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RESUMO

A exposicdo intrauterina a hiperglicemia materna promove disfuncdo endotelial,
vasoconstricdo e hipertensdo na prole adulta. Além das altera¢des funcionais, a
hipertensdo frequentemente evolui com alteracdes estruturais e mecanicas nos
vasos de resisténcia. Diante disso, 0 presente estudo investigou se a exposicao
intrauterina & hiperglicemia materna durante a gravidez e a lactacdo altera as
propriedades miogénicas, mecéanicas e/ou estruturais das artérias mesentéricas de
resisténcia (AMR) de ratos. O diabetes experimental foi induzido por injecao
intravenosa de estreptozotocina em ratas Wistar com uma semana de gestacédo e a
prole foi dividida em quatro grupos: ratos machos provenientes de mées controle (O-
CR) e diabéticas (O-DR) com 3 e 12 meses. Nestes animais foram avaliados o peso
corporal desde o nascimento até o dia do experimento, a glicemia e a presséo
arterial. Para a investigacdo das possiveis alteracdes das propriedades miogénicas,
mecéanicas e estruturais nas AMR destes animais, utilizou-se a técnica de artérias
pressurizadas através de um miografo de pressdo. Analisou-se 0 conteudo e a
organizacdo da elastina e colageno, além de sua expressdo. Em comparacdo ao
grupo O-CR, os animais do grupo O-DR apresentou baixo peso ao nascimento e
durante todo o periodo de acompanhamento. Apenas o grupo O-DR com 12 meses
apresentou pressao arterial elevada quando comparado ao seu respectivo controle.
As AMR de ratos O-DR com 3 e 12 meses apresentaram uma maior contragdo
miogénica em comparacdo aos seus respectivos controles. Os parametros
estruturais e mecanicos das AMR do grupo O-DR 3 meses foram semelhantes aos
do grupo O-CR. Entretanto, as artérias do grupo O-DR 12 meses apresentaram
reducdo do o diametro interno, acompanhada de aumento da espessura da parede,
da relacdo parede/limen e da area de seccdo transversal, indicando um
remodelamento hipertrofico para dentro. A relacdo stress-strain do grupo O-DR 12
meses se apresentou desviada para a direita em comparacdo ao grupo O-CR,
significando uma menor rigidez arterial. Nestas artérias, tanto a complacéncia como
a distensibilidade estavam aumentadas no grupo O-DR 12 meses. Estas alteracdes
mecanicas nas AMR do grupo O-DR 12 meses podem ser justificadas pela menor
expressdo de colageno tipo 1 e pela reducdo do conteudo da elastina encontrados

nessas artérias. Esses indices possivelmente estdo associados com o aumento da



expressdo da metaloproteinase da matriz (MMP)-9, que aumentaria a degradacao
do o colageno nas artérias do grupo O-DR 12 meses, mesmo a expressao dos
inibidores de metaloproteinases da matriz (TIMP)-1, TIMP-2 estando inalterada. A
expressdo do fator de crescimento transformador-1 (TGF-B1) também foi
aumentada nas AMR do grupo O-DR 12 meses, o qual pode levar a hipertrofia da
camada média. Em resumo, os resultados demonstram que a exposi¢ao intrauterina
ao diabetes mellitus induz alteragGes estruturais, mecénicas e miogénicas nas AMR
de ratos adultos, as quais parecem contribuir para 0 aumento da resisténcia vascular

periférica, e consequentemente da pressao arterial nestes animais.

Palavras-chave: Programacao fetal. Diabetes mellitus. Remodelamento vascular.

Matriz extracelular. Proteinas regulatérias da matriz.



ABSTRACT

Intrauterine exposure to maternal hyperglycemia promotes endothelial dysfunction,
vasoconstriction and hypertension in adult offspring. In addition to functional
changes, hypertension frequently courses with structural and mechanical changes in
resistance vessels. In view of this, the present study investigated whether intrauterine
exposure to maternal hyperglycemia during pregnancy and lactation alter the
myogenic, mechanical and/or structural properties of rat mesenteric resistance
arteries (MRA). Experimental diabetes was induced by intravenous injection of
streptozotocin in pregnant Wistar rats and the offspring were divided into four groups:
3- and 12-month-old offspring from controls mothers (O-CR 3M and 12M) and 3- and
12-month-old offspring from diabetic mothers (O-DR 3M and 12M). In these animals,
body weight, blood glucose and blood pressure were evaluated. Myogenic,
mechanical and structural properties of the MRA were assessed by using pressure
myography technique. The content and organization of elastin and collagen were
also analyzed. O-DR group had low birth weight and throughout the follow-up period
(12 months) compared with O-CR group. O-DR 12M had higher arterial pressure
than O-CR 12M, while O-DR 3M were normotensive. MRA from 3- and 12-month-old
O-DR rats showed a greater myogenic contraction compared to their respective
controls. The structural and mechanical parameters of the O-DR 3M MRA were
similar to those of the O-CR 3M group. However, lumen diameter was decreased and
wall thickness, wall/lumen ratio and cross-sectional area were increased in MRA of
O-DR 12M, indicating inward hypertrophic remodeling. In addition, O-DR 12M MRA
showed decreased stiffness, as shown by the rightward shift of the stress-strain
relationship. In these arteries, both compliance and distensibility were increased in
MRA from O-DR 12M group. Mechanical changes in O-DR 12M MRA can be
explained by the decreased type 1 collagen expression and by the reduction of the
elastin content, which possibly are associated with increased expression of matrix
metalloproteinase (MMP)-9, even the expression of matrix metalloproteinase
inhibitors (TIMP)-1, TIMP-2 being unchanged. In O-DR 12M MRA, the expression of
the transforming growth factor-p1 (TGF-B1) was also increased, which can lead to
middle layer hypertrophy. In summary, the results obtained here demonstrate that

intrauterine exposure to diabetes mellitus induces structural, mechanical and



myogenic alterations in offspring MRA, which can be involved in the increased

vascular resistance and blood pressure in these rats.

Keywords: Fetal programming. Diabetes mellitus. Vascular remodeling. Extracellular

matrix. Regulatory proteins matrix.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a prevaléncia global de diabetes em mulheres gravidas
vem crescendo consideravelmente (FARRAR et al., 2016). Consequentemente, a
relacdo entre a exposi¢cdo intrauterina & hiperglicemia materna e o desenvolvimento
de doencas cronicas na prole, especialmente as doencas cardiovasculares, tem sido

objeto de estudos clinicos e experimentais.

O conceito de “programacao fetal” é definido como o processo pelo qual um
estimulo adverso durante o periodo critico de desenvolvimento in utero induz
doencas na vida adulta (BARKER, 1994, 1998). Trabalhos publicados pelo grupo do
Dr. David Barker foram os primeiros a demonstrar o envolvimento de disturbios
ocorridos durante a fase intrauterina no desenvolvimento de doengas
cardiovasculares na vida adulta (OSMOND, 1986; BARKER, 1989, 1994, 1998;
BARKER). Na década de 80, este pesquisador e seus colaboradores demonstraram
uma associacdo entre o baixo peso ao nascimento e a incidéncia de doencas
cardiovasculares no Reino Unido. Analisando cerca de 10.000 homens nascidos
entre 1911 e 1930 na cidade de Hertfordshire, Inglaterra, o grupo do Dr. Barker
verificou que a incidéncia de Obitos em decorréncia de cardiopatia isquémica era
maior entre os individuos que nasceram com peso corporal ao nascimento ou que
apresentaram baixo peso corporal no primeiro ano de vida, comparado aos
individuos com peso normal ao nascimento (OSMOND et al., 1993). Esta correlacao
entre o baixo peso ao nascer e a incidéncia de doencga cardiovascular no individuo
adulto foi verificada independentemente dos habitos de vida (BARKER et al., 1989a,
1989b). Ademais, a andlise posterior deste mesmo grupo de individuos mostrou que
0S que nasceram com baixo peso corporal apresentaram maior susceptibilidade ao
Diabetes tipo 2 (DM tipo 2) e a sindrome metabdlica quando adultos (HALES et al.,
1991; BARKER et al., 1993).

