto, este estudo pretende colaborar com o estabelecimento da relagédo entre os efeitos
vasculares e renais associados ao DM1 em ratos Wistar, seu tratamento e a participacao da via
das KYN, visando elucidar novas estratégias farmacoldgicas ou de diagnéstico para manejo
clinico de pacientes diabéticos.

22
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 EPIDEMIOLOGIA DO DIABETES MELLITUS
O diabetes mellitus € uma doenca crénica, multifatorial, enddcrina e metabdlica que esta
em curso epidémico na atualidade. E caracterizado por um estado hiperglicémico resultante de
defeitos na agéo da insulina, de sua secrecdo ou ambos (LYRA et al., 2016). Levantamento
epidemiologico realizado pela International Diabetes Federation (IDF) no ano de 2017 verificou
que existem atualmente cerca de 425 milhdes de pessoas com a doenca em todo mundo. A
projecao € de alarmantes 629 milhdes de casos em 2045, atingindo principalmente a populacéo
jovem.
Em relacdo a faixa etaria, ha 123 milh6es de pessoas diagnosticadas com DM acima de
65 anos de idade, 327 milhGes entre 20 e 64 anos, além de 352 milhdes de pessoas com
intolerdncia a glicose, condi¢do que representa risco de desenvolvimento da doenca (IDF,
2017). O DM ¢ considerado como a décima primeira causa comum de incapacidade em todo
mundo, propiciando a génese de doencas renais, vasculares, oculares, além de agravar doencas
infeciosas e parasitarias como a tuberculose, HIV, malaria e dengue (YACCOB et al., 2014;
LYRA et al, 2016; IDF, 2017).
Conforme a Federacdo Internacional do Diabetes, no ano de 2017, a prevaléncia na
américa do sul de DM foi de 26 milhdes de pessoas, com uma projecdo de 42 milhdes de pessoas
para 0 ano de 2045. Esse incremento alarmante de 62% no nimero de casos da doenca vem

causando grande preocupacao aos 6rgdos de saude mundial (figura 1 A e B) (IDF, 2017).

Diabetes by age

aly
o O
2017 {“} |_|_| 2045 {L}[H_JI
327 million 438 million
20-64 years 20-44 years

Figura 1 A — Distribuicdo do diabetes mellitus por idade (adaptado de: IDF, 2017).
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Figura 1B — NUmero de pessoas com diabetes por regido ao redor do mundo em 2017 e 2045
(20-70 anos de idade) e distribuicdo do diabetes mellitus por idade (adaptado de: IDF, 2017).

No Brasil, no ano de 2016, segundo dados do ministério da satde por meio do servico

de vigiléncia de fatores de risco e prote¢do para doencas crénicas realizadas por inquérito

telefénico (VIGITEL), a incidéncia de diabetes mellitus teve um aumento de 61,8%, passando
de 5,5% em 2006 para 8,9% em 2016 (VIGITEL, 2016).

Essa pandemia emergente é impulsionada pelo aumento do envelhecimento

populacional, falta de atividade fisica e niveis crescentes de pessoas com obesidade, esta Ultima
sendo considerada a principal causa (VAN DIEREN et al., 2010).
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2.2 REGULAQAO DA SECRE(}AO DE INSULINA E TIPOS DE DIABETES

MELLITUS

O pancreas € um 6rgao com dupla fungéo organica, sendo responsavel tanto por funcdes
metabdlicas/digestivas quanto hormonais. E formado por células secretoras de diversos
horménios como a insulina e o glucagon, essenciais na regulagcdo do metabolismo da glicose.
As células B-pancredticas localizadas nas ilhotas de Langherans séo responsaveis pela liberagdo
de insulina e o comprometimento dessas células € caracteristica marcante do diabetes (KEANE;
NEWSHOLME, 2014). A células B pancreaticas monitoram e reagem a elevacdo na
concentracédo de glicose sanguinea, aminoacidos e outros horménios e mediadores autonémicos
com a liberacdo de insulina, sendo a glicose o estimulo mais comum.

A sinalizacdo da liberacdo de insulina pelo pancreas se inicia com a captacéo da glicose
por transportadores (Glutl) nas células B. A glicose captada ¢ fosforilada pela glucoquinase
(GCK) que atua como um sensor de glicose. Os produtos do metabolismo da glicose entram na
cadeia respiratoria e formardo o trifosfato de adenosina (ATP). O aumento dos niveis de ATP
causa um bloqueio nos canais de potassio (K*) sensiveis ao ATP, levando a despolarizacdo da
membrana e ao influxo de célcio (Ca?*) via canais de Ca?* dependentes de voltagem. Este
aumento das concentrac@es citoplasmaticas de calcio causa exocitose pulsatil dos granulos de
insulina (ASHCROFT; RORSMAN, 2012; KEANE; NEWSHOLME, 2014).
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Figura 2 — Metabolismo da glicose e sinalizacdo para secrecéo de insulina pelas
células B pancreéticas em humanos. (Adaptado de: ASHCROFT, 2014).
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Incretinas como peptideo 1 do tipo glucagon (GLP-1), liberadas pelo intestino
potencializam a exocitose por mecanismo dependentes de proteina quinase (PKA), e
dependente de Epac2 frente ao aumento das concentracfes de glicose intestinais. O peptideo
estimula a producdo pelas células beta de monofosfato ciclico de adenosina (CAMP),
intracelular, que age por mecanismos dependentes da PKA e independentes da PKA para
amplificar a exocitose granular, além de melhorar o fechamento do canal K atp, a atividade
elétrica das células beta e a liberacdo de célcio das reservas intracelulares (LEECH et al, 2011)
(Figura 2). Em situacbes de hipoglicemia, os canais para potassio se mantem abertos,
produzindo hiperpolarizagdo da membrana, impedindo a abertura dos canais de Ca®* e a
secrecdo de insulina (ASHCROFT; RORMAN, 2012).

A classificacdo atual do DM, de acordo com a American Diabetes Association (ADA),
se baseia na etiologia da doenca e ndo conforme o tipo de tratamento. Desta forma, distingue-
se quatro categorias de diabetes mellitus manifestado na clinica: DM tipo 1, DM tipo 2, DM
gestacional e outros tipos especificos (DM tipo MODY, neonatal, mitocondrial, entre outros)
(ADA, 2014). O estado hiperglicémico caracteristico que ocorre em pacientes com DM 1 é
resultado da deficiéncia da produgdo de insulina pelas células P-pancreaticas devido a
destruicdo causada por células do sistema imunolégico, normalmente produto da presenca de
auto anticorpos contra as ilhotas pancreéaticas. Tal manifestacdo ocorre usualmente na infancia,
sendo responsavel por 5 a 10% dos quadros de diabetes. (ASHCROFT; RORSMAN, 2012;
HOOGWERF; SFERRA; DONLEY, 2006).

O DM2 tem como caracteristica o quadro hiperglicémico resultante da diminuicdo na
producdo de insulina ou resisténcia pelas células organicas a sua agdo, sendo este o tipo de
diabetes mais incidente na atualidade. Multiplos sdo os fatores de riscos associados a sua
manifestacdo, sendo o principal deles a obesidade (ASHCROFT; RORSMAN, 2012,
HOOGWERF; SFERRA; DONLEY, 2006). O DM2 esta presente em 90 a 95% dos casos de
diabetes diagnosticados e podem ser considerados uma pandemia emergente, impulsionada pelo
envelhecimento populacional, falta de atividade fisica e niveis crescentes de pessoas com
obesidade (VAN DIEREN et al., 2010).

O diabetes gestacional é definido como um grau variavel de intolerancia a glicose e
resisténcia a acao da insulina que ocorre em 5 a 20 % das gestantes. Detectado geralmente entre
0 segundo e terceiro trimestre de gestacédo, ocorre devido a acdo diabetogénica de horménios

comuns a gestacdo como a progesterona, prolactina e hormonio lactogénico placentério,
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representando risco aumentado de morbidade pré-natal e desenvolvimento de DM 2 futuro (AL-
BADRI; ZANTOUT; AZAR, 2015; ALBERTO MAGANHA et al., 2003).

Dentro da categoria de diabetes de outros tipos especificos cabe salientar o diabetes tipo
MODY, que corresponde a 1 a 2% dos tipos de diabetes. E secundario a mutacdes génicas na
fungdo das células B pancreaticas e de ocorréncia em adultos jovens. O diagnostico precoce é
altamente relevante para uma boa conduta intervencionista e minimizacdo da progressdo da
doenca, porém o valor financeiro elevado do diagndstico genético e desconhecimento sobre
métodos diagnostico podem comprometer a conduta a terapéutica e favorecer a lesdo de 6rgaos
alvo (HENRIQUES et al., 2018).

Os sinais e sintomas cléassicos do diabetes sdo polilria, polidipsia e polifagia e ocorrem
frequentemente com maior intensidade no DM1, com rapido desenvolvimento de hiperglicemia
grave. A perda de peso é comum no DM1 e quase indetectavel no DM2. Outras manifestacdes
clinicas da doengca comum sdo irritabilidade, fadiga, infecgdes de repeti¢do, acantose nigricans,
perda da visdo e disfuncao erétil (RAMACHANDRAN'’S, 2014).

Os fatores que podem desencadear diabetes mellitus sdo diversos, desde causas
genéticas a fatores ambientais, levando a complicacdes micro e macro vasculares. Entretanto,
todos os tipos de diabetes apresentam algo em comum, a leséo vascular e endotelial, as quais
acarretam em prejuizos tanto na funcdo cardiaca como vascular (WAJCHENBERG et al.,
2008).

Além dos fatores genéticos associados ao risco de desenvolvimento do diabetes, 0s
fatores condicionantes ambientais como estresse, sedentarismo, maus habitos alimentares,
dislipidemias, hipertensdo arterial sistémica (HAS), idade, sobrepeso e a obesidade sdo
considerados fatores de riscos para o desenvolvimento da doenga (PEREIRA, 2011;
RAMACHANDRAN?’S, 2014; PATRICIO et al., 2016).

2.3 DIAGNOSTICO DO DIABETES MELLITUS
O diagndstico do DM acaba tornando-se dificil devido ao sinais e sintomas classicos da
doenga ndo estarem presentes na maioria dos casos, sendo necessarios exames laboratoriais
para a confirmagdo da doenca como o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), glicose
plasmatica em jejum, glicemia casual ou hemoglobina glicada (HbA1C) (SBD, 2016; ADA,
2015).
Conforme a Sociedade Brasileira do Diabetes (SBD), a glicemia em jejum deve variar

entre 100 e 125 mg/dl, porém esse critério ainda ndo foi estabelecido pela Organizacdo Mundial
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da Saude. Protocolos internacionais como o da Federacdo Internacional do Diabetes
estabelecem um ponto de corte de 100 mg/dl (SBD, 2016).

A tolerancia a glicose diminuida ocorre quando, ap6s uma sobrecarga de 75 gramas de
glicose por via oral, o valor da glicemia em 2 horas se mantém entre 140 a 199 mg/dl. Estes
achados determinam risco para o desenvolvimento do diabetes mellitus (SBD, 2016; ADA,
2015).

Em 2009 foi proposto pelo comité de diagnostico e prevencdo do diabetes o uso da
hemoglobina glicada (HbAlc) como critério de diagndstico para o DM. O comité alega que a
HbAlc avalia o grau da exposicdo aos niveis elevados de glicose durante longos periodos de
tempo e que esses valores se mantém estaveis apds a coleta do sangue para analise. Este exame
baseia-se na identificacdo da quantidade de hemoglobina que sofreu glicacdo na corrente
sanguinea e auxilia no diagnostico e controle da doenca a longo prazo ao estabelecer uma média
da glicemia nos ultimos trés meses. Cumpre ressaltar que os valores de HbAlc podem ser
modificados por algumas doencas hematoldgicas como a hemofilia e anemia falciforme (SBD,
2016; ADA, 2015).

Conforme dados da American Diabetes Association (ADA) e a SBD, os critérios para

confirmacéo diagnoéstica englobam os quadros de pré-diabetes e diabetes (Tabela 1).

Tabela 1 - Teste e valores diagndsticos para diabetes.

Pre-diabetes Diabetes
HbA1C 5,7% a 6,4% >6,5%
Glicose em Jejum 100 a 125 mg/di > 126 mg/dl
TOTG 140 a 199 mg/di > 200mg/dl
Glicemiacasual ~  -mmmmemee- >200mg/dl + sinais classicos

Fonte: ADA e SBD, 2016.

As complicacGes do DM podem acontecer em qualquer uma de suas formas clinicas,
levando ao comprometimento de 6rgdos alvo como 0 coragao e vasos sanguineos, acarretando
em insuficiéncia cardiaca, doencgas vasculares periféricas, cegueira, doenga renal crbnica e
amputagdes ndo trauméticas (CLELAND, 2012; HOOGWERF; SFERRA; DONLEY, 2006).
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2.4 ENDOTELIO VASCULAR

O endotélio vascular representa uma monocamada de células que revestem o interior dos
vasos sanguineos como artérias, veias e o interior das camaras cardiacas, fazendo uma interface
entre o sangue e o musculo liso vascular (MLV) (STORCH et al., 2017). O endotélio exerce
diversas funcbes fisiologicas organicas como angiogénese, coagulacdo sanguinea,
adesdo/rolagem e migracdo de leucdcitos, além da liberacdo de sustancias vasodilatadoras e
vasoconstritoras, fatores estes que contribuem para a homeostase da funcdo vascular
(VANHOUTTE, 2009; STORCH et al., 2017).

As células endoteliais sdo capazes de sintetizar e liberar diversas substancias que
influenciam a reatividade e o tdnus vasomotor. Essas substancias com fungdes modulatoria
sobre o tobnus e MLV foram denominadas de fatores relaxantes derivados do endotélio (EDRF)
como o oxido nitrico (NO), prostaciclinas e fator hiperpolarizante derivado do endotélio
regulando assim o ténus vascular (FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1989; VANHOUTTE,
2009; ANGELLI, 2013).

Substancias vasoconstritoras como a angiotensina Il e endotelina também modulam a
resposta vascular e foram denominadas de fatores de contracao derivados do endotélio (EDCF).
O desequilibrio entre a liberacdo de fatores vasoconstritores e vasodilatadores, juntamente com
0 estresse oxidativo esta associada a patologias que acometem o sistema cardiovascular como
o diabetes mellitus, reduzindo moléculas com funcdes relaxantes sobre o vaso e potencializando
a resposta contratil (FURCHGOTT & ZAWADSKI, 1989; VANHOUTTE, 2009; ANGELI,
2013).