Estudos em ratos expostos a hiperglicemia materna severa durante a
gravidez e lactagcdo demonstram que a prole tem restricdo do crescimento durante o
desenvolvimento fetal e apresentam baixo peso ao nascimento (SONG et al., 2012).
Na idade adulta desenvolvem intolerancia a glicose, estresse oxidativo (DONG et al.,
2013), dislipidemia (HOLEMANS et al., 2000), resisténcia a insulina, obesidade
(LAWLOR et al., 2011), hipertensdo (NERENBERG et al.,, 2014) e desordens
vasculares (HOLEMANS et al., 2000; ROCHA et al., 2005; VAN HUYEN et al., 2010;



21

RAMOS-ALVES et al.,, 2012a). A disfuncdo vascular presente nestes animais é
decorrente da reducao de fatores vasodilatadores dependente do endotélio, como o
oxido nitrico (NO), e da elevada liberacdo de substancias vasoconstritoras, como 0s
prostanoides derivados da ciclooxigenase-2 (COX-2) (TXA2, PGE2 e PGF2)
(RAMOS-ALVES et al., 2012a,b; TUFINO et al., 2014), a angiotensina Il e os anions
superéxidos (LAPPAS et al., 2011; KATKHUDA, et al., 2012). Estes prejuizos séo
relatados em artérias aorta, renais e mesentéricas (HOLEMANS et al. 2000; ROCHA
et al. 2005; PORTO et al. 2010; RAMOS-ALVES et al. 2012a,b), os quais foram
associados ao desenvolvimento e/ ou manutencdo da hipertensdo arterial neste

modelo.

Esta bem documentado na literatura que a hipertensdo crénica, além das
alteracdes funcionais, cursa com alteragdes estruturais e mecénicas dos vasos
arteriais (SCHIFFRIN, 1992; MULVANY, 2002; MULVANY, 2003), as quais tém sido
denominadas de remodelamento vascular. Este processo refere-se a capacidade da
parede vascular reorganizar seus componentes celulares e extracelulares em
resposta a um estimulo crdénico, como por exemplo, ao aumento de fluxo sanguineo
ou ao aumento da pressdo transmural (GIBBONS; DZAU, 1994). De acordo com
Mulvany (1999), o remodelamento vascular pode ser classificado como hipertréfico
(quando ha um aumento da area de seccdo transversal da parede arterial),
hipotrofico (quando ocorre redugdo da érea de seccgdo transversal) ou eutréfico
(quando ha& somente um rearranjo dos constituintes da parede vascular, sem
alteracdo da area de seccdo transversal). Esse remodelamento pode ainda ser
classificado como “para dentro”, quando ocorre reducdo do didmetro interno do
vaso, ou “para fora”, quando o diametro interno aumenta. Na maioria dos modelos
experimentais de hipertensdo, assim como em pacientes hipertensos, o diametro
interno de pequenas artérias de resisténcia esté reduzido e a relacdo parede: limen
esta aumentada, com diminuicdo da complacéncia e aumento da rigidez vascular,
podendo influenciar a resisténcia ao fluxo sanguineo (SCHIFFRIN, 1992;
BAUMBACH, 1994; INTENGAN et al.,, 1999; MULVANY, 2002; BRIONES et al.,
2003; TOUYZ, 2004). Estas alteragcbes nos pequenos vasos arteriais tornam-se
ainda mais pronunciadas em pacientes acometidos de hipertensdo e diabetes
mellitus, sugerindo que o agrupamento de fatores de risco pode ter efeitos deletérios
sinérgicos sobre a vasculatura (RIZZONI et al., 2001).
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Portanto, é plausivel hipotetizar que a exposicdo a hiperglicemia materna
durante a vida intrauterina e a lactacdo possa induzir alteracbes mecanicas e/ ou
estruturais da parede arterial na prole adulta, jA que esta apresenta pressao arterial
elevada e expressdo de mecanismos inflamatorios na parede arterial, o qual é
sabido contribuir para o remodelamento arterial em varias situacdes de risco
cardiovascular. No presente estudo, foram desenvolvidas abordagens experimentais
para a elucidacdo destas possiveis alteracdes e seus mecanismos em pequenas
artérias de resisténcias da circulacdo mesentérica de ratos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral

Avaliar se a exposigéo a hiperglicemia materna durante a gravidez e lactagdo
cursa com alteracdes das propriedades miogénicas, mecanicas e estruturais de
artérias mesentéricas de resisténcia oriundas de ratos, bem como investigar os

mecanismos implicados nestas alteracdes.

1.1.2 Especificos

- Investigar possiveis alteracbes nas propriedades mecanicas de artérias
mesentéricas de resisténcia de ratos expostos a hiperglicemia materna em ratos

com 3 e 12 meses de idade;

- Avaliar, nestes animais, possiveis alteracdes nas propriedades estruturais de

artérias mesentéricas de resisténcia;

- Averiguar possiveis alteragfes nas fenestras na lamina elastica interna destes
animais;
- Avaliar o envolvimento de proteinas da matriz extracelular no remodelamento

vascular através da determinacao de colageno na parede arterial;

- Analisar a expressdo de proteinas regulatérias da matriz extracelular

(metaloproteinases e inibidores das metaloproteinases e TGF-B1) na parede arterial.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 INFLUENCIA DO AMBIENTE INTRAUTERINO NO DESENVOLVIMENTO DAS
DOENCAS DO ADULTO

No inicio da década de 60 surgiram as primeiras evidéncias de que fatores
adversos que acometem gestantes durante o periodo critico de desenvolvimento
embrionério, fetal e neonatal estdo associados as condicbes de saude dos
individuos adultos. Estimulos anormais sobre o ambiente intrauterino tem a
capacidade de perturbar o crescimento fetal, alterando permanentemente a
estrutura, a fisiologia e o metabolismo de tecidos e érgéos do feto, predispondo-o ao
desenvolvimento de doencas crbnicas apdés 0 nascimento, como as doencas
metabdlicas e cardiovasculares (ASHTON, 2000; BARKER; BAGBY, 2005; PINNEY;
SIMMONS, 2012).

Na década de 1980, trabalhos publicados pelo grupo de pesquisa do Dr.
David Barker propuseram que as doengas cardiovasculares e as desordens
metabdlicas em uma populacdo da Inglaterra e do Pais de Gales poderiam ter
origem ainda durante o desenvolvimento fetal (BARKER; OSMOND, 1986).
Utilizando o marcador bruto de baixo crescimento fetal, Barker notou uma relagéo
inversa entre o peso ao nascimento e o desenvolvimento de varias doencas na vida
adulta, tais como hipertensdo arterial, doencas coronarianas, alteracbes no
metabolismo do colesterol, aumento da resisténcia a insulina, além de desordens na
funcdo enddcrina (BARKER et al., 1993; BARKER; OSMOND, 1988; BUNT,
TATARANNI; SALBE, 2005; EL-OSTA et al.,, 2008; HALES; BARKER, 1992;
MANDERSON et al., 2002;). Estas observacgdes levaram a “Hipotese de Barker” ou
“Teoria da origem fetal das doencas do adulto” segundo a qual a nutricdo deficiente
durante a vida intrauterina e infancia precoce origina uma adaptacdo metabdlica e/
ou estrutural permanente que aumenta o risco de desenvolvimento de doenca
coronariana e outras doencas associadas, como a hipertenséo arterial, o diabetes e
0 acidente vascular cerebral, na vida adulta — Programacéo Fetal (BARKER, 1998).
Segundo alguns estudos, quando ha menor demanda nutricional fetal , o feto passa
por um processo de adaptagdo a sobrevivéncia durante a gestacao, resultando em
uma redistribuicdo do fluxo sanguineo. Esta redistribuicdo pouparia O0rgdos mais

importantes (como o0 ceérebro) as custas de outros 0Orgdos, que teriam sua
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morfologia, fisiologia e metabolismo afetados, de maneira a “programa-los” para um
risco aumentado de desenvolvimento de doencas cronicas ap0s 0 nascimento,
como por exemplo a hipertensao arterial (BARKER; OSMOND, 1986).