Dentre as substancias modulatéria do ténus vascular, o 6xido nitrico figura como o principal
produto com funcédo vasodilatadora, especialmente em vasos de grande calibre, e sua sintese e
acao merecem destaque (VANHOUTTE et al., 2017).

2.5 OXIDO NITRICO E VASODILATAQAO ENDOTELIO DEPENDENTE

O NO é uma substancia gasosa, incolor, alta capacidade de permeabilidade sobre as
membranas celulares e meia vida plasmatica bastante reduzida, com diversas fungdes
bioldgicas descritas na literatura, sobretudo na biologia vascular (KERWIN; LANCASTER,;
FELDMAN, 1995).

A sintese e producdo de NO se da a partir da conversdo do aminoacido L — argininaem L —
citrulina pela acdo das enzimas oOxido nitrico sintase (NOS). Esta enzima apresenta trés

isoformas (Figura 3), sendo duas constitutivas (C-NOS) e dependentes do complexo calcio
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calmodulina para sua ativagdo, e uma induzivel (i-NOS), produzida pela liberacdo de citocinas
por células inflamatdrias como os macrdfagos e outras células ativadas e ativacao independente
de célcio (MARLETTA, 1994; VANHOUTTE et al., 2017).

As isoformas constitutivas das enzimas NOS compreendem a 6xido nitrico sintase neuronal
(n-NOS), presentes habitualmente nos neurénios e a dxido nitrico sintase endotelial (e-NOS),
presente nas células endoteliais vasculares importante na sintese de NO a partir do aminoécido
L-arginina (VANHOUTTE et al., 2017).

/ n-NOS
| Constitutivas
/ 3 ’\E e-N OS

{ Oxido nitrico sintase |
(NOS) |
\ Induzivel ——> i-NOS

Figura 3 — Esquema representativo das isoformas constitutivas e induzivel das enzimas
oOxido nitrico sintase.

O NO formado pela acdo da enzima e-NOS difunde-se para as células do musculo liso
vascular acarretando em uma alteracdo conformacional na enzima guanilato ciclase solavel,
deixando-a ativa. A guanilato ciclase ativada transforma a guanosina trifosfato (GTP) em
guanosina monofosfato ciclica (GMPc), que por sua vez ativa a proteina quinase G (PKG),
acarretando no fechamento dos canais de calcio e diminuic&o de calcio intracitoplasmatico, bem
como inibicdo da liberacdo de célcio do reticulo endoplasmatico e aumento da recaptacdo de
calcio para o reticulo sarcoplasmatico causando vasodilatacio (BECKMAN & KOPENOLL,
1996; GEWALTIG & KOJDA, 2002).

Em condic¢des normais, 0s mecanismos de vasodilatagdo vascular ocorrem quando a tenséo
de cisalhamento em reposta ao aumento do fluxo sanguineo, favorece o aumento intracelular
de Ca®* por estimular canais de Ca?* sensiveis ao estiramento, permitindo seu influxo, formagéo
do complexo célcio-calmodulina e ativagdo a e-NOS nas celulas endoteliais. A acetilcolina
ganhou notoriedade pelo seu mecanismo de vasodilatacdo ser dependente de um endotélio
intacto através da ligacdo de receptores muscarinicos do tipo 3 acoplados a proteina Gq na
membrana das células endoteliais, levando a ativagdo (fosforilagdo), da e-NOS ancorada nas
células endoteliais e consequente producdo de NO o que permiti sua utilizacdo experimental
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em vasos sanguineos isolados para avaliar a funcao endotelial (FURCHGOTT & ZAWADZKI,
1980; VANHOUTTE et al., 2017).

Outro fator vasodilatador liberado pelas células endoteliais € 0 EDHF que exerce seus
efeitos mediado pela ativacdo de canais de K+ na musculatura lisa vascular que hiperpolariza a
membrana e diminui a concentracdo de Ca2+ no interior da célula muscular lisa, levando a
vasodilatacdo (VANHOUTTE, 1999).

SANGUE

CELULA ENDOTELIAL

MUSCULO LISO VASCULAR

VASODILATACAO

Figura 4 — Mecanismo simplificado da vasodilatacdo endotélio dependente (CANDIDO, 2019).

2.6 TECIDO ADIPOSO PERIVASCULAR E INFLUENCIAS SOBRE A FUNCAO
VASCULAR

O tecido adiposo perivascular (PVAT) é definido como o tecido que circunda 0s vasos
sanguineos sem separac¢ao da camada adventicia, com fungdes enddcrinas e moduladoras sobre
a funcdo vascular (ERINGA et al, 2012).

Muito embora 0 PVAT seja abundante nas proximidades da vasculatura dos animais e
humanos, sua funcdo modulatéria sobre a resposta vascular foi ignorada durante muito tempo
pelos pesquisadores, que sempre o dissecavam das proximidades dos vasos sanguineos e

linfaticos por acharem que nédo exercia nenhuma funcéo (POND, 2017).
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Devido a isso, haviam poucas pesquisas que relacionavam o PVAT com a fungéo vascular,
até que em 1991 dois pesquisadores comprovaram que o PVAT participa diretamente na
responsividade do musculo liso vascular (MLV). Observou-se que vasos intactos quando
comparados aos vasos sem PVAT apresentavam sensibilidade diminuida a norepinefrina em
artérias isoladas de ratos, iniciando-se a partir dai o interesse na investigacdo das funcGes
modulatéria desse tecido (SOLTIS & CASSIS, 1991). Apenas em 2001 Okamoto e Cols.
relatam que a invasdo de células inflamatorias no PVAT poderia estar associada a um
desenvolvimento maior de doencas cardiovasculares (DCVs) (OKAMOTO et al, 2001).

Em condigdes fisioldgicas, o0 PVAT diminui a vasoconstri¢cdo induzidas por substancias
contrateis como a fenilefrina e norepinefrina, sendo assim denominada como acéo anti-contratil
do PVAT. O PVAT é responsavel também por aumentar a vasodilatacdo induzida por
substancias vasodilatadoras como a acetilcolina em artérias mesentéricas, de modo a contribuir
para o funcionamento vascular adequado as condicdes fisiologicas (WANG et al., 2012;
FERNADEZ et al., 2013).

Em condicBes patologicas como na obesidade e DM, a migracdo de leucocitos como
macrofagos e células dendriticas para o PVAT, exacerbam a liberacdo de citocinas
inflamatorias como a IL-6 e fator de crescimento transformante beta (TGF-3). Nestas condi¢des
ocorre comprometimento da atividade anti-contrétil e vasodilatadora do PVAT, o que gera
prejuizos & mecanica vascular (WANG et al., 2012; FERNADEZ etal., 2013; QIU et al., 2018).

A maneira pelo qual essas citocinas inflamatérias levam a disfungdo cardiaca e vascular
envolve danos diretos ao endotélio vascular e estimulo ao estresse oxidativo, este Gltimo
diminuindo a biodisponibilidade de fatores vasodilatadores do madsculo liso vascular como o
NO. Também foi observado que o DM, bem como o processo inflamatorio, estdo intimamente
ligados a complicagdes vasculares em humanos, uma vez que essas condi¢cbes aumentam a
expressao de moléculas responsaveis pela adesdo de leucdcitos na superficie das células
endoteliais, propiciando a migracédo das células inflamatorias para os tecidos e agravando ainda
mais o processo de disfuncéo vascular (LAHOZA; MOTALZA, 2007; DASU; JIALAL, 2010;
GALVAO, 2014).

Mediante os estudos que comprovam o papel do PVAT na modulagéo da fungéo de vasos
sanguineos e da concomitante presenca de um quadro inflamatorio cronico de baixo grau
associado a doengas cardiovasculares como na hipertenséo arterial, obesidade e DM, é de suma

importancia investigar o efeito modulatorio do PVAT nestas condices.
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2.7 DIABETES MELLITUS E ALTERAC}@ES CARDIOVASCULARES

Prejuizos na fungdo cardiaca sdo achados comuns em pacientes com diabetes mellitus
assintomaticos, mesmo na auséncia de doencas de base como HAS e DAC atribuidas a
cardiopatia diabética (BOLDINA; ABEL, 2007).

Os riscos para o comprometimento da fungdo miocérdica em pacientes diabético se
correlacionam positivamente com a presenca de outras doengas como HAS, DAC, neuropatias
e estresse. Individuos nestas condi¢fes em comparagdo aos normais apresentam prejuizos da
funcéo ventricular tanto sistélica quanto diastélica (RIJZZEWIJK et al, 2009).

Um dos achados mais recorrentes na cardiopatia diabética é a disfuncéo diastdlica que
por sua vez é caracterizada por um comprometimento no relaxamento e preenchimento
passivo do ventriculo esquerdo, comprometendo o débito cardiaco dos pacientes, além de
diminuicao na fracdo de ejecdo ventricular esquerda e deposicédo de colageno e produtos finais
da glicacdo, reduzindo assim a elasticidade dos cardiomidcitos. A disfungéo sistélica é uma
manifestacdo mais tardia da cardiopatia diabética geralmente ocorrendo ap6s a disfuncéo
diastdlica ventricular, comprometendo as fungdes mecanicas cardiacas nesses pacientes (VAN
HEEREBEEK; HAMDANI; HANDOKO et al, 2008; LAAKSU, 2011). Alteracdes e
anormalidade metabolicas como a hiperglicemia, resisténcia a insulina e dislipidemias sdo
essenciais para a patogénese da cardiopatia diabética. Estas desencadeiam estimulos mal
adaptativos que levam a deposi¢cdo de colageno e consequente fibrose de cardiomidcitos
(BOLDINA; ABEL, 2010).

Estudos tem mostrado que o aumento da resisténcia a insulina caracteristico no DM 2 é
gatilho para o aumento da producdo de superdxido por células endoteliais arteriais e que a
sintese aumentada destas substancias conduz aos sinais pré-inflamatdrios envolvidos no
processo de disfungdo cardiaca e vascular (LAAKSO, 2011).

A principal causa de mortalidade nos pacientes diabéticos sdo as DCVs, as quais estdo
exacerbadas na presenca de hipertensdo arterial sistémica (HAS). A HAS e o DM estéo
intimamente interligados e compartilham fatores de riscos. Estados hipertensivos e
hiperglicémicos ndo controlados podem resultar em disfungGes cardiovascular graves,
resultantes de processos como a disfuncdo endotelial, inflamacéo vascular, remodelamento
arterial e aterosclerose. Os mecanismos vasculares envolvidos na lesdo endotelial que levam a
micro ou macroangiopatia envolvem a producdo de espécie reativas de oxigénio (ROS),
inflamacdo e ativacdo do sistema imune (PETRIE et al., 2017; CLELAND, 2012,
HOOGWERF; SFERRA; DONLEY, 2006; TUDIES et al, 2012).
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Os disturbios microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e macrovasculares
(acidente vascular encefalico e doenca cardiaca isquémica) sdo bastantes frequentes entre o0s
pacientes diabéticos e resultam em impacto bastante significativo nos indices de morbidade e
mortalidade. A presenca do diabetes em mulheres confere maior risco de complicacdes
macrovasculares em relacdo aos homens. Nesses, 0 comprometimento microvascular é mais
comum. Adicionalmente, a doenca leva a processos aterogénicos e comprometimento do
funcionamento do endotélio vascular em ambos os sexos (WILD, 2004; BILKAN, 2017).

A aterosclerose € considerada a principal doenca que acomete as pessoas com DM e
confere risco duas vezes maior para o desenvolvimento de DCVs e doengas da artéria
coronariana (DAC), como o infarto aguda do miocérdio (IAM) (BILKAN, 2017; KATTOOR
etal, 2017).

Além dos efeitos lesivos direto sobre o endotélio vascular, a hiperglicemia leva a
disfungdes endoteliais por ativar vias de sinalizacdo intracelulares como a via de producédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), que culminam em aumento do estresse oxidativo, reducao
na biodisponibilidade de NO e prejuizo na funcdo vascular (TUDIES et al., 2012; KATTOOR
etal., 2017).

Diversas substancias estdo envolvidas na producdo de ROS, entre elas
mieloperoxidades, enzimas mitocondriais, lipoxigenases e nicotinamida adenina dinucleotideo
oxidado (NAD™), esta Gltima sendo um dos produtos finais da degradacéo do triptofano, todas
levando a sintese de ROS e reducdo na biodisponibilidade de fatores relaxantes endoteliais
(FORSTERMANN; XIA; LI, 2017).

Essas alteracdes levam a ativacdo de fatores de transcricao citoplasmaticos subjacentes
a inflamacédo, doenca vascular e diabetes como a via do NF-kB, 0s quais suportam 0s
mecanismos que irdo participar da fisiopatologia das doengas (TUDIES et al., 2012).

Estudos confirmaram que a obesidade é considerada hoje uma doenca inflamatoria de
baixo grau, multicausal e complexa, com liberac&o de diversas citocinas pré-inflamatorios pelos
adipdcitos tais como TNF-a, IL-6, leptina e adiponectinas, as quais exercem papel importante
na fisiopatogenia das lesdes do endotélio vascular. A exposicdo a longo prazo a esses
mediadores causa prejuizos teciduais e organicos, alem de propiciar o desenvolvimento de
doencas crénicas como o DM e DCVs (PRADO et al., 2009; MILNER; BECKER, 2012).

Em pacientes obesos, principalmente na obesidade central/visceral, foi observada a
presenca de infiltrados de células do sistema imune como linfocitos, células dendriticas (CD) e

macrofagos teciduais no tecido adiposo perivascular (PVAT), as quais liberam diversas
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citocinas pro-inflamatdrias como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a interleucina — 6
(IL-6) que estdo associadas com a ativacdo de mecanismos de resisténcia a insulina e
hiperresponsividade vascular, fornecendo assim uma associacdo patoldgica entre a doenca
metabolica e disturbios vasculares (ANTONIADES, 2017; QIU et al., 2018).

2.8 VIA DAS QUINURENINAS

As quinureninas (KYN) sdo pequenas biomoléculas com fungdes diversificadas
derivadas do aminoacido essencial triptofano (TRP). Sdo sintetizadas quando TRP é
metabolizado pela via das quinureninas atraves de enzimas catabolicas (Figura 5). Os
metabolitos do triptofano influenciam em uma gama de funcdes fisioldgicas organicas e sua
expressao esta usualmente desregulados em condicdes patoldgicas como no DM e doencas
cardiovasculares (DCVs) (KOLODZIEJ; PALEOLOG; WILLIAMS, 2011; OXENKRUG,
2015; SONG et al., 2017).

A sintese dessas moléculas bioativas se inicia quando duas enzimas catabdlicas
denominadas triptofano 2,3 dioxigenase (TDO) e indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO),
degradam o TRP em uma cascata metabdlica chamada via das KYN, causando liberacdo de
diversos subprodutos como o acido xanturénico (XA), acido quinurénico (KA) e a propria
KYN. Além disso, outro ramo da via resulta na biossintese de nicotinamida adenina
dinucleotideo oxidado (NADY), 3 -hidroxiquinurenina (3-HK) e é&cido quinolinico (QA)
(BREDA et al., 2016; FUJIGAKI; YAMAMOTO; SAITO, 2017; PLATTEN; WICK; VAN
DEN EYNDE, 2012).

O passo metabolico inicial para formacdo de KYN € a degradacdo do TRP por trés
enzimas, a IDO, que se apresenta em duas isoformas (IDO-1 e IDO-2), e a TDO (triptofano 2,3
dioxigenase), convertendo o TRP em N-formilquinurenina. Esta, por sua vez, serd metabolizada

pela quinurenina formamidase (AFM), gerando entdo a KYN propriamente dita (KOLODZIEJ,
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2011; POLYZOS; KETELHUTH, 2015). Trés enzimas distintas podem metabolizar a KYN
formando outras biomoléculas: (1) quinureninas 3-monoaminoxidade (KMO) catalisa a KYN
em 3-hidroxiquinurenina (3-HK), (2) quinureninas aminotransferase (KAT) transforma a KYN
em acido quinurénico (KA), (3) quinurenase (KYNU) a transforma em acido antranilico (AA),
cada uma com funcbes organicas distintas. Toda cascata pode ser inibida por uma molécula
chamada 1-metil triptofano (1-MT) muito usada em estudos da via da KYN (ALLISON et al,
2014, POLYZOS; KETELHUTH, 2015; SONG et al, 2017) (Figura 5).

[ Triptofano |
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N — Formilquinurenina (N-FK)

AFM
N / P -~ \‘.
{ Acido quinurénico |_ KAT { " Quinurenina } QUINURENASE i Acido antranilico
' (KA) (KYN) (AA)
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Figura 5 — Esquema representativo ) .
da via das quinureninas (Adaptado i Acido quinolinico |
de: KOLODZIEJ, 2011). AFM - (QA) '
Avrilformidade, KMO - Quinureninas )
3-monoaminoxidade, KAT -
Quinurenina aminotransferase, , 4
HAAO - 3-hidroxiantranilato 3,4 ' NAD
dioxigenase. !

Em niveis celulares a KYN além de desempenhar um papel crucial na regulacédo do
sistema imune esta envolvida também envolvido na biologia vascular e distarbios na sua funcéo
pode levar a uma gama de doengas como cancer, inflamacéo cronica e hipertenséo arterial. O
receptor conhecido das KYN séo os Aril hidrocarboneto uma proteina de 110 kDa da familia
do fator de transcricdo PAS presentes no citoplasma de mamiferos e em muitos tecidos,
importantes para o desenvolvimento fisiolégico do sistema imunoldgico e vascular

(SAVOURET et al, 2003; MEZRICH et al, 2010).
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As ligacBes da KYN sinalizando através de seus receptores Aril hidrocarboneto
espalhados pelas células organicas podem regular positivamente a producdo de espécies
reativas de oxigénio e diminuicdo da biodisponibilidade de moléculas vasodilatadoras como o
NO. A regido promotora do Aril hidrocarboneto contém varios sitios de legacéo para o fator de
transcrigdo inflamatdrio NF-kB indicando um papel inflamatdrio na sinalizacdo dos receptores
de KYN, entretanto esses receptores apresentam fungdes tanto pré quanto antioxidante, estando
desreguladas tanto em condic@es fisioldgicas como no envelhecimento e patolégicas como no

diabetes e doencas cardiovasculares (KAISER et al, 2020).

2.9 VIA DA QUINURENINA E DIABETES MELLITUS

Ha uma gama de estudos sobre a via das KYN mostrando que a indoleamina 2,3
dioxigenase (IDO) estd envolvida em processos de tolerdncia imunoldgica, mecanismo
homeostaticos contrarreacfes imunes excessivas, além de diminuir o processo inflamatorio
comum em doencas cardiovasculares (POLYZOS; KETELHUTH, 2015). Portanto, em
condicdes patologicas como no DM, espera-se que haja desregulacao na atividade e expressdo
destas enzimas e dos niveis de metabolitos produzidos.

As isoformas de IDO estdo supra reguladas em doencas ou condig¢des inflamatérias. Ja
a TDO eleva-se em situacOes de estresse concomitante a elevacgéo do cortisol. Diversos estudos
tem demostrado que citocinas inflamatorias como TNF-a e INF-y sdo capazes de ativar IDO-1,
regulando positivamente a via das KYN (DANESCH et al., 1983; SALTER; POGSON, 1985).

Diversos estudos tém demonstrado que os metabdlitos da via da KYN tém func¢des anti-
inflamatdérias. Em um estudo in vivo em camundongos observou-se que a inibicdo
farmacolégica da IDO com 1-MT aumentou a inflamacdo vascular, além de regular
positivamente a expressao de moléculas de adesdo do endotélio vascular (VCAM-1) e proteina
quimiotaxica de monocito (MCP-1), aumentando a migracdo de leucdcitos para 0 vaso
inflamado e agravando ainda mais a lesdo vascular aterosclerotica (SZCZEPANIAK et al.,
2007; ZHANG et al., 2012; POLYZOS et al., 2015).

Os niveis plasmaticos de acido xanturénico (XA) e acido quinurénico (KA), estdo
aumentados em pacientes com diabetes mellitus, sendo regulados positivamente em condicdes
como o estresse e inflamagé&o de baixo grau como na obesidade. Tais alteragdes propiciam o
desenvolvimento de DM 2 a partir do pré-diabetes, de maneira que ha grande discussdo se 0s

niveis circulantes de metabdlitos da via da KYN poderiam servir como biomarcadores para
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acompanhamento do desenvolvimento, progressdo e remissdo terapéutica de disfuncoes
cardiovasculares associadas a0 DM (OXENCRUG et al, 2015).

Em um estudo utilizando células endoteliais porcinas observou-se que essas sdo sitios
primarios de producdo de KYN e que esta age como um fator vasodilatador em vasos arteriais,
contribuindo para o controle da pressdo arterial (WANG et al., 2010).

A ativacdo desta via enzimética esta diretamente relacionada ao aumento das respostas
inflamatorias em diversos tecidos, incluindo o endotélio vascular e o musculo cardiaco. Assim
sendo, acredita-se que nos individuos portadores de DM a via das quinureninas encontra-se
desreguladas levando ao aumento de complicagbes vasculares (MALLMAN, 2014; DIAS,
2015).

Portanto, sabendo que a via da KYN esté envolvida em processos patolégicos como o
diabetes mellitus e disturbios cardiovasculares, nosso estudo tem o interesse de avaliar os efeitos
do tratamento com insulina em ratos DM1 e sua associagdo com a via das quinureninas via

analise de parametros metabdlicos, renais e de morfologia vasculares.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Relacionar os parametros metabolicos, renais e de funcdo e morfologia vascular

observados em ratos DM1 com a atividade da via das quinureninas na auséncia ou presenca de

tratamento com insulina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o

o

o

Analisar o metabolismo corporal de ratos diabéticos e diabéticos tratados com insulina.
Avaliar a funcéo renal em ratos diabéticos e diabéticos tratados com insulina.
Avaliar as alteragcbes morfoldgicas vasculares associadas ao diabetes mellitus e os

impactos do tratamento com insulina.

Determinar a razdo quinurenina/triptofano no plasma de ratos normais, diabéticos e
diabéticos tratados com insulina.
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4. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar adultos (Ratus novergicus) de 4-6 semanas. Os animais
foram mantidos em condic¢des controladas de temperatura (21°C), agrupados em gaiolas de
polietileno e iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12h), com livre acesso a agua e racdo. Os
experimentos foram realizados nos Laboratorios de Farmacologia Experimental e Morfologia
Quantitativa do ICB-UFAM, além de laborat6rios multiusuarios do PPGIBA-UFAM.

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal do Amazonas (CEUA/UFAM), sob ne 043/2017 e foi realizado em
conformidade com as normas estabelecidas para a manipulagdo de animais em experimentagao.
Para a realizacdo dos ensaios experimentais, os animais foram distribuidos aleatoriamente em

3 grupos (Figura 6).

Figura 6 — Grupos experimentais.

4.1 INDUCAO DO DIABETES MELLITUS
Os animais foram selecionados randomicamente para compor 0S grupos controle,
diabético (DM) e DM tratado com insulina (DM+INS). Os animais do grupo DM e
DM+INSULINA foram tratados por trés dias com solucdo de sacarose a 20%, quando entao
receberam a aplicacdo de aloxana (100mg/kg, IP— diluida em agua destilada) em duas doses
com intervalo de 1 semana, para a inducéo do diabetes mellitus. No sétimo dia, apos a segunda

dose a glicemia em jejum (6 horas) foi determinda, sendo considerados diabéticos os animais
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Figura 7 — Indu¢do do DM.
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que apresentaram glicemia superior a 200 mg/dl (Figura 7). O grupo DM+INS recebeu
tratamento com insulina regular NOVOLIN® por 14 dias na dose de 10UI/Kg.

4.2 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA
No teste de toleréncia a insulina os animais diabéticos foram pesados e submetidos a um
jejum de 6 horas. Apds o periodo de jejum, foi administrado 10 UI/Kg de insulina regular
(NOVOLIN®), por via intraperitoneal. A glicemia capilar caudal foi mensurada com
glicosimetro de Beckmann (BAYER CONTOUR™ TS MS:80384380012) antes (tempo zero

— glicemia basal) e apds a administracdo da insulina nos tempos de 30, 60, 90 e 120 minutos.

4.3 DETERMINAQAO DE PARAMETROS METABOLICOS
43.1 PESO CORPORAL
O peso corporal dos animais foi monitorado semanalmente em balanca de alta precisao
(KNWAAGEN Ltda modelo KN 2200/2 - Figura 8 A) a partir do inicio do tratamento (DIA 1)
dia até o ultimo dia (DIA 14).

432 GAIOLA METABOLICA

Para avaliar pardmetros metabolicos, os animais foram alojados individualmente em
gaiolas metabdlicas de aco inoxidavel (Figura 8 B), por um periodo de quatro dias consecutivos,
recebendo agua e racdo ad libitum. O primeiro dia na gaiola metabdlica foi para habituacédo, de
modo que ndo foram computados dados de consumo e as urinas foram desprezadas. Nos trés
dias seguintes o consumo de racdo e agua foram determinados e as urinas coletadas e
processadas como descrito a seguir. A média dos trés dias destes parametros foi calculada por
animal. As amostras de urina de cada coleta foram utilizadas em duplicata nos ensaios

bioquimicos.

4.3.3 CONSUMO DE AGUA, RACAO E FLUXO URINARIO
O monitoramento do consumo de racdo foi realizado por meio de aferi¢des diarias, onde
o consumo foi calculado considerando a racéo fornecida, os desperdicios e as sobras. Foram
utilizados comedouros individuais e ragéo triturada, a qual era pesada em balanca digital antes
de serem postas na gaiola. O mesmo procedimento foi realizado para o registro do consumo
diario de agua, utilizando-se bebedouros individuais volumetricamente graduados. O consumo

de agua e fluxo urinario foram determinados por gravimetria, considerando 1g = 1mL. E, apds
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as 24h de permanéncia na gaiola, as urinas dos ratos foram coletadas, pesadas e aliquotadas.
Todas as amostras de urina foram centrifugadas a 4.000 rpm por 10 minutos em centrifuga
automatica (FANEM® modelo 206/1) (Figura 8 C), sendo o sedimento desprezado. Um
mililitro de cada amostra foi acondicionado em tubos e mantido a -20°C para posterior
avaliacdo. O fluxo urinario foi determinado a partir do volume de urina coletado no periodo de
24h. Os resultados foram expressos em mL/Kg/dia. O ritmo de filtracdo glomerular

(mL/Kg/min) foi estimado pela depuracédo da creatinina endogena.
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Figura 8: Balanca de precisdo (A), gaiola metabdlica (B) e centrifuga (C).

4.4 COLETA DE SANGUE

Para coleta de sangue, os animais foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg) e
xilazina (20 mg/kg), por via intraperitoneal. O sangue foi coletado em tubo heparinizado pelo
método de puncdo intracardiaca apds abertura da cavidade toracica, a qual foi utilizada como
método de eutandsia complementar. Uma vez coletado, o sangue foi centrifugado a 4000 rpm
durante 10 minutos em centrifuga (FANEN ® modelo 206/1). O plasma foi isolado e
acondicionamento em tubos criogénicos. As amostras foram mantidas sob refrigeracéo (-20°C)
até o momento da analise. A aorta foi dissecada para as analises histologicas.

4.4.1 ANALISE BIOQUIMICA E MARCADORES DA FUNCAO RENAL

Foram determinadas as concentragcdes plasméticas e urinarias de glicose, sodio,
proteinas totais e creatinina. As quantificacdes foram realizadas em duplicata em equipamento
automatizado (CHEMWELL® 2910).

45



SODIO - A quantificacdo de sodio na urina foi determinada pelo kit BioVision. Para isso,
adicionou-se 200upL de urina a 2mL do reagente colorimétrico do kit. Apos a reagdo, as
absorbancias foram determinadas a 405nm. A fracdo de excrecdo de sdédio foi determinada a

partir da concentracdo do ion na urina, normalizada pelo fluxo urinario de 24h e peso corporal.

CREATININA - Para determinar a concentracdo de creatinina no plasma ou na urina utilizou-
se o kit Doles. Segundo as recomendac0es datas pelo fabricante, foi utilizado 200uL da amostra,
acrescidos de 2mL de agua destilada, 0,5mL de reagente picrico e duas gotas de solucdo
alcalina. Posteriormente, a solucdo foi homogeneizada e permaneceu em repouso por 7 minutos
em temperatura ambiente. Em seguida as absorbancias foram lidas a 520nm. Os valores de
concentracdo plasmatica e urinaria foram utilizados para determinagdo do ritmo de filtracdo

glomerular (RFG).

GLICOSE - A concetracdo de glicose plasmatica ou urinaria foi determinada pela utilizacao
do kit Labtest. Conforme recomendagdes do fabricante, foram utilizados 200pL da amostra. A
leitura dos ensaios foi realizada em 505 nm. A fracdo de excrecdo de glicose foi determinada a

partir de sua concentracdo na urina, normalizada pelo fluxo urinario de 24h e peso corporal.