Dados publicados em 2012 pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
mostram que a desnutricAo materna continua sendo um problema de saude publica
mundial, a qual tem relacdo direta com o baixo peso ao nascimento. Anualmente,
cerca de 20 milhdes de criancas em todo o mundo nascem com peso reduzido
(pesando menos que 2,5 Kg), o que representa cerca de 15,5% dos nascimentos
(BLACK et al., 2008). No Brasil, dados recentes mostram que o baixo peso ao
nascer acomete aproximadamente 8% dos nascidos vivos (DE SOUZA BURIOL et
al., 2016), sendo que os maiores indices foram encontrados em regides de maior
desenvolvimento socioeconémico como o sul e o sudeste (SILVA et al., 2010; LIMA
et al., 2013).

A maioria dos estudos epidemiologicos e experimentais vinha dando maior
destaque ao efeito da desnutricdo materna sobre a ‘programacéao fetal’ de algumas
doencas na vida adulta. Porém, nas ultimas duas décadas, outros insultos tem sido
estudados com o intuito de compreender a maneira pela qual o ambiente intrauterino
pode influenciar tanto o desenvolvimento fetal, quanto a predisposicdo a diversas
doencas. Existem hoje iniumeros estudos demonstrando que a exposicao fetal aos
glicocorticoides (KHORRAM et al., 2014), ao excesso de sddio (CABRAL et al.,
2012; SANTOS-ROCHA et al., 2019) ou a hiperglicemia (RAMOS-ALVES et al.,
2012a; DE QUEIROZ et al., 2015; DE SA et al.,, 2017), tém uma contribuicéo
importante para o desenvolvimento de complicacdes desde a vida intrauterina até a

vida adulta.

Os mecanismos que iniciam as respostas que desencadeiam a programacao
fetal das doencas do adulto ndo sédo completamente conhecidos. Porém, nos ultimos
anos tem surgidos informacdes na literatura de que as modificagcbes epigenéticas
desempenham um papel fundamental, tendo em vista que durante as varias fases
de desenvolvimento, o epigenoma de um individuo esta significativamente mais
sensivel aos fatores ambientais. Alguns estudos sugerem fortemente que estas
alteracdes epigenéticas possuem um papel fundamental nas respostas adaptativas

aos fatores nutricionais e ambientais durante a vida fetal e neonatal (AKYOL,;
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MCMULLEN; LANGLEY-EVANS, 2012; MASLOVA et al., 2017; MORTENSEN et al.,

2014), podendo, desta forma, envolver genes impressos e nao impressos.

A epigenética € um importante agente regulador destas interagfes e seu atual
conceito diz respeito aos padrées estaveis e herdaveis de expressao génica e que
nao envolvem alteracdes na sequéncia de nucleotideos do DNA (EGGER et al.,
2004; FEINBERG; TYCKO, 2004). Os principais mecanismos de regulacdo
epigenética envolvem a metilacdo do DNA, as modificagbes pds-transcricionais nas
histonas e a atuacdo de RNAs nédo codificantes, dentre os quais se destaca a
atuacdo dos microRNAs (UDALI et al., 2013). Estes marcadores epigenéticos tém o
potencial de modular a expressdo génica, 0 que € um importante determinante em
muitas doencas. Ruchat et al. (2013) sugeriram que estes marcadores representam
um possivel mecanismo pelo qual a exposi¢cdo a um ambiente intrauterino adverso
se traduza no desenvolvimento de doencas, como a obesidade e o DM tipo 2 entre a
descendéncia. Porém, ndo esta totalmente esclarecido se estas alteracdes séo
reversiveis ou irreversiveis (GALJAARD; DEVLIEGER; VAN ASSCHE, 2013). O que
se sabe até entdo com estudos com animais é fenétipo apresentado em decorréncia
da programacao fetal ndo é transmitido para seus descendentes por acasalamento,
mas apenas pela influéncia ambiental uterina (BOUCHARD et al., 2010; DABELEA,
CRUME, 2011). Isso ressalta a importancia do ambiente embrionario na impresséao

epigenética de mecanismos fisiopatolégicos nas futuras geracoes.

2.2 MODELO DE DIABETES INDUZIDO POR ESTREPTOZOTOCINA (STZ2)

Até o presente, muitos modelos animais de diabetes foram desenvolvidos
(RADENKOVIC et al., 2016) e estes tornaram-se indispensaveis para a pesquisa em
diabetes e suas complicacées (WU et al., 2015), bem como para o estudo de novos
farmacos antidiabéticos (TRIPATHI; VERMA, 2014).

Em animais de laboratério, a indugédo experimental dessa doencga pode ser
realizada de forma quimica, genética e cirargica/imunologica (RADENKOVIC et al.,
2016) com uso de técnicas que incluem: destruicdo quimica das células B
pancreaticas, remogao cirurgica da massa de células 3, pancreatectomia, injaria do

hipotdlamo ventromedial, dietas ricas em acucares, gorduras, ma nutricdo
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intrauterina  ou altas doses de horménios contra regulatérios como 0s
glicocorticoides (TRIPATHI; VERMA, 2014; CAZAROLLI, 2004; SILVA; NOGUEIRA,
2015; SHARMA et al., 2016; AL-AWAR et al., 2016). Todavia, os métodos quimicos
sdo bastante simples, convenientes (SZKUDELSKI, 2001) e viaveis para este tipo de
experimentacdo, por apresentarem todos 0s eventos bioguimicos, hormonais e
morfolégicos que ocorrem durante e apos a inducdo do estado diabetogénico
(LERCO et al., 2003).

A estreptozotocina (STZ) é utilizada para indugdo do DM (GUNDALA et al.,
2016; ANTONY et al., 2017; CUNHA et al., 2017; DHANANJAYAN et al., 2017; EL-
BASSOSSY et al., 2017; HOSSEINI et al., 2017; MAHMOUD, et al., 2017; WANG et
al.,, 2017; ZHANG et al., 2017). Esta foi inicialmente isolada e caracterizada como
um antimicrobiano de largo espectro a partir de colonias de Streptomyces
achromogenes (HERR; EBLE; JAHNKE, 1960). A STZ é uma molécula alquilante
analoga da nitrosoureia e derivada da glicosamina, que consiste em uma hexose
com uma porgcdo N-metil-N-nitrosureia (MNU) ligado ao seu carbono 2, com
seletividade e toxicidade para as células B pancreaticas (LENZEN, 2008; ELEAZU et
al., 2013; SARGIS, 2014; ISLAM et al., 2017). Esta molécula € um composto
hidrofilico devido a substituicdo da hexose que limita a sua absorcao pelas células,
sendo, portanto, captada pelas células § pancreaticas via transportadores GLUT-2
(LENZEN, 2008; ELEAZU et al., 2013). A STZ atua na metilagdo de proteinas e do
DNA. Esse ultimo mecanismo, ocorre por meio da transferéncia do radical metil da
porcdo MNU dessa molécula ao DNA da célula B, especialmente na posicao O° da
guanina. Na tentativa de reparo do DNA, a poli(ADP-ribose)polimerase (PARP) é
bastante estimulada, reduzindo o Nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD®)
celular, e consequentemente os estoques de ATP. A deplecdo das reservas de
energia celular resulta, portanto, em necrose das células B (LENZEN, 2008). O

tempo de acédo desta € cerca de 19 min (http://www.sigmaaldrich.com).