PROTEINAS TOTAIS — Para determinacio da concetracio de proteinas totais plasmatica ou
urinéria foi utilizado o kit Labtest. Conforme recomendac@es do fabricante, foi utilizado 1 mL
do reagente, o qual foi incubado por 10 minutos com 200 pL da amostra, seguido de leitura no
cumprimento de onda de 545 nm. A fracdo de excrecdo de proteinas foi determinada a partir de

sua concentracdo na urina, normalizada pelo fluxo urinario de 24h e peso corporal.

FLUXO URINARIO — O fluxo urinario dos animais foi determinado pela coleta urinaria de
24 horas dos animais realizando a corre¢do pelo peso de cada animal e expressando 0s

resultados em mL/Kg/dia.

RITMO DE FILTRACAO GLOMERULAR - O ritmo de filtracdo glomerular foi
determinado pela depuracdo endogena de creatinina e os resultados foram expressos em
mL/Kg/min. Todas as analises bioquimicas plasmaticas e urinarias foram realizadas no
laboratorio de inovacao farmacéutica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal do Amazonas — UFAM.
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4.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A solucéo tampéo (fase movel) que é composta por acetato de sodio e acetonitrila elui
pelo sistema cromatografico propulsionada por uma bomba peristéltica até o mixer onde sera
homogeneizada. A partir dai, foi infundido pelo injetor automatico 20 pL da amostra que,
juntamente com a fase movel, passou pela coluna cromatografica e detector. TRP e KYN foram
lidos nos cumprimentos de onda de 280 nm e 360 nm.

O sistema cromatografico incluiu uma coluna C18 de fase reversa (Waters Sherisorb®,
15cm x 4,6 mm, 5um, ndmero PSS: 831913), em sistema de eluicdo isocréatico e fase mdvel
constituida por acetato de sodio e acetonitrila (pH 4,0), regulado com acido acético. O fluxo da
fase madvel no sistema cromatografico foi ajustado para uma velocidade de 1 mL/min. A analise
cromatogréfica das amostras de plasma de ratos foi realizada conforme o método desenvolvido
e validado por Coutinho (2008), através do qual TRP e KYN foram detectados por absor¢ao
em UV a 280 nm e 360 nm respectivamente (L-4250 UV VIS Detector, Merck Hitachi), com
tempo de retencdo de 10 e 5 min, respectivamente, conforme demostrado no cromatograma
abaixo (Figura 9). A curva padrdo de calibracdo foi realizada antes da realizagcdo dos
experimentos para quantificagdo tanto de TRP quanto da KYN. Os marcadores TRP e KYN
foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, USA).

KYN

5 L]

TRP

5 ALl

Figura 9: Cromatogramas obtidos por HPLC. (A) pico de retencdo do TRP no tempo de 10 min
(£ =280 nm) e (B) pico de retengdo da KYN no tempo de 5 min (£ = 360 nm)
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4.5.1 PREPARACAO DA SOLUCAO TAMPAO E DAS AMOSTRAS
Para o preparo de um litro de solucdo tampdo (fase mdvel), foi pesado em

balanca analitica (SHIMADZU AUW 220D) 2,041g de acetado de sodio, 27 mL de
acetonitrila em proveta graduada (J. PROLAB), e homogeneizado em agua milli-qg
autoclavada. O Ph da solucgéo foi regulado com acido acético para 4,0.

Na preparagdo das amostras foram separados e identificados 4 microtubos de 1,0
mL com 200 pL de plasma sanguineo em apenas um desses microtubos separados.
Apos a adicdo da amostra, foi pipetado 16 pL de acido perclérico na amostra e
homogeneizado por 40 segundos em agitador vortex (GLOBAL XH-CU) ou até a
diluicdo total do 4cido ao plasma.

Realizadas todas as etapas, a amostra homogeneizada com &cido perclérico foi
centrifugada (EPPENDORF 5810R) a 5.000 rpm por 10 minutos. O procedimento foi
repetido por trés vezes, com a transferéncia do sobrenadante de um microtubo para o
outro.

As amostras do plasma sanguineo de animais saudaveis, diabéticos e diabéticos
tratados com insulina foram analisadas por HPLC para determinagdo dos niveis de
TRP, KYN e da razdo KYN/TRP plasmaticos.

4.6 AVALIACAO DAS ALTERACOES MORFOLOGICAS VASCULARES
4.6.1 PERFUSAO, DESIDRATACAO, CORTE E COLORACAO

Os animais foram pesados e sacrificados apds anestesia com ketamina/xilazina
(100/20mg/kg/1P). Foram submetidos a laparotomia mediana e a cavidade toracica foi
aberta expondo o coracdo ainda pulsando. Apos a coleta do sangue, foram realizadas a
perfusdo do animal com 60 mL de NaCl 0,9% (4°C) e formol a 10% tamponado com
fosfato de sédio monobaésico e bi basico. (Entrada via ventriculo esquerdo — saida atrio
direito). As aortas com tecido adiposo perivascular (PVAT) dos animais foram
rapidamente retiradas e fixadas em formol 10% tamponado.

Apos 72 h de fixagdo em formol, as aortas foram desidratadas em solugdes
alcoolicas crescente 70% e 96% respectivamente permanecendo por um periodo de 24
horas cada. Apds a desidratacdo o 6rgdo isolado foi infiltrado com resina pléastica
(TECHNOVIT 7100) e alcool 96% na proporcdo de 1:1 (1 ml de resina/1 ml de alcool)
por 24 horas. Em seguida, cada aorta foi seccionada aleatoriamente em trés partes iguais

as quais foram sobrepostas uma sobre a outra e sorteados com dados numéricos 0s
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planos e eixos que cada segmento iria se orientar. Esse procedimento permite a obtencéo
de secdes com variabilidade na disposi¢éo dos perfis de estruturas, garantindo reducgéo
no viés de amostragem e em seguida a submersdo completa com resina plastica e
glicol/metacrilato (TECHNOVIT 7100).

Cada bloco foi observado em estereomicroscopio (Leica EZ4D Digital System,
Alemanha) e o comprimento total dos 6rgéos, incluido na resina, foi medido e dividido
por 10, conforme o comprimento do 6rgédo. O resultado obtido representou a distancia
(T) entre as secOes seriais a serem obtidas em cada Orgao. Essa distancia foi marcada
em sequéncia ao longo do bloco de resina e serviu de orientagdo para a microtomia que
foi realizada em um micrétomo (Leica RM 2145, Alemanha) com uma espessura de 5
pum. As secbes foram posteriormente coradas com azul de toluidina 0,5% (azul de
toluidina, 0,12g; borato de Na*, 0,5g; H2O destilada, 100 mL) e fucsina basica (fucsina
béasica, 0,59 e H20 destilada, 100 mL) para avaliagdo morfoldgica das estruturas da

parede arterial.

4.6.2 ESTEREOLOGIA COMO AVALIACAO FUNCIONAL VASCULAR —
DETERMINACAO DO VOLUME DE CAVALIERI
O principio de Cavalieri foi empregado para a determinacéo do volume total dos

6rgdos. Esta técnica tem fundamento em analise matematica e estatistica e é
extremamente eficiente. O volume de qualquer estrutura pode ser obtido através do
somatorio das areas das secdes e pela distancia entre elas. Programas avancados de
contagem de pontos como o software Imod sao utilizados.

Para determinacdo e quantificacdo do volume as secc¢des foram digitalizadas por
um estereomicroscopio ou microscopio Optico com sistema de captura de imagem
(Leica EZ4D ou LeicaDM4000 Digital System, Alemanha), e sobre cada secdo foi
sobreposto um sistema de contagem de pontos por meio do software Imod versdo
4.7/mobdulo stereology (KREMER et al., 1996).

S&o sobreposto sobre as estruturas a qual deseja-se avaliar grid em forma de cruz
(Figura 11), onde contam-se apenas as estruturas que tocam o quadrante superior direito
do grid permitindo a quantificacdo e determinagdo do volume de forma eficiente e
precisa (GUNDERSEN et al., 1988; HOWARD, V.; REED, M. G., 2010).
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Figura 10: Grid de contagem de pontos para quantificagdo
do volume de Cavaliere e Delesse.

A analise consiste em contar 0s pontos que tocam cada estrutura que deseja-se

avaliar ao final com o somatdrio dos pontos em cada 6rgao € aplicado a equacao:

_%'pi.a
V ;PI.A).Tabsoluto d

Onde, V é o volume

S

i=n ¢ 0 numero total de pontos sobre cada 6rgdo, a/p ¢ a area representada por cada

o 6rgdo,

ponto e T é a distancia entre cada se¢do. Um coeficiente de erro de 5% e desvio padréo
de 15% foram considerados aceitaveis (GUNDERSEN; @STERBY, 1981;
GUNDERSEN et al., 1988).

4.6.3 DETERMINAQAO DO VOLUME RELATIVO DE DELESSE
A porcentagem de cada componente interno foi obtida pelo principio de Delesse.
Um aumento de 400x foi empregado em campos de vista selecionados ao acaso. Os
componentes foram quantificados pela contagem de pontos e referenciados em relagdo
ao volume total do 6rgéo. A porcentagem de volume ocupado por cada componente em
relacdo ao espaco de referéncia (6rgao) foi calculada como:

m

> Pcomp
VW (componente espago de referéncig) = =-———

ZP ref

i=1
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Onde Vv ¢ a densidade de volume (volume fracional ou densidade relativa), Pcomp
€ 0 somatdrio de pontos sobre os componentes do 6rgdo (PVAT), e Pref é o somatdrio de
pontos que tocam o espaco de referéncia (HOWARD e REED, 2010) . Os valores
percentuais foram transformados em absolutos apds multiplicacdo pelo volume de

Cavalieri.

4.7 ANALISE ESTATISTICA.
Os dados foram expressos como média + SEM. As analises estatisticas foram
realizadas usando o programa estatistico Prism (GraphPad 6.0). ANOVA com p0s-teste
de Tukey’s ou Dunett foram utilizados para avaliar diferencas entre os grupos. Em todos

0s casos, P <0,05 foi considerado significativo com intervalo de confianga de 95%.
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5 RESULTADOS

5.1 INDU(;AO DO DIABETES MELLITUS E TESTE DE TOLERANCIA A
INSULINA

Conforme demonstrado abaixo (Figura 11), a administracdo de aloxana em 2

doses de 100 mg/Kg resultou em maior taxa de sucesso com 75% (n=3) dos animais
apresentando glicemia superior a 200 mg/dl (media 342,5 + 14,93 mg/dL). Os animais
tratados com duas doses de 50 mg/Kg apresentaram glicemia média de 98,25 + 7,878
mg/dL, o que indica 0 ndo desenvolvimento do quadro hiperglicémico. Os animais
tratados com 200 mg/Kg de aloxana (DU) apresentaram mortalidade de 75% nas
primeiras 24 horas (n=3), o que inviabilizou a utilizagio desta dose. Desta forma, para
a realizacdo dos estudos in vivo posteriores foi selecionada a dose de 100 mg/Kg de
aloxana, administrados em duas doses com intervalo de 1 semana entre as

administracoes.
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Figura 11 — Padronizacdo da indugdo do diabetes mellitus na dose de 100 mg/Kg de
Aloxana (2x) (n=4), demostrando os valores glicémicos superiores a 200 mg/dL. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.

Apos a padronizagdo do método de inducéo do diabetes mellitus, ratos controle
(n=4) e diabeéticos (n=4), foram submetidos ao teste de tolerancia a insulina (ITT). O
teste consistiu na administracdo de 10 Ul de insulina regular cristalina de ag&o répida
(novolin®-Novonordisk) por via IP. A glicemia capilar foi determinada antes (tempo 0)
e apos 30, 60, 90 e 120 minutos da administracdo de insulina. As curvas glicémicas
resultantes séo apresentadas a seguir (Figura 12).
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Figura 12: Teste de tolerancia a insulina. Curva glicémica em ratos normais (controle) e diabéticos (DM) antes
(tempo zero e apds a administragdo de insulina (10 Ul, IP). Os dados expressam a média + erro padrdo da média.
Two-way ANOVA.*p < 0,05 vs tempo zero intragrupo.

Conforme observado, a administracdo de insulina promoveu reducdo dos niveis
glicémicos de ratos diabéticos (DM) apds 90 (407,0 + 86,55 mg/dL) e 120 (398,5 +94,47
mg/dL) minutos em relacdo ao tempo zero (600 + 46,25 mg/dL). A dose de insulina
administrada ndo produziu modificacdo significativa da glicemia de ratos saudaveis
nos tempos avaliados. Os niveis glicémicos de ratos diabéticos foram sempre superiores
a ratos normais (DM vs controle, p<0,05). Resposta normal a insulina em ratos
diabéticos € indicativo de auséncia de resisténcia a sua acdo, quadro caracteristico do

diabetes tipo I.

5.2 ANALISE DO PESO CORPORAL, METABOLISMO E INSULINOTERAPIA

O peso corporal de ratos diabéticos (DM) foi menor que o observado no grupo
controle (285,4 + 5,119 vs. 207,4 £ 5,15g; p<0,05) (Figura 13 A). O tratamento de ratos
diabéticos com insulina (10 Ul, IP) foi capaz de reverter a perda de peso associada ao
DM, de modo a igualar o peso de ratos DM+INS ao observado em ratos controle (317,5
+ 20,97g). Neste mesmo grupo de animais, a analise da glicemia capilar revelou
elevacgdo significativa da glicemia no grupo DM quando comparada ao controle (407.5
+ 16,09 vs 132,4 + 13,66 mg/dL, p<0,05), a qual foi normalizada pela administracao de
insulina (10 UI, IP) (142,5 £ 5,252 mg/dL, grupo DM+INS). (Figura 13 B).
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Figura 13: Andlise do peso corporal A) e glicemia (B) de ratos saudaveis (controle),
diabéticos (DM) e diabéticos tratados com insulina (DM+INS) (10 Ul, IP) (DM+INS). Os
dados sdo expressos como media + erro padrdo da média. One-way ANOVA, *p< 0,05 vs
controle.

Observamos gue a ingesta de 4gua, 0 consumo de rac¢éo, bem como débito urinario
foram maiores em ratos DM quando comparados ao grupo controle (Tabela 3). Tais
achados reafirmam os sinais classicos normalmente associados ao diabetes mellitus,
como a polidipsia, polifagia e polidria. Observa-se que o tratamento com insulina (10Ul,
IP), promoveu reducdo significativa do fluxo urinério e da ingesta hidrica, tornando os
valores observados semelhantes ao do grupo controle. Por outro lado, o consumo de

racdo se manteve elevado mesmo apdés o tratamento com insulina na dose utilizada.
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Tabela 2 — Fluxo urinario e consumo de 4gua e ragdo em ratos saudaveis,

diabéticos e diabéticos tratados com insulina.

Controle DM DM+INS

Consumo de agua
(mL/Kg/dia)
Consumo de

racdo (g/Kg/dia)
Fluxo urinario .
(mL/Kg/dia) 22,52+4,00 197,6 +12,83° 81,05 + 60,44

n 3 3 4

Ratos saudaveis (controle), diabéticos (DM) e diabéticos tratados com insulina (DM+INS).
*p< 0,05 vs controle

38,70+5,36 179,3 £36,61° 106,5 + 48,29

24,952,777 49,14 5,04 55,81 +2,85"

5.3 BIOQUIMICA PLASMATICA, URINARIA E AVALIACAO DA
FUNCAO RENAL

Na avaliacdo da glicose plasmatica, como ja esperado, animais diabéticos
apresentaram hiperglicemia. O tratamento com insulina 10 UI/IP foi capaz de reduzir os
niveis glicémicos plasmaticos nesses animais. Contudo ao avaliarmos a excre¢do
urinaria de glicose foi observado a presenca de glicosuria nos animais diabéticos e o
tratamento com insulina aumentou a excrecdo de glicose urinaria mesmo diminuindo o
fluxo urinario.

Foi possivel observar uma reducdo dos niveis de creatinina sérico nos animais
diabéticos (p<0,05 vs controle) sem apresentar diferenca significativa no grupo tratado
com 10 UI/IP de insulina.

Contudo ao avaliarmos a fracdo de excrecdo urinaria de creatinina observamos
que os animais diabéticos apresentavam uma maior excrecdo de creatinina quando
comparado ao grupo saudavel (p<0,05), tornando aos niveis normais com o tratamento
com insulina regular 10 UI/IP.

Na avaliacdo da excrecdo de proteinas totais urinarias percebemos que os
animais diabéticos apresentavam uma elevacdo da excrecdo (proteinuria) (p<0,05 vs
controle), com retorno aos niveis normais a insulinoterapia. Entretanto, quando
avaliamos o ritmo de filtracdo glomerular observamos que ndo houve diferenca entre os
grupos, 0 mesmo sendo observado quanto a excrecao de sodio urinario.

Ao avaliarmos a excrecdo urinaria observou-se que ratos diabéticos (DM)
apresentaram maior fluxo urinério (197,6 + 12,83 mL/Kg/dia) que ratos saudaveis
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(controle) (22,52 + 4,0 mL/Kg/dia). O tratamento de ratos diabéticos com insulina

(DM+INS, 10 UI, IP) promoveu reducgdo significativa do fluxo urinario, tornando-o

semelhante ao observado em ratos controle (81,05 £ 60,44 mL/Kg/dia).

Tabela 3 — Paré@metros bioquimicos e marcadores da funcéo renal.

Controle DM DM+INS
(n=3) (n=4) (n=4)
Glicose plasmatica
(mg/dL) 132,4 £ 13,66 407,5 £ 16,09* 1425 + 5,252
Glicosuria
(mL/Kg/dia) 106 + 24,26 263,5 + 27,47* 416,9 + 316,9*
Creatinina plasmatica
(mg/dL) 1,667 +0.2235 0,8500 + 0,067* 1,225 + 0,0853
Excrecéo de creatinina
urinaria (mg/Kg/dia) ~ 20°2*0:5066 23,56+ 6,610 6,995 + 5.787
Proteindria (/Kgfdia) 4379+ 00112 1,14240,1971% 0,180 + 0,1306
Fracéo de excrecéao de 5 260 + 1414 14.99 + 4,376 1774+ 9,676
Na* (mM/L/Kg/dia) ' - 29+ 4, 74+ 9,
Ritmo de filtracdo 117.7 + 26,70 231 1+ 93.0% 6728 2 28.28

glomerular
(mL/Kg/min)

Ratos saudaveis (controle), diabéticos (DM) e diabéticos tratados com insulina (DM+INS).

*p< 0,005 vs controle, One-way ANOVA, pos-teste de Tukey.

5.4 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE QUINURENINA E TRIPTOFANO
PLASMATICAS E DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA IDO
Observamos que os niveis de TRP foi reduzido nos animais diabéticos (51,93 +

3,658 uM) quando comparado aos saudaveis (81,35 + 5.115 uM). O tratamento de

ratos diabéticos com insulina foi capaz de elevar os niveis de TRP (76,72 £ 5.986 uM),

tornando-os semelhantes a ratos controle (Figura 14 A).

Com o n amostral utilizado, a avaliacdo dos niveis plasmaticos de KYN néao

revelou diferencas significativas entre ratos saudaveis e diabéticos (1,594 £ 0,2838 uM

vs 0,4290 = 0,09279 uM). Por outro lado, o tratamento com insulina promoveu
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expressivo aumento de KYN plasmaética em ratos diabéticos (4.142 + 0,9535 uM)
quando comparado a ratos controle e DM (Figura 14 B).

Ao determinarmos a razdo KYN/TRP, pardmetro utilizado para avaliar a
atividade da IDO1, observamos ndo haver diferenca entre os grupos controle e
diabéticos (0,02389 + 0,003094 vs 0,008884 + 0,002170). De maneira semelhante aos
niveis plasmaticos de KYN, a razdo KYN/TRP foi significativamente maior (0.06789
+ 0.01160) em ratos diabéticos tratados com insulina quando comparados a ratos
controle e DM (Figura 14 C).
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Figura 14: Determinacdo dos niveis de KYN e TRP plasmatica e razdo KYN/TRP em animais saudaveis (controle),
diabético (DM) e diabéticos tratados com insulina (DM+INS). Os dados sdo expressos como média + erro padrdo da
média. A) *p< 0,05 vs. Controle e DM+INS, B e C) *p< 0,05 vs. Controle e DM, One-way ANOVA, pds-teste de Tukey’s.

5.5 ESTEREOLOGIA VASCULAR
5.5.1 DETERMINACAO DO VOLUME DE CAVALIERI
Observamos reducdo no volume do tecido adiposo perivascular (PVAT) em
ratos diabéticos quando comprados aos saudaveis (40,26 + 3,89 mm?/Kg vs. 100,5 +
7,075 mm®/Kg, p<0,05). O tratamento com insulina em animais diabéticos foi capaz
reverter a perda de volume do PVAT, tornando-o semelhante ao observado em ratos
saudaveis (88,98 + 6,994 mm%/Kg) (Figura 15 A).
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A avaliacdo do volume da camada média da aorta revelou ndo haver
diferencas significativas entre os grupos controle (24,01 + 1,988 mm®Kg), DM
(18,77 + 0,9307 mm?/Kg) e DM+INS (26,33 + 2.354 mm®/Kg) (Figura 15 B).

Observou-se reducao do volume do Iimen aortico em ratos diabéticos quando
comparado ao controle (50,06 + 2,720 mm®Kg vs. 72,03 *+ 5,897 mm®/Kg, p<0,05),
indicativo de reducéo da vasodilatagdo em ratos DM. Por outro lado, o tratamento com
insulina promoveu vasodilatacdo, tornando o volume do lumen adrtico nestes animais

semelhante ao observado em ratos saudaveis (61,82 + 3,776 mm?/Kg) (Figura 15 C).
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Figura 15: Avaliacdo de volume (A) do tecido adiposo perivascular (PVAT), (B) camada média e (C) limen adrticos
de ratos saudaveis (controle), diabético (DM) e diabético tratado com insulina (DM+INS). Os dados séo expressos
como média + erro padrdo da média. *p< 0,05 vs controle e DM+INS, One-way ANOVA, pés-teste de Tukey’s.

59



cm 3/kg

5.5.2 DETERMINACAO DO VOLUME RELATIVO DE DELESSE

A avaliacdo da vasa vasorun, conjunto de pequenos vasos sanguineos encontrados
ao redor de paredes de grandes vasos na camada adventicia, revelou reducdo tanto do
volume da camada média (23,33 + 1,658 mm3/Kg vs 42,10 + 2,815658 mm?%Kg
p<0,05) quanto do limen (13,96 * 2,948 mm3/Kg vs 56,0 + 6,540 mm?/Kg p<0,05) de
ratos DM quando comparado ao controle. O tratamento com insulina ndo apenas
reverteu a atrofia da camada média destes vasos (41,06 + 3,545 mm®%Kg), como
promoveu vasodilatacdo, com aumento do Iimen em ratos DM+INS (47,94 + 3,609
mm?3/Kg). Tanto o volume da média e como o do limem da vasa vasorun foram

semelhantes entre ratos DM+INS e controle (Figura 16 A e B).
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Figura 16: Avaliacdo da vasa vasorun (A) camada média, (B) limen de ratos saudaveis (controle),
diabético (DM) e diabético tratado com insulina (DM+INS). Os dados sdo expressos como media + erro
padrdo da média. *p< 0,05 vs controle e DM+INS, One-way ANOVA, pds-teste de Tukey’s.
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6.

DISCUSSAO

O papel bioldgico da insulina na regulagdo dos niveis glicémicos e atenuacéo da
progressdo de distdrbios renais, micro e macrovasculares associados ao diabetes
mellitus, apesar de controverso, encontram-se bem documentados na literatura. Por
outro lado, a investigacdo de novas vias metabolicas, elucidacdo de novos alvos
terapéuticos e marcadores de progressao ainda se fazem necessarios, haja visto o
grande impacto social da doenca.

A idoleamina 2,3 dioxigenase (IDO1), é a principal enzima responsavel pela
degradacdo do aminoécido essencial triptofano (TRP), sendo responsavel por mais de
95% de seu catabolismo. A IDO1 inicia a producdo de uma série de produtos chamados
de quinureninas (KYN) cuja importancia tém sido associada a fung¢bes imuno-
reguladoras (MBONGUE et al., 2015). Um estudo em paciente com diabetes tipo 2
observou que tanto os niveis de KYN quanto a razdo KYN/TRP encontrava-se
aumentados, o que é refletido por uma maior atividade enzimatica da IDO causada
pela liberacdo aumentada de citocinas inflamatérias (OXENKRUG, 2015). Em nosso
estudo, utilizando modelo experimental de diabetes tipo 1 em roedores, ndo fomos
capazes de demonstrar diferenca significativa entre os niveis de KYN e atividade da
IDO entre o grupo saudavel (controle) e diabético (DM), apesar de uma tendéncia a
reducdo. Tal tendéncia poderia sinalizar que a via das quinureninas poderia ser
regulada de maneira distinta no DM1 e DM2. Dados preliminares de nosso grupo de
pesquisa em modelos experimental de DM2 induzido por administracdo de baixa dose
de estreptozotocina (35 mg/Kg) e pré-tratamento com frutose, por outro lado,
corroboram com os achados do estudo em humanos. Oxenkrug e colaboradores (2015)
também observaram que os niveis de &cido antranilico (AA), outro metabdlito da via
das KYN encontrava-se elevado em pacientes com diabetes tipo 1, mas ndo em
diabetes tipo 2, mostrando diferencas bastante significativas entre ambas as condigdes
e associando a elevacdo de AA ao aumento de auto anticorpos contra as ilhotas
pancreaticas (OXENKRUG; DER HART; SUMMERGRAD, 2015).

Em nosso estudo observamos que os niveis de TRP encontravam-se reduzidos em
ratos DM1, sem alteracao significativas nos niveis plasmaticos de KYN e atividade da
IDO1. Contudo, o tratamento com insulina, além de aumentar os niveis de TRP,
aumentou os niveis de KYN de maneira concomitante a elevacdo da atividade da

IDO1, demostrando que a insulina pode modular de alguma forma essa via metabdlica.

62



A insulina é um polipeptidio enddgeno formado por 51 aminoé&cidos, cuja principal
efeito é armazenar substancia como glicose no figado e muasculo, inibir a producéo
enddgena hepatica de glicose e regular o metabolismo de lipideos e proteinas. Em
condicdes fisiologicas, estimula a liberacdo de 6xido nitrico (NO) e o relaxamento
vascular, levando a efeitos hemodinamicos (DIMITRIADIS et al., 2011; KINI et al.,
2013). Estudo envolvendo pacientes com diabetes tipo 1 mostrou que a insulinoterapia
intensiva reduziu o risco de desenvolvimento de doenca cardiovascular (DCV) em
42% e em 57% o risco de acidente vascular encefélico (AVE) e infarto agudo do
miocardio (IAM) (DAVID M. NATHAN et al., 2009).

A insulina é capaz de reduzir a inflamacdo e quimiotaxia de células inflamatérias
para os tecidos, por diminuir a expressao de fatores de adesdo do endotélio vascular
como integrinas e selectinas, juntamente com a supressdo de fatores de transcricdo
inflamatorios como o NF-Kf e a proteina quimiotaxica de monocitos 1 (MCP-1),
atenuando assim a inflamacdo (AHMAD ALJADA et al., 2001; FONSECA, 2007).
Portanto, sabe-se que a insulina é reguladora chave do metabolismo e inflamacéo
organica, mas seus mecanismos anti-inflamatérios ainda ndo sdo totalmente
compreendidos. Os resultados de Liu e colaboradores (2018) demostraram que estados
de hiperglicemia ou endotoxemia induzida por lipopolissacarideos podem levar a
estados inflamatérios, polarizacdo de macréfagos em favor de fendtipo pro-
inflamatdrio e estimular as leses organicas. O mesmo estudo observou que a insulina
pode antagonizar os efeitos inflamatorio por acdo direta sobre macrofagos, impedindo
sua migracao, infiltracdo e participacdo na lesdo tecidual inflamatéria (ZHU et al.,
2019).

O estado de hiperglicemia caracteristico do diabetes leva a lesdo em érgéos alvo
por supra regular a sintese e liberagdo de citocinas inflamatorias, infiltrado celular e
estresse oxidativo, levando a danos diretos sobre a vasculatura, com ativacao de vias
de sinalizacdo intracelular inflamatorias como a do NF-Kf e de metaloproteinases
(MMP 2 e 9) envolvidas no remodelamento vascular (DANDONA et al., 2007).
Estudo publicado no ano de 2018 demostrou que o tratamento com insulina reduziu a
liberag&o de citocinas inflamatorias como a proteina quimiotaxica de monacitos, 1L-8,
IL-6 e IL-1 em cultura de células inflamatdrias humanas, demostrando seus efeitos
benéficos sobre a reducdo da glicemia e inflamagdo (BRABAZON et al., 2018). Os

efeitos anti-inflamatorios e de protecdo sobre a funcéo vascular da insulina j& sdo bem
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compreendidos, entretanto, nosso trabalho traz luz para a participagdo de outra via
metabdlica, a via da quinurenina, cuja atividade parece estar diretamente relacionada
aos efeitos benéficos do tratamento com insulina.