A STZ provoca hiperglicemia, hipoinsulinemia, perda de massa corporal,
glicosuria, politria e polifagia que refletem a anormalidade no funcionamento das
células B do pancreas, disturbios estes semelhantes aos observados em humanos
com diabetes do tipo-1 descompensada (KEELY et al.,, 2008). A evidéncia

histologica de lesdo das células B é detectavel entre uma e sete horas apos a
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administracdo da STZ, nas 24 horas seguintes o conteudo de insulina dessas
células é reduzido em 95%, estabelecendo o quadro de hiperglicemia
(DAMASCENO et al., 2002). Também estdo presentes no diabetes experimental
diversas complicagbes cronicas micro e macrovasculares como a neuropatia,
nefropatia e cardiopatia diabética (JUNOD et al., 1967; HAKIM et al., 1997; SCHAAN
et al., 2001; DE ANGELIS et al.,, 2002). Segundo a Associacdo Americana de
Diabetes (ADA) (2016), a hiperglicemia € classificada como moderada entre 126 e
300 mg-dL* e acima de 300 mg-dL-1 como severa (ADA, 2016). Aerts e Assche
(1979) sugeriram que um ambiente levemente hiperglicémico estéd associado a fetos
macrossémicos e hipoinsulinémicos, e que maes severamente diabéticas podem

gerar fetos com baixo peso corporal e malformados (HOLEMANS et al., 1991).

Os ratos com diabetes induzido por STZ além de apresentarem diminui¢cao na
atividade fisica diaria, na temperatura corporal (HOWARTH et al., 2006), reflexos
cardiovasculares alterados e variabilidade da frequéncia cardiaca em coracfes
isolados (OLIVEIRA et al., 1997; SCHAAN et al., 2004; DE ANGELIS et al., 2009),
demonstraram diferentes repercussfes placentarias em funcdo do nivel glicémico,
além de alteragbes no fluxo uterino-placentario e nas trocas materno-fetais
(CALDERON et al., 1999; DAMASCENO, 2002). No intuito de reproduzir efeitos
metabdlicos maternos e fetais semelhantes ao diabetes pré-gestacional e ao
diabetes materno, a STZ pode ser administrada tanto por via endovenosa (e.v.)
qguanto intraperitonealmente (i.p.) (DELFINO et al., 2002), com doses variadas e que
pode ser realizada no periodo neonatal (KAYA-DAGISTANLI; OZTURK, 2013), antes
do acasalamento (LOPEZ-SOLDADO; HERRERA, 2003) ou durante a gravidez
(RAMOS-ALVES et al., 2012a e 2012b).

E importante salientar que o desenvolvimento das células B em ratos ocorre
principalmente durante a ultima semana de crescimento fetal (BLONDEAU;
BREANT, 2005), portanto, a indugdo do diabetes nas primeiras semanas de
gestacdo, ndo afetaria o pancreas fetal. Blondeau et al. (2011) demonstraram que o
pancreas da prole de ratos fémeas submetidas a 35 mg-kg! de STZ no dia 0 de
gestacdo, encontrava-se histologicamente normal, sugerindo que o diabetes
materno nao altera a massa de células B. De acordo com a literatura, as

comparacdes entre estudos sobre o diabetes induzido pela STZ em ratos sao
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complexas, devido a ampla variacdo entre as doses empregadas e 0s niveis de
hiperglicemia alcancados. Junod et al. (1969), comprovaram a atividade
diabetogénica da STZ para ratos Wistar, demonstrando que o diabetes pode ser
induzido nas doses de 25 a 100 mg-kg™? e que a gravidade do distlrbio metabdlico é
proporcional & dose utilizada. Portanto, a sensibilidade a STZ depende da espécie

animal, sexo, idade e estado nutricional.

2.3 FATORES DE RISCO PARA DOENCAS CARDIOVASCULARES NA PROLE
EXPOSTA A HIPERGLICEMIA MATERNA

A exposi¢cdo a hiperglicemia materna durante a vida intrauterina tem uma
contribuicdo importante para o aparecimento de doencas desde as primeiras
semanas apO0s 0 nascimento até a vida adulta (DABELEA et al., 2000;
MANDERSON et al.,, 2002; BARKER; BAGBY, 2005). O diabetes na gravidez
aumenta os riscos de prematuridade, aborto e de ma-formacéao congénita (CASSON
et al., 1997; JENSEN et al., 2004), as quais resultam de defeitos do desenvolvimento
ocorridos durante a organogénese precoce (FUHRMANN et al., 1983), que incluem
a sindrome de regressao caudal e anormalidades urogenitais, que podem ser tdo
graves quanto a agenesia renal (LUCAS et al., 1997; LYNCH; WRIGHT, 1997;
NOLD; GEORGIEFF, 2004). Apesar de existirem numerosos estudos sobre o efeito
do diabetes em mulheres gravidas, pouco ainda se sabe sobre as consequéncias a
longo prazo da exposi¢do intrauterina ao diabetes materno na descendéncia
(FETITA et al., 2006; MAGATON et al., 2007; ROCHA et al., 2005).

Atualmente se sabe que um ambiente intrauterino hiperglicémico pode
interferir  no desenvolvimento fetal, alterando mecanismos de regulacao
homeostéatica em longo prazo (ROSS et al., 2007). Por exemplo, ratos adultos
provenientes de mées diabéticas apresentam intolerancia a glicose e resisténcia a
insulina (FUJISAWA et al., 2007; GRILL et al.,, 1991), além de aumento na
concentracdo de moléculas de adesdo, alteragbes metabdlicas e uma maior
predisposicdo ao desenvolvimento de doencas vasculares (MANDERSON et al.
2002). Além disso, Amri et al. (1999) demonstraram que em ratos, a exposi¢cao do
feto a hiperglicemia materna diminui a nefrogénese, reduzindo o numero de néfrons

e predispondo a prole ao desenvolvimento de insuficiéncia renal crbnica na vida
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adulta. Assim, individuos expostos a hiperglicemia durante a vida intrauterina podem
desenvolver, quando adultos, doencas como, obesidade, DM tipo 2 e hipertenséo
arterial (DABELEA et al., 2000; GOMES; GIL, 2011; PAGE et al., 2014; PETTITT et
al., 2008; JONES et al., 2012; WICHI et al., 2005).

Alteracbes funcionais na vasculatura representam um dos principais fatores
associados a elevacéo crbnica da pressao arterial em descendentes adultos de ratos
fémeas diabéticas (PORTO et al., 2010; RAMOS-ALVES et al., 2012a; ROCHA et
al., 2005; SIMEONI; BARKER, 2009; VAN HUYEN et al., 2010; VESSIERES et al.,
2016). A exposicao intrauterina a hiperglicemia materna induz disfuncao vascular em
artérias de condutancia de ratos, caracterizada por um prejuizo da resposta
vasodilatadora dependente do endotélio (acetilcolina) e por uma resposta a agentes
vasoconstritores (noradrenalina, fenilefrina) aumentada. Além disso, em um estudo
publicado por Duong et al. (2010), foi demonstrado que a aorta toracica de ratos
provenientes de maes diabéticas apresenta um perfil génico em favor da
vasoconstricdo, o qual foi caracterizado por uma reducdo da expressao do receptor
de um importante agente vasodilatador, a prostaciclina (PGI2). A disfuncéo endotelial
em pequenos vasos de resisténcia da prole de ratos fémeas diabéticas também foi
descrita. Da mesma forma que em vasos de condutancia, esta disfuncdo é
caracterizada por um prejuizo da vasodilatacdo dependente do endotélio e por um
aumento da vasoconstricdo aos agonista alfa-adrenérgicos (HOLEMANS et al.,
1999; RAMOS-ALVES et al., 2012a; ROCHA et al., 2005).