No final da década de 1990 foi observado que a IDO é primordial na tolerancia
imunoldgica e que seus altos niveis iniciam um papel vital na manutengdo da relacao
materno-fetal, evitando assim expulséo e rejeicdo do feto (MUNN et al., 1998). Esses
dados corroboram os resultados encontrados por outra linha de investigacdo de nosso
grupo de pesquisa. A partir daqueles estudos pioneiros, comecgou a surgir interesse da
comunidade académica em geral sobre o papel da IDO1, TRP e KYN no processo
fisiopatoldgico de diversas doengas.

Sabe-se que a atividade inflamatoria regula a expressdo de IDO em diversos
tecidos e células, incluindo fibroblastos, queratindcitos, células tumorais, células
endoteliais e musculares lisas (POLYZOS; KETELHUTH, 2015). A IDO pode ser
ativada por diversas citocinas inflamatorias como o INF-y e TNF- o e regulada
negativamente por IL-10, IL-6, regulador supressor de sinalizacdo de citocinas 3
(SOCS-3), TGF-B ¢ antigeno do linfocito T citotoxico 4 (CTLA-4), podendo assim
influenciar fungdes tolerogénicas (ORABONA et al., 2008; KETELHUTH, 2019).

Em 2010, um estudo publicado na revista Nature observou que condi¢fes
inflamatdrias promovem supra regulacdo de KYN, levando a diminui¢do do tonus
vascular e hipotensdo (WU et al., 2010). Os achados da literatura podem estar em
consonancia com 0s encontrados em nossa pesquisa, uma vez que o tratamento com
insulina em animais DM1 aumentou os niveis de KYN concomitante ao aumento da
vasodilatacdo adrtica e da vasa vasorun periadrtica, avaliadas por morfologia
guantitativa.

Estudos experimentais em camundongos knockout para IDO1 mostraram que a
deficiéncia dessa enzima aumenta os efeitos deletérios de uma dieta hipercaldrica,
além de aumentar a inflamacéao organica e resisténcia a acdo da insulina, embora isso
possa depender da inter-relacdo entre IDO1 e o microbioma intestinal (LAURANS et
al., 2018; NAGANO et al., 2013). Este estudo sinaliza para um importante papel da
IDO no contexto de doencas cardiovasculares. Nossos achados mostram que o
tratamento com insulina aumenta os niveis de KYN e normaliza os niveis de triptofano
plasmaticos, efeitos estes associados a expressivo aumento da atividade da IDO.
Concomitantemente a isso, observamos melhora na vasodilatagdo de ratos DM. Tal

64



resposta poderia estar relacionada ao efeito vasodilatador da insulina produzido de
forma ndo cléassica ou funcionar como feedback negativo enddgeno, atuando na
tentativa de regular o tbnus vascular em situacdes de lesdo, estresse oxidativo e injuria,
como o que se observa no diabetes mellitus.

Estudos in vivo realizados na Universidade de Oxford mostraram que a inibi¢éo
da IDO1 em camundongos ApoE” aumentou a inflamag&o vascular e formagcéo da
placa aterosclerética, causando um aumento significativo de marcadores de lesdo
cardiaca e levando a diminuicdo de células reguladoras do sistema imune com Tregs e
producdo de citocinas anti-inflamatorias como a IL-10 na parede arterial (POLYZOS
et al., 2015; YUN et al., 2016). Em contrapartida, ao contrario do que se esperava,
estudos em seres humanos demostraram que o aumento da atividade da IDO1 medida
através da razdo KYN/TRP estd associado a um aumento da incidéncia de DCV,
angina pectoris, IAM e morte. Entretanto outros estudos utilizando camundongos
hipercolesterolémicos observaram que a reducdo da IDO1 aumenta a IL-10 vascular,
que por sua vez promove ateroprotecao (EUSSEN et al., 2015; METGHALCHI et al.,
2015).

Embora aparentemente controversos, esses resultados s&o extremamente
intrigantes e demostram que uma melhor compreensdo do papel da via das
quinureninas em processos inflamatdrios e doencas cardiovasculares sdo necessarios,
sugerindo ainda que fatores imunorregulatérios dependentes de IDO1 necessitam ser
melhor elucidados (KETELHUTH, 2019).

Metaloproteinases de matriz (MMPs) sdo um conjunto de enzimas responsaveis
pela degradacdo da matriz extracelular (MEC), participes de processos fisioldgicos e
patoldgicos relacionados ao remodelamento vascular. Sdo sintetizadas e secretadas por
diversas células como fibroblastos, leucocitos e células do musculo liso vascular,
influenciando no remodelamento arterial, podendo servir como biomarcadores para
disturbios vasculares (WANG; KHALIL, 2018). Em vertebrados as familias das
MMPs compreendem 28 membros, sendo pelo menos 23 ja descritos e expressos em
serem humanos. Desses, 14 encontram-se altamente expressos na vasculatura, como a
MMP-2 e a MMP-9. Tais enzimas contribuem tanto para funcdes fisiologicas, mas,
sobretudo, estdo envolvidas nas manifestacbes patoldgicas relacionadas ao
remodelamento cardiovascular (VISSE; NAGASE, 2003).
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A ativagdo da MMP-2 leva ao remodelamento adverso da MEC, principalmente
pelo aumento na degradacgéo da elastina e deposicédo de tecido fibroso na musculatura
lisa vascular (DESK et al, 2011). Em situac6es inflamatdrias de baixo grau como no
diabetes, o microambiente rico em citocinas pro-inflamatérias como IL-1, IL-6, TNF-
a e INF-vpode contribuir para o aumento da secregao e atividade das MMPs por células
inflamatorias de maneira a favorecer o remodelamento vascular patolégico (VISSE;
NAGASE, 2003; (WANG; KHALIL, 2018). Estudo realizado em 2010 por Cho e
colaboradores observou que a inibicdo de MMPs de células musculares lisas
vasculares da aorta de humanos leva a uma atenuagéo da proliferagdo e crescimento
celular adrtica induzida por alta concentracdo de glicose, especialmente com a
supressdo da atividade da MMP-9. Em adicdo, estudos em camundongos knockout de
MMP-9 mostraram reducdo na proliferacdo em células da musculatura lisa vascular.
Coletivamente, essas evidéncias experimentais demostram o efeito estimulador das
MMPs na proliferacdo das células musculares lisas vasculares (CHO; RAIDY, 2002;
LEE et al, 2010).

Em nossa pesquisa, observamos que o volume da musculatura lisa vascular da
aorta de ratos DM1 permaneceu inalterado. Entretanto, quando avaliamos a vaza
vasorun (vasos dos vasos), percebemos que houve uma reducdo da camada média
arteriolar em ratos diabéticos. Nesta condigdo, o tratamento com insulina foi capaz de
reverter a diminuicdo do volume da musculatura lisa vascular arteriolar, ao mesmo
momento que aumentou a atividade da IDO1 e os niveis de TRP e KYN. Talvez esse
efeito observado na reducdo da camada média da vasa vasorun possa estar relacionado
ao aumento da producdo de KYN, que por exercer acbes imuno-reguladoras e anti-
inflamatorias, produziria inibi¢do da atividade das MMPs. Tais possibilidades serdo
melhor investigadas nos desdobramentos deste projeto.

Estudos realizado em cultura de células musculares lisas de aorta de ratos
demostraram que a incubacdo destas células com isoleucina-triptofano associados
inibe a expressdo e atividade da MMP-2, sugerindo que metabdlitos do TRP podem,
de alguma forma, estar envolvidos em respostas regulatorias do remodelamento
vascular (KOPALIANI etal., 2016). Os resultados de nosso estudo apontam para uma
significativa redugdo nos niveis de TRP plasmaticos em animais diabéticos, redugao
esta concomitante a atrofia da camada média da vasa vasorun periadrtica. Tais achados

nos déo indicios de uma relagéo entre a reducdo nos niveis de TRP e a atividade das
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MMPs, efeito esse revertido pelo tratamento com insulina. Ainda ndo podemos
concluir de maneira definitiva sobre a relacdo de causa e efeito nestas condigoes.
Entretanto, tais achados estimulam novas pesquisas sobre a relagdo dos metabdlitos do
TRP e a disfungéo vascular no diabetes.

O tecido adiposo perivascular (PVAT) é atualmente reconhecido como importante
colaborador na manutencdo da fungdo vascular, liberando diversas citocinas,
adipocinas e moléculas que exercem efeito paracrino sob a musculatura lisa vascular.
Estudos tem evidenciado que doencas cardiovasculares como a hipertensdo e
metabdlicas como o diabetes levam a alteragcbes morfoldgicas do PVAT e estimulam
a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, com consequéncias deletérias marcantes
sobre a funcdo vascular (SZASZ; BOMFIM; WEBB, 2013). Nosso estudo revelou
reducdo do PVAT na aorta de ratos DM1, a qual foi normalizada pelo tratamento com
insulina. Ainda ha que se investigar se tal reducdo de volume poderia contribuir para
0 comprometimento da funcdo do PVAT sobre a regulacdo do ténus vascular e se 0s
efeitos da insulina, ao melhora a vasodilatacao adrtica e da vasa vasorun, seriam pelo
menos em parte mediados pela normalizacdo da morfologia deste tecido.

A visdo de que o PVAT era apenas uma estrutura de suporte foi derrubada em
1991 a partir da observacao de que esse tecido exerce efeito anti-contratil em curvas
concentracdo efeito produzidas com a adicdo de noradrenalina. Anos apds esta
descoberta, diversos pesquisadores mostraram efeito anti-contratil exercido pelo
PVAT também para outros agonistas como a fenilefrina, angiotensina Il, serotonina e
endotelina-1 (SOLTIS; CASSIS, 1991; FESUS et al., 2007). E importante destacar
que esse efeito observado pelo PVAT néo é produzido apenas por sua presenca fisica
em torno dos vasos, mas essencialmente através da liberacdo de moléculas por ele, ja
gue meio contendo o sobrenadante do PVAT estimulado por alguns desses agonistas
demostrou o mesmo efeito sobre vasos sanguineos (LOHN et al., 2002).

Um efeito comumente observado no PVAT e que leva a prejuizos na funcéao
vascular em processos patologicos é a inflamacgdo. Neste estado, observa-se aumento
do infiltrado de células inflamatérias e do estresse oxidativo, ambos achados relevantes
no contexto do diabetes mellitus. Modelos de estudos utilizando ratos obesos e de
diabetes mellitus tipo 2 mostram que o0 aumento do tecido adiposo perivascular leva a
resisténcia a acdo da insulina, bem como vasoconstri¢cdo (SZASZ; BOMFIM; WEBB,
2013), contribuindo para 0 aumento da resisténcia vascular periférica. Diversos
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estudos tém demostrado que o PVAT funcionalmente integro tem importantes funcées
modulatéria sobre a vasculatura, liberando produtos que ajudam no relaxamento
vascular denominados como fatores relaxantes derivados do PVAT, tais como o 0xido
nitrico e as adiponectinas. Existem evidencias de que condi¢des inflamatdrias levam a
disfuncdo do PVAT, fazendo com que este passe a liberar moléculas como TNF-a, IL-
6 e resistina, as quais atuariam na atenuacdo da resposta vasodilatadora
(BHATTACHARYA et al., 2013; SZASZ; BOMFIM; WEBB, 2013; NOSALSKI,
GUZIK, 2017).

Nossos resultados em modelo DM1 demostraram reducdo do volume do tecido
adiposo perivascular, o qual foi acompanhado por reducdo do peso corporal.
Adicionalmente, demonstramos que o tratamento com insulina reverte a perda de peso
dos animais e do volume PVAT, achados estes concomitantes ao aumento da producéo
de quinureninas. Ainda ha que se investigar se o tratamento com insulina, via aumento
da atividade da IDO1 e maior producdo de quinureninas, poderia contribuir
diretamente para a diminuicdo do infiltrado inflamatdrio tecidual ao reverter as
alteracdes morfologicas do PVAT, de modo a reestabelecer seus efeitos funcionais
benéficos na regulacdo do ténus vascular. Nossa hipétese € de que a reducdo do
volume do PVAT observada em nosso estudo poderia estar relacionada a prejuizos na
vasodilatacdo em ratos DM1 via diminuicdo da secrecdo de fatores relaxantes e
aumento do estresse oxidativo.

Estudos na literatura ja descrevem os efeitos benéficos da insulina na melhora da
vasodilatacdo e seus efeitos diretos no aumento da producdo de NO, diminui¢do de
citocinas inflamatérias e melhora na funcdo vascular. Nosso estudo trouxe a
observacdo de que o tratamento com insulina em animais DM1, além de impedir a
perda de peso animal, foi capaz de reverter a reducdo de volume do PVAT, juntamente
com o aumento da atividade de IDOL1 e dos niveis de KYN. Tais efeitos parecem
exercer efeitos protetores sobre a funcdo vascular e demostram, pelo menos em parte,
0 possivel papel desta via na regulacdo da disfuncdo vascular associada ao diabetes.

Quanto a andlise da funcdo renal no DM1, estudos de 2017 hipotetizaram que a
histdria natural da doenca nesses pacientes inicia-se com elevacgéo suprafisiologica do
fluxo urinario e da taxa de filtracdo glomerular, as quais levam ao aumento da pressao
de filtracdo glomerular, podendo causar danos irreversiveis aos néfrons e génese da

doenca renal do diabetes. Logo, a hiperfuncéao renal é caracteristica do estagio inicial
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de desenvolvimento de prejuizo na funcdo renal (TONNEIJCK et al., 2017). Nossos
resultados mostram que ratos DM1 apresentam polidipsia e polidria, aumento do
consumo de agua e do fluxo urinario, respectivamente. Esses animais possuem
tendéncia em aumentar o ritmo de filtracdo glomerular quando comparado aos animais
saudaveis. O tratamento de ratos DM1 com insulina demostrou possivel efeito
nefroprotetor por reduzir o fluxo urinario e, possivelmente, a pressao de filtracéo
glomerular, fatores estes que atenuariam o desenvolvimento de lesdo renal. O interesse
reavivado nos mecanismo fisiopatoldgicos da hiperfiltracdo glomerular como um
fator que pode levar a alteragdes patoldgicas renais e estabelecer o progndstico do
diabetes pode fornecer novas perspectivas terapéuticas com base na redugédo da carga
renal (TONNENCK etal., 2017). A hiperfiltracdo glomerular no diabetes tipo 1 tem
sido associada como um importante e precoce sinal clinico da nefropatia diabética,
podendo ser uma das causas do aumento da excrecdo de creatinina (SALCEDO-
ALEJOS et al, 2005).