Estudos mais detalhados sobre os mecanismos que causam a hipertensao
arterial sdo de grande importancia, uma vez que ela é um determinante crucial para
o desenvolvimento e progressao das complicagbes macro e microvasculares do
diabetes mellitus e também em individuos que foram expostos a hiperglicemia
materna durante a vida intrauterina. Ademais, ressalta-se que uma vez instaladas,
estas alteragBes vasculares também predisp6em o individuo a outras complicagdes
gue sdo comuns em pacientes diabéticos e/ou hipertensos (ROSEI; RIZZONI, 2010;
SCHIFFRIN, 1997), a exemplo do acidente vascular cerebral (COLLINS;
ANDERSEN, 1978), da isquemia miocardica (BRUSH et al., 1988; HASDAI et al.,
1997) e da insuficiéncia renal crénica (KLAHR; MORRISSEY, 2003). Ainda que a
etiologia da elevacdo da pressao arterial permaneca desconhecida na maioria dos

casos, a resisténcia periférica total aumentada € uma das caracteristicas principais
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da hipertensdo (LUND-JOHANSEN, 1983). Esta resisténcia periférica exacerbada
resulta no aumento da dissipacdo de energia que ocorre quando o sangue flui
através das pequenas artérias de resisténcia com o limen reduzido. O conceito de
artérias de resisténcia pode ser definido como vasos pré-arteriolares que contribuem
passivamente e ativamente para a manutencao da resisténcia vascular basal e para
o controle do fluxo sanguineo durante alteracbes hemodinamicas (MULVANY,
2003).

Em muitos casos patoldgicos, como na hipertenséo, as artérias de resisténcia
tém um papel fundamental na etiologia desta enfermidade (FOLKOW, 1990;
FOLKOW, 1997; GRIYBY; THULESIUS, 1958; MULVANY, 1987) e alguns autores
sugerem que o desenvolvimento de anormalidades nestes vasos poderia ser causa
primaria em tais processos (KORNER; ANGUS, 1997). Os principais fatores que
contribuem para o aumento da resisténcia periférica na hipertensao arterial sdo: as
alteracdes das respostas vasoconstritora e vasodilatadora, as alteracdes mecéanicas

da parede arterial e o remodelamento vascular (SEDEEK et al., 2009).

2.4 ESTRUTURA DOS VASOS DE RESISTENCIA: CARACTERISTICAS
MORFOFUNCIONAIS

A estrutura dos vasos sanguineos varia consideravelmente ao longo do
sistema cardiovascular. Comparadas com as artérias de condutancia, as artérias de
resisténcias (com didametro do lumen entre 100 e 500 pm) apresentam parede
arterial mais espessa em propor¢ao ao diametro interno, maior proporcao de células
musculares lisas e menor proporcdo de material elastico (CHRISTENSEN,;
MULVANY, 2001; MULVANY; AALKJAER, 1990). Assim como o0s vasos de
condutancia, os de resisténcia sdo basicamente compostos pelas tunicas intima,

média e adventicia (Figura 1).

2.4.1 Tanica intima. E a camada mais interna do vaso e por causa da sua
localizacdo esta em contato direto com o0 sangue circulante. A partir do lumen, a
tunica intima é composta pelas células endoteliais, que desempenham um papel
importante na definicAo do padrdo vascular embrionario e no recrutamento de
células musculares lisas para a parede vascular (BAX et al., 2003; RISAU; FLAMME,
1995; SURI et al., 1996). As células endoteliais das pequenas artérias, semelhante a
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de outros vasos, tém uma estrutura escamosa e formam uma cobertura continua.
Elas produzem e aderem a uma lamina basal que € apoiada pela lamina elastica
interna (LEIl) ou é separada da LEI por um material amorfo e por “filamentos de
ancoragem e conexao” que sao formadas de microfibrilas contendo fibrilina e fibras
de colageno (BRIONES et al., 2003; DAVIS, 1993; GERRITY; CLIFF, 1972;
SCHWARTZ; BENDITT, 1972).

A capacidade das células endoteliais de produzir elastina indica que elas
contribuem para a formagéo da LEI (CARNES; ABRAHAM; BUONASSISI, 1979;
DAMIANO et al., 1984; CANTOR et al., 1980), talvez em resposta a um sinal de
células da tunica média (MECHAM et al., 1983; WAGENSEIL; MECHAM, 2009). Em
condi¢Bes normais, a elastogénese é restrita a vida fetal e a infancia, e as fibras
elasticas maduras devem durar por toda a vida de um individuo (XU; SHI, 2014). A
meia-vida da elastina € da ordem de 40 anos. Portanto, as fibras elasticas sao
consideradas o elemento mais duradouro da matriz extracelular (MEC) (ARRIBAS;
HINEK; GONZALEZ, 2006). O endotélio controla o intercAmbio de substancias com
os tecidos subjacentes e possui uma intensa atividade metabdlica que exerce
influéncia significativa sobre o ténus vascular. Do ponto de vista clinico, a camada
intima € particularmente importante na fisiopatologia da aterosclerose e da

restenose.

2.4.2 Tunica média. Em vasos de resisténcia, a camada média constitui
aproximadamente 70 a 80 % do volume total da parede arterial (MILLER et al., 1987;
WALMSLEY; OWEN; BEVAN, 1983). E formada por células musculares lisas, as
quais se encontram circunferencialmente arranjadas ao longo do eixo arterial, e de
uma MEC rica em elastina, colageno (principalmente do tipo I, Ill e IV) e
proteoglicanos. Além da fungdo de servir como suporte muscular da parede arterial,
esta camada se encarrega da atividade vasomotora, uma vez que as células
musculares lisas possuem capacidade contrati. Esta camada € limitada
exteriormente pela lamina elastica externa (LEE) e internamente pela LEI. A
quantidade de camadas de células musculares lisas é diretamente proporcional ao
didmetro do vaso (WALMSLEY; OWEN; BEVAN, 1983). Sendo assim, artérias com
diametro por volta de 300 um possuem aproximadamente seis camadas de células
musculares lisas na camada média, enquanto aquelas com diametro entre 30-50 ym
possuem apenas uma unica camada (GATTONE; MILLER; EVAN, 1986; MILLER et
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al., 1987). A comunicacdo entre as células musculares lisas e o endotélio ocorre
através das fenestras da LEI (RHODIN, 1980).

2.4.3 Tanica adventicia. E a camada mais externa da parede do vaso.
Geralmente ela é definida como a area externa da LEE e consiste de uma MEC rica
em colageno produzida por uma populacéo heterogénea de células miofibroblasticas
(KARRER, 1961; STENMARK, 2006). O elevado conteudo relativo de colageno da
adventicia ajuda a prevenir a ruptura vascular a pressfes extremamente altas
(BURTON, 1954). Este tecido conjuntivo se prolonga gradualmente relacionando-se
com estruturas vizinhas, e esta separado da camada média por uma membrana
denominada LEE. Neste tecido conjuntivo perivascular encontra-se uma rede de
vasos de calibre muito pequeno conhecida como vasa vasorum, cuja funcdo esta
relacionada com o metabolismo da parede vascular. Por causa dessa rede vascular
Gnica, a adventicia € um local proeminente de inflamacédo vascular. Estudos
recentes mostraram que a adventicia pode ser um Unico compartimento de detecc¢éo
de lesdo da parede do vaso (SCHULZE-BAUER; REGITNIG; HOLZAPFEL, 2002;
STENMARK, 2006) e, em vasos sanguineos maduros, contém células progenitoras
residenciais capazes de se diferenciar em células do musculo liso que repovoam a
média e a intima (HU et al.,, 2004; PASSMAN et al., 2008; TORSNEY; HU; XU,
2005). Na camada adventicia também pode ser encontrada uma rede de fibras
nervosas perivasculares (HIRST; EDWARDS, 1989).

2.4.4 Matriz extracelular. Além da funcéo estrutural de suporte as células da
parede vascular, a MEC também esta implicada na mecénica e na funcéo vascular.
Ela responde por propriedades de elasticidade e de resisténcia ao estiramento do
vaso. E sintetizada por todos os tipos de células da parede do vaso e é composta
por fibras coldgenas e elasticas embebidas em um gel viscoelastico de
proteoglicanos, hialuronano e &gua, juntamente com numerosas glicoproteinas
multifuncionais (laminina, fibronectina, tenascina, trombopondina) (ARENAS; DE
ZURBARAN, 2002). Esses componentes estruturalmente diferentes interagem por
emaranhamento e cross-link para formar um polimero bioativo, que, em parte, regula
as propriedades biomecanicas do vaso e o fenétipo das células vasculares. A
guantidade de cada componente é relativamente definida pelo tipo de tecido, mas
essas propor¢des podem mudar em casos de doenca vascular (EBLE; NILAND,
2009; SONOYAMA et al.,, 2007; WAGENSEIL; MECHAM, 2009; WIGHT, 2008).
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Cada um realiza funcdes de maneira integrada com os demais; isso torna a matriz
qualificada como um verdadeiro complexo funcional. O colageno e a elastina
constituem a arquitetura da MEC. As glicoproteinas operam como moléculas de
adesdo do substrato intercelular, importantes nas interacdes célula-célula e célula-
matriz. Glicosaminoglicanos e proteoglicanos tém papel fundamental no balanco
eletrolitico e acido-basico (ALBERTS et al., 1989). Estes componentes representam
fatores determinantes para as caracteristicas mecéanicas da parede vascular e,
juntamente com o0s componentes celulares de cada camada, participam da
regulacdo de processos celulares — como adesao, migracao e proliferacdo celular —

influenciando dessa maneira a estrutura da parede vascular.

MEDIA

ADVENTICIA

MUSCULO LISO

ENDOTELIO
LAMINA ELASTICA
EXTERNA LAMINA ELASTICA
INTERNA

Figura 1. Esquema representativo de uma artéria de resisténcia mostrando os varios constituintes
que formam a parede arterial (Modificado de Blausen.com staff, 2014).

2.4.4.1 Coladgeno. O colageno é uma proteina de sustentacdo, muito rigida e
tem o papel fisiologico de limitar a distens&o do vaso. E formada da associagéo de
trés cadeias polipeptidicas com uma formacéo caracteristica de tripla hélice. Ele
inclui pelo menos 24 subtipos diferentes e aproximadamente 38 cadeias
polipeptidicas distintas (MYLLYHARJU; KIVIRIKKO, 2001), dependendo da funcéo e

da estrutura do vaso. Diversos tipos de células expressam diferentes tipos de
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colageno. No sistema vascular tem sido identificado pelo menos 13 tipos de
colageno, os quais contribuem para a manutencdo da estrutura e integridade da
parede vascular e representa importante papel em varios eventos celulares incluindo

adeséao, migracgéao e proliferagéao celular (PLENZ et al., 2003).

Os colagenos |, 11l e V séo colagenos formadores de fibrilas, sendo os tipos |
e lll os principais responsaveis por transmitir forca a parede do vaso. Na parede
arterial normal e lesada, os colagenos | e Ill sdo os principais tipos encontrados nas
camadas média e adventicia (WALKER-CAPRIOGLIO et al., 1992), enquanto os
tipos IV e VIl estdo localizados na membrana basal e ao redor das células
musculares lisas (YURCHENCO, 1990). Em menor proporcdo também se encontra o
coldgeno do tipo V, o qual participa na formacao de heteropolimeros e seu papel
parece estar relacionado com a regulacdo do didmetro das fibras colagenas
(YURCHENCO, 1990). O colageno tipo VI tem também um pequeno papel em vasos
sanguineos e aparece nas artérias entre o colageno do | e Illl associado a
proteoglicanos; sua funcdo parece estar relacionada aos processos de adesao as
células vasculares (BIDANSET et al., 1992). As fibras coldgenas praticamente néo

se estiram, 0 que torna a principal diferenca em relacdo as fibras elasticas.

2.4.4.2 Elastina. As fibras elasticas sdo o0s principais conjuntos de MEC
insolivel que conferem resiliéncia aos tecidos conjuntivos, permitindo
deformabilidade de longo alcance e recuo passivo sem aporte de energia (KIELTY;
SHERRATT; SHUTTLEWORTH, 2002). Estas séo estruturas complexas formadas
por elastina associada a glicoproteinas hidrofilicas (microfibrilas de fibrilina) e
enzimas responsaveis pelo entrecruzamento dos seus peptideos. Diferentes
proporcdes de elastina e microfibrilas promovem caracteristicas funcionais variaveis,
adaptaveis as necessidades locais dos tecidos (KIELTY; SHERRATT,
SHUTTLEWORTH, 2002).

A elastina é um componente importante da MEC de artérias de resisténcia,
embora, em relacdo ao colageno, sua propor¢cdo € bem menor comparada aos
vasos de condutancia (artérias elasticas). Estas fibras estdo organizadas como
“laminas” concéntricas fenestradas ou lamelas que separam as diferentes camadas
da parede vascular. A elastina € restrita a uma LEI fenestrada e a redes de fibras
elasticas em partes da adventicia e da média — LEE (BRIONES et al., 2003). A LEI €

uma estrutura organizada, formada por fenestracdes regularmente distribuidas, as
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quais permitem a passagem de nutrientes e de outras substancias do sangue para a
parede vascular, e em sentido inverso. Ja a LEE, ao contrario da interna, encontra-
se fragmentada ou em alguns casos ausente em pequenas artérias de resisténcia
(WALKER-CAPRIOGLIO et al., 1992). Fibras elasticas e coladgenas interconectam as
laminas elasticas formando uma rede continua com estrutura helicoidal
tridimensional na qual as fibras sdo orientadas em uma direcdo quase
circunferencial (O'CONNELL et al., 2008).

A elastina é sintetizada a partir de uma molécula soltvel precursora chamada
tropoelastina, sintetizada principalmente pelas células musculares lisas (MARTIN et
al., 1992; PARKS; DEAK, 1990) junto com uma proteina de 67 kDa associada a
superficie celular através de uma proteina de membrana especifica (HINEK et al.,
1991). Esta proteina de 67 kDa possui sitios de ligacédo a lecitina que interage com
proteinas microfibrilares e ainda um dominio hidrofébico que une sequéncias

hidrofébicas dentro do peptideo de elastina.

2.4.4.3 Outros componentes da matriz extracelular. Diversos componentes
adicionais da MEC também afetam a complacéncia e as habilidades reguladoras dos
vasos sanguineos. Um exemplo é fibronectina. O contetudo de fibronectina nos
vasos sanguineos € particularmente importante, ndo apenas porque modifica o
médulo elastico e o estresse da parede (BEZIE et al., 1998; MARTINEZ-LEMUS;
HILL; MEININGER, 2009), mas também porque alguns estudos indicam que ela esta
intimamente associada a capacidade das células do musculo liso vascular de
arteriolas de detectar e reagir as forcas mecéanicas através de receptores de
integrinas (MARTINEZ-LEMUS; HILL; MEININGER, 2009). A deposicdo de
fibronectina na MEC controla a deposicédo, organizacdo e estabilidade de outras
moléculas da matriz, incluindo os colagenos do tipo | e Ill e a trombospondina (uma
glicoproteina), além de modular a infiltracdo de leucécitos, expressdo de moléculas
de adeséo, proliferagdo celular e modulacdo fenotipica de células do musculo liso.
Todos estes sao os fatores envolvidos no remodelamento vascular em decorréncias

de alguns processos patologicos (CHIANG et al., 2009).

As integrinas sao os principais mediadores da comunicagdo molecular entre
uma célula e seu ambiente da MEC (HEERKENS; IZZARD; HEAGERTY, 2007,
MARTINEZ-LEMUS et al., 2005). Mudancas no perfil da integrina sdo importantes

para 0S processos que levam a um rearranjo estrutural mais crénico da parede
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vascular e do material da matriz (MARTINEZ-LEMUS; HILL; MEININGER, 2009). Na
parede vascular normal, o conteudo de proteina da MEC é regulado rigidamente
pela sintese e degradacao. As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo uma familia
de enzimas que degradam a MEC e as proteinas do tecido conjuntivo. Atualmente
seis grupos de MMPs foram identificados e incluem, entre outras, as colagenases
(MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-18), que clivam colagenos intersticiais I, Il e I,
bem como outras proteinas da MEC (RAFFETTO; KHALIL, 2008). As fibras elasticas
podem ser degradadas por MMPs (MMP-1, MMP-2, MMP-9, MMP-13) e por
elastases (ARRIBAS; HINEK; GONZALEZ, 2006; JACOB, 2003), escapando do soro

ou secretadas pelas plaquetas infiltrantes, leucécitos e células vasculares ativadas.