As diretrizes para cuidados renais e diabetes publicadas pela Associacdo
Americana do Diabetes e Fundacdo Americana do Rim recomendam o controle
glicémico estrito juntamente com a reducdo ou manutencdo dos niveis pressoricos em
limiares considerados normais (NKF, 2012; ADA, 2017). Em nosso estudo,
observamos que o tratamento com insulina, além de reduzir os niveis plasmatico de
glicose, aumentou a fracdo de excre¢do urinaria dessa molécula em animais diabéticos,
mesmo com reducdo do fluxo urinario. Desta forma, a insulina além de diminuir a
pressao de filtracdo glomerular, estimula a excrecdo de glicose urinaria sem afetar o
fluxo urinario, o que poderia agir possivelmente como um fator protetor da fungéo
renal. Com base nisso, demostramos que o inicio precoce do tratamento com insulina
em ratos DM1, além de reduzir os niveis glicémicos plasméticos com suas
consequentes repercussdes, exerceu um efeito direto na diminuicdo da hiperfiltracdo
glomerular, podendo assim reduzir os indices de sobrecarga renal e inibir o
desenvolvimento de doenga renal.

A Universidade Oxford publicou um estudo com criancas diabéticas do tipo 1 e
demostrou que a excrecdo de creatinina nesses pacientes estava aumentada e que o
tratamento com um antagonista dos receptores de angiotensina 11 foi capaz de diminuir
sua depuracdo (SALCEDO-ALEJOS et al., 2005). Nossos resultados em ratos DM1

se assemelham a esses achados, uma vez que observamos aumento da excregédo
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urinaria de creatinina e reducédo de seus niveis séricos com redugdo do fluxo urinario
em ratos DM1 que receberam o tratamento com insulina.

Bao e colaboradores observaram uma reducdo nos niveis plasmaticos de TRP e
aumento dos niveis de KYN em pacientes com doenca renal cronica quando
comparado com controle saudaveis (BAO et al., 2013). A doenga renal cronica é uma
das principais complica¢Oes desencadeadas pelo diabetes, independentemente de sua
forma clinica (KINI et al., 2013). Nossos achados utilizando o modelo de diabetes tipo
1 em roedores observou uma reducdo nos niveis de TRP plasmatico nos animais
diabéticos quando comparado aos animais saudaveis, com aumento das taxas
sanguineas dessa molécula pés tratamento com insulina. Observamos que os animais
doentes apresentaram um aumento da excrecdo de creatinina urinaria acompanhada
pela elevacdo do fluxo urinario, sugerindo que o TRP poderia ser um biomarcador de
lesdo renal precoce nesse modelo e exercer efeito protetor sobre a funcéo renal, haja
visto que o tratamento com insulina aumentou seus niveis plasmaticos, reduziu a
sobrecarga renal e diminuiu a excre¢do de creatinina enddgena.

Estudos publicados em pacientes com doenca renal crénica observaram um
aumento da atividade da razdo KYN/TRP em correlagdo positiva com 0 aumento e
progressao da doenca. Estudos anteriores demostraram que a doenca renal cronica leva
a um estado inflamatorio organico com elevagdo significativa dos niveis de INF- vy
plasmatico, o principal indutor da expressdo de IDO (LIBERTA et al., 2001; BAO et
al, 2013).

Criado e colaboradores (2009) demostraram que o0 aumento da atividade da IDO
reduz o acimulo de células inflamatérias e linfécitos Th 1 nos tecidos, exercendo um
efeito protetor de tolerancia imunolégica, aumento de células T reguladoras e
supressdao imune em paciente com doenca renal cronica (CRIADO et al, 2009). Com
nossos achados foi possivel observar que 14 dias de processo patogénico do diabetes
mellitus do tipo 1 ndo foram suficientes para causar mudangas significativas na
atividade da IDO, apesar de uma tendéncia a sua reducdo. Entretanto, observamos
aumento da atividade enzimatica quando do tratamento de ratos DM1 com insulina.
Esses achados sugerem qua o tratamento com insulina desses animais levaria ao
aumento da imunotolerancia, reducdo de infiltrado inflamatorio renal e melhora da

funcéo renal, fatos que necessitam ainda ser confirmados em investigacgdes futuras.
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Vries e colaboradores (2019), ao avaliarem pacientes com doenga renal cronica
transplantados demostraram que as concentracGes séricas de TRP eram menores
naqueles que apresentaram rejeicao e que a concentracdo plasmatica de TRP também
foi menor nos que evoluiram para 6bito, demostrando que quanto menor os niveis de
TRP, maiores era a taxa de mortalidade por doenga renal (VRIES et al., 2019) e
corroborando com o entendimento do papel do TRP (e possivelmente da via das
quinureninas) na imunotolerancia relacionada as doengas renais e alo enxertos.

Analises de regressdo linear pacientes adultos com doenca renal em uso de
prednisolona observaram uma forte correla¢do entre 0 aumento dos niveis de TRP e
melhoras nos valores pressoricos, juntamente com a reducdo dos niveis glicémicos
avaliados via (HbALc), melhoras nos parametros inflamatorios, de excrecdo urinaria
renal e proteindria (VRIES et al., 2019). Nosso resultado em animais diabético
demonstraram os efeitos benéficos do tratamento com insulina ao produzir correcdo
dos niveis de TRP plasmaticos e aumentar a atividade da IDO de maneira
concomitante a reducdo da excrecao de proteina urinaria quando comparado aos ratos
DML1 néo tratados.

Estudos com associacdo da via KYN/TRP sobre a secre¢éo de insulina sdo bastante
escassos, com um artigo publicado na década de 70 demostrando que metabdlitos da
via das quinureninas como &cido 3 hidroxiantranilico e 3 hidroxiquinurenina podem
bloquear a secre¢do de insulina. Liu e colaboradores (2015) foram os primeiro a
demostrar em células beta pancreéatica de ratos em cultura que a exposicao aguda a
KYN potencializa a secrecdo de insulina induzida por hiperglicemia (L1U et al., 2015).
Fato é que nosso estudo observou em animais diabéticos tratados com insulina o
aumento significativo nos niveis de KYN e isso pareceu exercer um efeito protetor

sobre a funcéo vascular e renal no modelo de diabetes tipo 1.
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Muito ainda precisa ser feito no sentido de entender o papel individual dos
produtos downstream da IDO e seus efeitos na modulacéo da fungéo e morfologia de
orgdos alvo. Nosso estudo revela que muito ha a ser explorado no sentido de se
determinar o real papel da via das quinureninas na lesdo de érgédos alvo associadas ao
DML1. Entretanto, estes novos achados trazem luz a possiveis mecanismos e rotas
metabdlicas que podem vir a impactar positivamente no tratamento de doencas
cardiovasculares. O aumento nos niveis de triptofano, quinurenina e atividade
enzimatica em animais tratados com insulina observadas em nosso estudo, associadas
ao ganho de peso e regeneracdo do tecido adiposo perivascular, inibicdo da atrofia da
vasa vasorun, diminui¢do da sobrecarga renal e diminuicdo na excrecdo urinaria de
proteinas e creatinina com aumento da vasodilatacdo adrtica observados com o
tratamento de ratos DM1 com insulina traz, portanto, novos perspectivas de
investigacdo para o tratamento desses pacientes, o que pode vir a favorecer o
desenvolvimento de abordagens terapéuticas inovadoras capazes de impedir a

progressao e alteragdes micro e macro vasculares tdo comum nos casos de diabetes.
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INFLUENCIA DA OBESIDADE E TECIDO ADIPOSO PERIVASCULAR
SOBRE A DINFUNCAO ENDOTELIAL: REVISAO INTEGRATIVA DA
LITERATURA
INFLUENCE OF OBESITY AND PERIVASCULAR ADIPOSOME TISSUE ON
ENDOTHELIAL DYNFUNCTION: INTEGRATING LITERATURE REVIEW

Kadmiel Candido® José Wilson do Nascimento Corréa?

RESUMO

A obesidade ¢ considerada atualmente uma epidemia global — um importante problema de salde publica,
principalmente em paises ocidentais. O tecido adiposo desempenha diversas funcGes entre ela
enddcrinas. As moléculas por ele produzido influenciam diretamente sobre as fung6es cardiovasculares,
metabdlicas enddcrinas e imunoldgicas desempenhando um papel significativo no processo salde-
doenca. Com base no exposto o objetivo do trabalho e avaliar a influéncia do tecido adiposo perivascular
sobre a disfuncdo endotelial vascular na obesidade. Trata-se de uma pesquisa descritiva, exploratoria,
qualitativa realizada através da pesquisa de artigos cientificos publicados nas bases de dados de
indexacdo de material cientifico. Conforme o estudo foi possivel observar que a obesidade e o tecido
adiposo, modulam diretamente a motricidade vascular, aumentando a resisténcia vascular periférica,
infiltrado inflamatdrio, estresse oxidativo propiciando a génese de processos patoldgico.
PALAVRAS-CHAVE: Disfuncdo endotelial; Inflamacdo; Obesidade; Tecido adiposo perivascular.

ABSTRACT

Obesity is currently considered a global epidemic - a major public health problem, especially in Western
countries. The adipose tissue performs several functions among it endocrine. The molecules produced
by it directly influence the cardiovascular, metabolic endocrine and immunological functions playing a
significant role in the health-disease process. Based on the above the objective of the work and evaluate
the influence of perivascular adipose tissue on vascular endothelial dysfunction in obesity. This is a
descriptive, exploratory, qualitative research carried out through the research of scientific articles
published in the index databases of scientific material. According to the study, it was possible to observe
that obesity and adipose tissue directly modulate vascular tone, Peripheral vascular resistance,
inflammatory infiltrate, oxidative stress leading to the genesis of pathological processes.

KEYWORDS: Endothelial dysfunction; Inflammation; Obesity; Perivascular adipose tissue.
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1. INTRODUCAO

A obesidade hoje é considerada uma doenca inflamatdria, multicausal, complexa com
suas peculiaridades fisiopatologicas e comorbidades associadas. Dentre as causas podem incluir
fatores genéticos, culturais, organicos, alimentares, emocionais dentre outros, porém todos
envolvidos com seu aspecto fisiopatologico (PRADO; LOFRANO; OYAMA., 2009; LEITE;
ROCHA; BRANDAO-NETO, 2009).

Estudo mostraram que o tecido adiposo (TA), além de ser altamente inflamado é
responsavel pela liberacdo de diversas citocinas inflamatérias como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina (IL-6), resistina dentre outras, que secretadas a longo prazo no
organismo leva a disfungdes organicas e teciduais contribuindo para o aparecimento de doencas
crénicas como a hipertensdo arterial sistémica (HAS) e diabetes mellitus (DM) (PRADO;
LOFRANO; OYAMA, 2009). Os distarbios inflamatérios na obesidade desempenham um
papel significativo em sua fisiopatogénia, no entanto poucos estudos abordaram diretamente
como isso pode afetar diretamente as defesas e a susceptibilidade do hospedeiro ao adoecimento
(MILNER; BECK, 2012).

O modo pelo qual os mediadores pré-inflamatorios levam a manifestacdo e complicacdes
dessas doencas ainda ndo esta bem explicado, porém parece envolver, entre outros, a disfungéo
endotelial e o estresse oxidativo (LAHOZA; MOSTAZAA, 2007). O processo inflamatério de
baixo grau caracteristico da obesidade e 0 DM estdo associados a alteragfes cardiacas e
vasculares em seres humanos, pois essas condicdes aumentam a expressdo de moléculas
responsaveis pela adesao de leucdcitos nas células endoteliais e assim migracdo para os tecidos
e liberacdo de citocinas inflamatorias aumentando a resisténcia vascular e agravando esses
processos patoldgicos (DASU & JIALAL.,2010; GALVAO.,2014).

Também foi observado que o estresse cronico é considerado um importante fator de risco
para o adoecimento cardiovascular, bem como para doencgas enddcrinas e metabdlicas como o
DM e que mais estudos sao necessarios para elucidar e entender os processos fisiopatologicos
envolvidos (OXENCRUG, 2015).

Nas ultimas décadas a obesidade, excesso de peso e agora o tecido circunvizinho aos
vasos sanguineos tem sido importantes fatores de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e cerebrais, portanto sdo relevantes alteracbes a serem estudadas. Com o
avancar das pesquisas na area das ciéncias da saude muitas das doencas tem ganhado uma

atencdo maior devido a suas altas taxas de morbimortalidade dentre elas a obesidade. Em face
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disto o objetivo do artigo é avaliar a influéncia da obesidade e tecido adiposo perivascular
(PVAT), sobre a disfuncdo endotelial vascular.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CONCEITO DE OBESIDADE
A obesidade € considerada uma doenca inflamatoria, multicausal, complexa com suas
peculiaridades fisiopatologicas e comorbidades associadas (PRADO; LOFRANO; OYAMA.,
2009; LEITE; ROCHA; BRANDAO-NETO, 2009). E caracterizada pelo acimulo de tecido
gorduroso no organismo resultante de um prejuizo do balango energético onde a ingestdo de
energia excede a perda, levando ao aumento da producdo e armazenamento de triglicérides nos
adipécitos (MOLICA et al, 2015).

Antes considerado mero depdsito de gordura, o tecido adiposo € visto hoje em dia como
6rgdo endocrino e pardcrino ativo, produtor de diversas citocinas inflamatérias, como as
adipocinas e substancias pro-inflamatorias, ambas influenciando diretamente no prejuizo das
funcBes vasculares (GOMES et al 2010).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA OBESIDADE NO BRASIL E PERSPECTIVA
MUNDIAL

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), aponta a obesidade como um dos maiores
problemas de salde publica no mundo. A projecéo e perspectiva é que, em 2025, cerca de 2,3
bilhdes de adultos estejam com sobrepeso; e mais de 700 milhdes, obesos. O nimero de criancas
com sobrepeso e obesidade no mundo poderia chegar a 75 milhGes, caso nada seja feito
(ABESO, 2018).

No Brasil segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), 2009,
a obesidade vem crescendo cada vez mais. Alguns levantamentos apontam que mais de 50% da
populacéo esta acima do peso, ou seja, na faixa de sobrepeso e obesidade. Entre criancgas, estaria
em torno de 15% (IBGE, 2009).

De acordo com dados da ABESO 48,3% da populacao adulta da regido norte encontra-se
obesa, com criancas na faixa etaria de 5-9 anos correspondendo a 25.65% e 10-19 anos com
17,45%, demostrando o importante impacto que obesidade vem causando sobre os 6rgdos
publicos de saude (ABESO, 2018).

A moderna dieta ocidental associada a um estilo de vida sedentario conduziu a presente
epidemia de obesidade. Atualmente € claro que a presenca de obesidade aumenta

substancialmente o risco de comorbidades a ela associadas, nomeadamente intolerancia a
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insulina, intoleréncia a glicose, dislipidemia, hipertensdo, doengas vasculares entre outras e

todas estdo associadas a falta de uma educacgéo alimentar (FONTANA et al, 2003).

2.3 TECIDO ADIPOSO, CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS E INFLUENCIA
SOBRE OS VASOS SANGUINEOS

Estudo mostraram que o tecido adiposo (TA), além de ser altamente inflamado é
responsavel pela liberacdo de diversas citocinas inflamatérias como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina (IL-6), resistina dentre outras, que secretadas a longo prazo no
organismo leva a disfuncgdes organicas e teciduais contribuindo para o aparecimento de doengas
crénicas como a hipertensao arterial sistémica (HAS) e diabetes mellitus (DM) (PRADO;
LOFRANO; OYAMA, 2009). Os distarbios inflamatérios na obesidade desempenham um
papel significativo em sua fisiopatogenia, no entanto poucos estudos abordaram diretamente
como isso pode afetar diretamente as defesas e a susceptibilidade do hospedeiro ao adoecimento
(MILNER; BECK, 2012).

Essas substancias que tem funcao enddcrinas que o tecido adiposo libera sdo chamadas de
adipocinas, que segundo carvalho (2006), sdo proteinas de baixo peso molecular que participam
de respostas inflamatdrias e imunologicas.

A obesidade é considerada atualmente uma epidemia global — um importante problema de
salde publica, principalmente em paises ocidentais (POIRIER et al, 2006). A disfuncéao
endotelial estd associada a diversas alteracdes vasculares, como a aterosclerose, hipertensédo
arterial, hiperlipidemia e diabetes mellitus, que ttm em comum a resisténcia a insulina (RI)
(CARVALHO et al, 20086).

Um estilo de vida sedentario e uma dieta rica em hidratos de carbono e gorduras séo as
principais causas para 0 aumento do nimero de casos de obesidade, tornando a sindrome
metabolica num problema de salde mundial. A sindrome metabdlica caracteriza-se por uma
combinacdo de alteragfes que incluem a obesidade abdominal, a dislipidemia, a hipertensao
arterial e a resisténcia a insulina as quais em conjunto, aumentam significativamente o risco de
diabetes tipo 2 e doenca cardiovascular. (LYON et al, 2003).

O tecido adiposo em especial os que ficam proximo aos vasos sanguineos corporais de
grande calibre conhecido como tecido adiposo perivascular (PVAT), como aorta torécica,
abdominais secretam diversas substancias metabolicas que causa alteragdes vasculares e

inflamatdrias e respostas imunoldgicas celulares (MOLICA, 2015).
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As principais fontes de citocinas (adipocinas) séo os tecidos adiposos subcutaneo e visceral.
Assim, aumento da massa de tecido adiposo estd associado com alteracBes da producdo de
adipocinas com aumento da expressao de fator de necrose tumoral o (TNF-a), interleucina 6
(IL-6), inibidor do fator ativador de plasminogénio 1 (PAIL), e diminuicdo da expressdo de
adiponectinas no tecido adiposo, essa Ultima por sua vez com funcdes protetoras ao organismo.
(CARVALHO; COLACO; FORTES, 2006).

O oxido nitrico (NO), primariamente identificado como um fator relaxante derivado do
endotélio, € um radical livre atuante na sinalizacdo de diferentes processos bioldgicos, esta
ligado como um fator protetor de doencas cardiovasculares, devido seu efeito relaxante sobre a
vasculatura. A isoforma endotelial da NOS (eNOS), expressa principalmente nas células, dos
vasos sanguineos, desempenha importante papel na regulacdo da resposta vascular e no
desenvolvimento e na progressao da aterosclerose (DIAS, 2009).

Algumas dessas citocinas como por exemplo o: a (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) tem
atividades inflamatdrias e por causa disso sdo denominadas citocinas pro-inflamatorias, em
contrapartida existem outras que tem funcéo protetora aos sistemas organicos e como exemplo
podemos citar a adiponectina que é uma citocina chamada de anti-inflamatoria.

Ja se tem desmostrado em varios estudos que a obesidade e o0 sobrepeso principalmente a
obesidade central também chamada de visceral libera essas subastancias inflamatérias que
levam a diversas alteragcbes organicas principalmente ligada ao sistema cardiovascular. A
ligacdo entre a inflamacdo induzida pela obesidade e a doenca cardiovascular (DCV), sugere
que o direcionamento das vias inflamatorias limita a incidéncia de risco cardiovascular
associado ao excesso de tecido adiposo visceral e tecido adiposo perivascular (MOLICA et al,
2015). Esse acumulo de gordura, principalmente visceral ou abdominal acaba ocasionando o
maior indice de doengas cardiovasculares que estdo ligadas a inflamacdo sistémica e estdo
associados a desordens metabolicas como obesidade, diabetes mellitus, hipertensdo arterial,
dislipidemias, aterosclerose e outras doengas cardiovasculares (HERMSDORFF; MONTEIRO,
2004).

O tecido adiposo perivascular antigamente era tido apenas como um suporte mecanico para
0S vasos sanguineos e era rotineiramente removido do vaso para estudos e analises da funcéo
vascular por acharem que ndo exercia nenhuma funcéo (GAO et al, 2007).

Estudos demostraram recentemente um papel adicional do endotélio vascular e do tecido
adiposo perivascular (PVAT) desempenhando um importante papel no controle do sistema
cardiovascular e enddcrino (GAO et al., 2007; AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2012).
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Observou — se que em pessoas obesas, juntamente ao aumento de gordura abdominal e do
peso corporal ha um aumento do depdsito de PVAT (FITZGIBBONS et al., 2014), tornando-o
disfuncional e em desequilibrio com a imunidade inata, adaptativa e os padrfes de secrecdo
inflamatérios do individuo, aumentando o risco e desenvolvimento das doencas
cardiovasculares (CAO, 2014).

Estudos usando modelo de obesidade em animais por dieta hiperlipidica mostrou que a
massa total do PVAT estd aumentada nessa populacao de estudo com prejuizos na produgédo ou
secrecdo de adipocinas, com reducdo de adiponectina esta Ultima considerada um importante
mediador anti-inflamatéria que contribui para o funcionamento da vasculatura (KADOWAKI;
YAMAUCHI, 2005).

3. METODOLOGIA

Trata- se de uma revisdo de literatura integrativa, descritiva, exploratéria, qualitativa a ser
realizada através da busca ativa de artigos cientificos publicados nas Bibliotecas Eletronicas da
Scientific Electronic Library Online (Scielo), Literatura Latino-Americana e do Caribe em
Ciéncias da Saude (Lilacs), Periddicos CAPES, Biblioteca Virtual em Sadde (BVS), NATURE
Immunology, e PUBMED utilizando os descritores: Obesidade; Tecido adiposo perivascular;
Inflamacdo; Disfuncdo endotelial. Foram incluidos na pesquisa artigos publicados no idioma
portugués e inglés, que tenham sido publicados a partir de 2005. Artigos completos disponiveis
online, bem como manuais do ministério da saude e literatura cinzenta além de artigos que ndo
foram publicados, porém disponiveis na integra. Ndo serdo inclusos aqueles que ndo
corresponderem a tais critérios. Foi elaborado um instrumento para a avaliacdo dos artigos
selecionados para coleta e analise de dados, contemplando: Autores, ano de publicacao, revisdo,
titulo do artigo, dados do objeto. Apds o preenchimento do instrumento, os dados serdo
analisados e demonstrados em forma de tabelas elaboradas no programa Microsoft Excel.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Influéncia da Obesidade e Tecido Adiposo Perivascular Sobre a Disfuncdo Endotelial:

Revisdo Integrativa da Literatura.
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O tecido adiposo perivascular (PVAT) € atualmente reconhecido como importante
colaborador na manutencdo da funcéo vascular, liberando diversas citocinas, adipocinas e
moléculas que exercem efeito paracrino sob a musculatura lisa vascular. Estudos tem
evidenciado que doencas cardiovasculares como a hipertensdo e metabolicas como o diabetes
levam a alteracbes morfologicas do PVAT e estimulam a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, com consequéncias deletérias marcantes sobre a fungdo vascular (SZASZ;
BOMFIM; WEBB, 2013).

A visdo de que o PVAT era apenas uma estrutura de suporte foi derrubada em 1991 a partir
da observacdo de que esse tecido exerce efeito anti-contratil em curvas concentracdo efeito
produzidas com a adi¢do de noradrenalina. Anos apos esta descoberta, diversos pesquisadores
mostraram efeito anti-contratil exercido pelo PVAT também para outros agonistas como a
fenilefrina, angiotensina Il, serotonina e endotelina-1 (SOLTIS; CASSIS, 1991; FESUS et al.,
2007).

Um efeito comumente observado no PVAT e que leva a prejuizos na fungdo vascular em
processos patologicos é a inflamacgéo. Neste estado, observa-se aumento do infiltrado de células
inflamatorias e do estresse oxidativo, ambos achados relevantes no contexto do diabetes
mellitus. Modelos de estudos utilizando ratos obesos e de diabetes mellitus tipo 2 mostram que
0 aumento do tecido adiposo perivascular leva a resisténcia a acdo da insulina, bem como
vasoconstri¢cdo (SZASZ; BOMFIM; WEBB, 2013)

Observou — se que em pessoas obesas, juntamente ao aumento de gordura abdominal e do
peso corporal ha um aumento do depdsito de PVAT (FITZGIBBONS et al., 2014), tornando-o
disfuncional e em desequilibrio com a imunidade inata, adaptativa e os padrfes de secrecao
inflamatorios do individuo, aumentando o risco e desenvolvimento das doencas
cardiovasculares (CAO, 2014).

Desmostrou — se em Vvarios estudos que a obesidade e o sobrepeso principalmente a
obesidade central sintetiza e secreta subastancias inflamatodrias que levam a diversas alteracoes
organicas principalmente ligada ao sistema cardiovascular. A ligacdo entre a inflamagéo
induzida pela obesidade e a doenca cardiovascular (DCV), sugere que o direcionamento das
vias inflamatdrias limita a incidéncia de risco cardiovascular associado ao excesso de tecido
adiposo visceral e tecido adiposo perivascular (MOLICA et al, 2015). Esse acimulo de gordura,
principalmente visceral ou abdominal acaba ocasionando o maior indice de doengas

cardiovasculares que estdo ligadas a inflamagdo sistémica e estdo associados a desordens
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metabdlicas como obesidade, diabetes mellitus, hipertensdo arterial, dislipidemias,
aterosclerose e outras doencas cardiovasculares (HERMSDORFF; MONTEIRO, 2004).

Foi visto com os estudos que o sedentarismo e a dislipidemia, aumento do peso corpora,
seguidos por alteracdes significativas metabdlicas, inflamatdrias e vasculares bem como niveis
circulantes de glicose, colesterol total, triglicerideos, insulina, leptina, resistina e TNF-a
apresentaram-se elevados na obesidade e disturbios metabdlicos. Observamos que a presenca
do tecido adiposo perivascular (PVAT) diminuiu o relaxamento dependente do endotélio,
associado com reducdo na producédo de NO vascular (SOUZA, 2016).

Estudos demostraram um papel adicional do endotélio vascular e do tecido adiposo
perivascular (PVAT) desempenhando um importante papel no controle do sistema
cardiovascular e enddcrino (GAO et al., 2007; AGHAMOHAMMADZADEH et al., 2012).

O TNF-a citocina considerado pro-inflamatdria apresenta grande diversidade em sua
atividade bioldgica, que perpassam desde respostas imunoldgicas a reacdes inflamatérias e
neovascularizagdo. Em condic¢Ges normais, o tecido adiposo produz TNF-a, entretanto apenas
uma parte do TNF-o derivado do tecido adiposo se origina do proprio adipocito, uma
consideravel parte pode ser secretada por macrofagos infiltrados no tecido, fato este
particularmente importante na obesidade elevando o risco de doengas cardiovasculares
(PRADO et al., 2009).

Juntamente ao aumento de gordura abdominal e do peso corporal ha um aumento do
depédsito de PVAT, tornando-o disfuncional e em desequilibrio com a imunidade inata,
adaptativa e os padrdes de secrecdo inflamatdrios do individuo, aumentando o risco e
desenvolvimento das doencas cardiovasculares. Estudos usando modelo de obesidade em
animais por dieta hiperlipidica mostrou que a massa total do PVAT estd aumentada nessa
populacdo de estudo com prejuizos na producdo ou secrecdo de adipocinas, com reducdo de
adiponectina esta Gltima considerada um importante mediador anti-inflamatdria que contribui
para o funcionamento da vasculatura (CAO, 2014; FITZGIBBONS et al., 2014; KADOWAKI,
YAMAUCHI, 2005).

Um dos principais resultados encontrados em um estudo experimental com camundongos
obesos induzidos por dieta hiperlipidica foi relacionado a reatividade vascular que contatou que
a presenca do PVAT pode alterar o relaxamento dependente de endotélio em aorta toracica de
camundongos sedentarios. Acreditamos também que o possivel (6xido nitrico) NO sintetizado
pelo aumento da expressdo proteica de iINOS no PVAT dos camundongos sedentarios e
alimentados com dieta hiperlipidica ndo esteja agindo no leito vascular como vasodilatador,
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mas sim contribuindo para o estresse oxidativo e aumento da resisténcia vascular levando assim

a possiveis quadros hipertensivos (SOUZA, 2016).

CONSIDERACOES FINAIS

O tecido adiposo perivascular antes considerada uma mera gordura ao redor do vaso
demostrou propriedades diretas sobre a manutencdo da funcdo vascular integra. Entretanto
processos patogénicos como a obesidade, diabetes e hipertensdo arterial, podem levar a
disfungdes do PVAT com perda da sua capacidade regulatoria sobre a musculatura lisa vascular.
Ja sabe-se que a obesidade dentre outras doengas crénicas como a hipertensdo e diabetes geram
estado inflamatdrios com ativagdo de vias metabolicas inerentes a inflamag&o culminando em
infiltrado celular no PVAT, estresse oxidativo e liberacdo de citocinas infamatdrias diminuindo
a biodisponibilidade de substancias vasorelaxantes com um aumento da reatividade vascular
periférica levando ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares, incapacidade e morte,
demostrando uma importéncia de estudar-se a modulacdo e vias inflamatdrias sobre o PVAT

na obesidade e doencas em cronicas como o diabetes.
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