Em conjunto com o colageno e a elastina, estes determinantes da matriz
(fibronectina, integrinas, MMPs) s&@o primordiais constituintes para a determinagéo
das propriedades mecéanicas e estruturais da parede vascular de artérias de

resisténcia, como demonstrado por Briones et al. (2003).

2.5 ALTERACOES ESTRUTURAIS, MECANICAS E MIOGENICAS DA PAREDE
VASCULAR ASSOCIADAS A HIPERTENSAO ARTERIAL

As artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) contribuem passivamente e
ativamente para a manutencdo e regulacdo da resisténcia vascular e do fluxo
sanguineo na circulagdo mesentérica. De acordo com a Lei de Poiseuille, a
resisténcia vascular varia inversamente a quarta poténcia do raio arterial. Desta
forma, pequenas mudancas do diametro interno podem influenciar marcadamente a
resisténcia vascular periférica. O diametro arterial, por sua vez, é determinado pelas
propriedades passivas e ativas da parede vascular. As propriedades passivas
podem ser descritas pela relagdo pressao:diametro sob condicbes onde as células
musculares lisas estdo completamente relaxadas. Ja as propriedades ativas dos
vasos sanguineos sao determinadas pelo estado contratil das células musculares
lisas, por sua organizacdo e pelo nimero. Assumindo um determinado grau de
ativacdo de uma célula muscular lisa, e que este produz um dado nivel de forca por
area de seccao transversal, a pressdo contra a qual um vaso pode contrair (de
acordo com a Lei de Laplace) sera proporcional a relagdo parede:limen (ou mais
corretamente a relacdo media:limen) (MULVANY, 1984). A caracteristica estrutural

primaria dos vasos € dessa maneira determinada pelo diametro interno e pela
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espessura da parede (ou da camada média), medidas sob condicdes de total
relaxamento das células musculares lisas e sob uma dada presséo intravascular. De
acordo com o diametro e a espessura da parede, um outro parametro que pode ser
medido é a area de seccgdo transversal. A medida deste parametro é importante por
indicar a quantidade de material que compde a parede vascular e, sendo assim,
fornecer informacéo sobre processos bioldgicos, os quais determinam a estrutura

vascular, como crescimento ou regressao celular.

Além de fatores hemodinamicos, como fluxo e pressédo, a parede vascular é
constantemente exposta a uma variedade de fatores humorais incluindo fatores de
coagulacédo, peptideos vasoativos, citocinas, fatores de crescimento e alguns
horménios. A mudanca do balango homeostatico entre esses fatores induz
alteracOes adaptativas na estrutura, na mecénica e na fungéo vascular, processos
esses que podem causar reducdo do limen do vaso, uma causa fundamental de
aumento da resisténcia periférica em algumas doencas como a hipertenséo
essencial e secundaria (AGABITI-ROSEI, 2003; HEAGERTY, 2007; INTENGAN;
SCHIFFRIN, 2000) e também no diabetes mellitus do tipo 1 (DM tipo 1) e 2
(GREENSTEIN et al., 2009; LEVY et al., 2008).

Como comentado anteriormente, a exposi¢ao intrauterina ao diabetes mellitus
provoca uma maior incidéncia de alteracfes cardiovasculares na prole adulta,
especialmente a hipertenséo arterial (BUNT; TATARANNI; SALBE, 2005; NEHIRI et
al., 2008; ROCHA et al., 2005; WICHI et al., 2005). A fisiopatologia desta doenca,
em individuos expostos ao diabetes materno ou ndo, é complexa e multifatorial.
Envolve mecanismos que normalmente regulam a presséao arterial sistémica, como a
funcdo cardiaca, o sistema nervoso autbnomo, o sistema renina-angiotensina e as
mecanismos funcionais e estruturais da vasculatura (IZZARD et al., 2005;
SCHIFFRIN, 2012; SCHIFFRIN; TOUYZ, 2004).

Existem duas caracteristicas da vasculatura amplamente reconhecidas na
hipertensdo essencial: o estreitamento interno das artérias de resisténcia e o
enrijecimento das grandes artérias, que aumentam a resisténcia periférica e
comprometem a complacéncia vascular, respectivamente. Ambas sao reconhecidas
por contribuir para a morbidade e mortalidade associada a hipertensédo (ET-TAOUIL;
SAFAR; PLANTE, 2003; RIZZONI et al., 2003a). Apesar de décadas de estudo, o

conhecimento das causas iniciais que levam a essas anormalidades vasculares
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ainda ndo esta completamente elucidado. Ademais, permanece a questdo se essas
anormalidades existem antes e, portanto, participam das fases iniciais da elevacéo

da pressao arterial, ou se sdo uma consequéncia disso.

As alteracbes da estrutura dos vasos de resisténcia e de condutancia
associadas a algumas doencas, dentre elas a hipertensao arterial, sdo normalmente
conhecidas como “‘remodelamento vascular” (MULVANY, 2002, 2003). Este é
caracterizado pela reorganizagdo dos componentes celulares e extracelulares da
parede arterial em resposta a um estimulo crénico, como por exemplo, 0 aumento de
fluxo sanguineo, o aumento da presséo transmural e/ou por eventos inflamatorios e
oxidativos (GIBBONS; DZAU, 1994). A resposta final seria manter tensdes de
parede e/ou cisalhamento relativamente constantes (DE MEY et al., 2005;
LANGILLE, 1991), o que poderia explicar as respostas hipertréficas da parede
arterial em alguns modelos de hipertenséo arterial. De acordo com a Lei de Laplace,
a pressao transmural elevada aumenta o estresse de parede, que, por sua vez,
estimula o crescimento da parede vascular levando a um aumento da area de
seccao transversal, reducdo do diametro interno e a normalizacdo do estresse
(MULVANY, 2002). Em contrapartida, a diminuicdo do fluxo sanguineo reduz o
diametro da artéria de resisténcia e a area da parede (COATS et al., 2003; DE MEY
et al., 2005). Estas alteracdes estruturais podem inicialmente ser adaptativas, mas
se tornam mal adaptativas e comprometem a fung¢édo dos érgaos, contribuindo para
as complicacdes cardiovasculares (PASTERKAMP; DE KLEIIJN; BORST, 2000).

Mulvany (1996) prop6s uma terminologia para classificar o remodelamento
vascular baseado no diametro interno e na area de seccédo transversal do vaso,
podendo ser denominado de remodelamento hipotréfico (quando ocorre reducdo da
area de seccao transversal da parede arterial), eutr6fico (quando ha somente um
rearranjo dos constituintes da parede vascular, sem mudancgas da area de sec¢éo
transversal) ou hipertréfico (quando hd um aumento da area de seccao transversal
da parede arterial). Esses processos ainda estdo associados a nomenclatura
referente ao didmetro interno que engloba remodelamento “para dentro” (com
reducdo do didmetro interno) ou “para fora” (com aumento do didmetro interno)
(MULVANY 1996) (Figura 2).
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Figura 2. A figura representa as diversas maneiras em que o remodelamento vascular pode modificar
as secbes ftransversais dos vasos sanguineos. O ponto de partida € o vaso no centro. O
remodelamento pode ser hipertréfico (quando ha aumento da area de secc¢do transversal, vasos
representados na parte direita superior e inferior da figura), hipotréfico (com reducdo da &rea de
seccdo transversal indicados na parte esquerda superior e inferior da figura) ou eutr6fico (sem
mudancas na &rea de secc¢do transversal, vasos representados ao centro da figura). Quanto ao
didmetro do vaso, quando ha redug¢do do didmetro (parte inferior na figura) é considerado “para
dentro” e quando ha aumento do didmetro interno (parte superior na figura) indica que o
remodelamento é “para fora”. Adaptado de MULVANY, 1999.

Em artérias de resisténcias de pacientes com hipertensdo essencial, assim
como em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) ndo foram encontrados sinais
de hipertrofia ou hiperplasia da camada média muscular (ARRIBAS et al., 1997;
BRIONES et al., 2003; INTENGAN et al., 1999b; LI et al., 1996). Nestes, as células
musculares lisas parecem rearranjar-se em volta de um lumen arterial reduzido, e
isso € acompanhado por uma deposicdo aumentada de MEC (BRIONES et al.,
2003; INTENGAN et al., 1999a, 1999b; INTENGAN; SCHIFFRIN, 2000; RIZZONI et
al., 2003a). Este tipo de remodelamento é conhecido como remodelamento eutrofico
para dentro, ou seja, sem mudancas na quantidade total de material da parede do
vaso (MULVANY, 1999) (Figura 2). Algumas hipoteses podem explicar estas

alteracdes, como a manutencdo do volume da camada média que poderia envolver
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uma combinacédo de processos de crescimento celular no interior e de apoptose no
exterior do vaso, reduzindo simultaneamente o diametro interno e externo,
respectivamente (INTENGAN; SCHIFFRIN, 2000). Este remodelamento pode ser
encontrado ainda em modelos experimentais de hipertensdo como, o Dois Rins Um
Clipe (LI et al.,, 1996) e a hipertensdo induzida por angiotensina Il (ANG II)
(BRIONES et al., 2009).

Embora a camada média, composta por células musculares lisas e pela MEC,
tenha um maior enfoque quando o assunto é remodelamento vascular, a adventicia
e o0 endotélio também apresentam papel fundamental no crescimento e no reparo
celular (MCGRATH et al., 2005). A adventicia é uma importante fonte de espécies
reativas de oxigénio (EROs), que regula o estresse oxidativo, tornando assim esta
camada uma efetiva participante na liberacdo de citocinas e difusdo das espécies
reativas, ambas podendo influenciar a estrutura e a funcédo das células do musculo
liso (REY; PAGANO, 2002; TOUYZ, 2005). Ja o endotélio serve como sensor para
fatores hemodindmicos e humorais, além de moderador deste sinal para as células
do mdusculo liso vascular, as quais possuem papel chave no processo de
remodelamento (TOUYZ, 2005).

O remodelamento hipotrofico, por sua vez, estd associado a uma reducdo da
guantidade de material em torno da parede do vaso (ou seja, area de seccédo
transversal diminuida) (MULVANY, 1999) (Figura 2). Este tipo de remodelamento
pode estar relacionado com processos de apoptose e/ou rearranjo do material ao
redor da circunferéncia do vaso. Tem sido descrito em varios modelos, dentre eles
em arteriolas renais aferentes de SHR pré-hipertensos (NGRRELUND et al., 1994) e
nas AMR de animais hipertensos pela administracdo de ouabaina (BRIONES et al.,
2006). Remodelamento hipotrofico também tem sido descrito por Langille et al.
(1989) em artérias coronarias de coelhos, o qual pode ser produzido por alteracdes
funcionais. Além destes, artérias de resisténcia isoladas de pacientes com isquemia
de membros inferiores (COATS et al., 2003), um modelo de hipotensdo/ baixa
perfusdo, apresentaram também este tipo de remodelamento. O mecanismo deste
tipo de remodelamento nado esta claro, porém, a atrofia de uma ou mais camadas da
parede vascular, devido a diminuicdo da densidade celular ou aumento da rigidez da

parede, parece contribuir.



42

Ja o remodelamento hipertrofico geralmente se apresenta por um crescimento
da tunica média do vaso sanguineo e/ou por uma maior deposicdo de MEC
(MCGRATH et al., 2005). (Figura 2). Este crescimento pode ser devido ao aumento
do numero e/ou tamanho das células musculares lisas (MULVANY; BAANDRUP;
GUNDERSEN, 1985), o que pode resultar em hiperreatividade aos agentes
vasoconstritores (BOHR; WEBB, 1984; LEE; SMEDA, 1985; TRIGGLE; LAHER,
1985). A elastina e o coladgeno sdo as principais proteinas que tém um papel de
destaque na colaboragcdo para o desenvolvimento e manutencdo da hipertenséo
arterial, por agir no remodelamento e na rigidez vascular (ARRIBAS; HINEK;
GONZALEZ, 2006) (Figura 3). Este remodelamento predomina em pacientes com
hipertensdo secundéria (RIZZONI et al., 2000), no modelo animal de hipertensdo
DOCA-Sal (DENG; SCHIFFRIN, 1992), Um Rim Um Clipe (DENG; SCHIFFRIN,
1991; KORSGAARD; MULVANY, 1988), Dahl-Sal Sensivel (D’USCIO et al., 1997) e
em pacientes com DM tipo 2 (RIZZONI et al., 2001b).

A maioria dos estudos sobre o remodelamento vascular em animais
hipertensos tém focado em alterac6es no contetdo do colageno. Contudo, a partir
de 2003, um estudo realizado por Briones et al. (2003) demonstrou que a elastina
também é um determinante importantes das dimensfes vasculares. Estes autores
observaram que artérias mesentéricas de resisténcia de SHR apresentavam
aumento da quantidade relativa de elastina na LEI associado a uma redugéao do
tamanho das fenestras e que estas alteracbes funcionavam como um elemento
importante para a reducdo do diametro interno, o0 aumento da relacdo parede:limen
e a maior rigidez arterial, comumente observados nas artérias destes animais
(BRIONES et al., 2003).

A rigidez e a geometria dos componentes da parede, assim como a pressao
transmural na qual estdo expostos 0s vasos, causam as alteragcbes da
distensibilidade arterial (BRIONES et al., 2009; INTENGAN; SCHIFFRIN, 2000). Em
particular, o colageno e a elastina estdo diretamente associados com a maior rigidez
da parede vascular observada em animais hipertensos (BRIONES et al.,, 2003,
2009). Rigidez, distensibilidade e complacéncia sdo termos que tém sido
empregados para quantificar as propriedades elasticas das artérias (O’ROURKE,
1995). A complacéncia arterial & definida como a variagdo de volume para uma

determinada mudanca de pressédo transmural, expressando as capacidades de
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tamponamento do sistema arterial (YIN; TING, 1992). Isso depende do tamanho do
[limen e das propriedades elasticas da parede vascular. Uma reducdo do diametro
interno resultante principalmente do remodelamento vascular pode diminuir a
complacéncia. Entretanto, esta pode ser normalizada pela diminuicdo da rigidez dos
componentes da parede arterial (INTENGAN et al., 1999a). Contudo, o mddulo
elastico € independente da geometria e depende basicamente da rigidez dos
componentes da parede vascular. De tal modo, a elasticidade arterial é determinada
pela combinagdo do modulo elastico dos componentes da parede vascular como:
tecido conectivo, elastina, fibras colagenas, células musculares lisas e endoteliais. A
distensibilidade pode ser corrigida em relagdo ao tamanho do limen e depende da
massa e das propriedades elasticas intrinsecas da parede do vaso (YIN; TING,
1992). As consequéncias da reducdo da distensibilidade para o fluxo sanguineo
regional ndo sdo evidentes, porém sabe-se que a reducao da distensibilidade pode
contribuir para o estreitamento do limen de pequenas artérias em elevados niveis
de pressdo arterial, provocando um aumento na resisténcia periférica total e
reduzindo o fluxo sanguineo para os 6rgaos-alvo. Entretanto, de acordo com Folkow
(1995), o desenho geométrico e a distensibilidade das pequenas artérias tendem a
ser alterados na medida ideal, de modo que, com mudancas comuns na atividade da
musculatura lisa, uma faixa de fluxo normal € mantida, apesar das elevacbes nas

pressdes de perfuséo e transmural e na resisténcia.
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Figura 3. Fatores humorais, genéticos e hemodinamicos afetam as diversas proteinas da matriz
extracelular (coldgeno, elastina, fibronectina, entre outras) por modificagbes na sintese e na
montagem ou degradacédo pelas metaloproteinases da matriz (MMPs) ou pelo sistema plasminogénio.
Desta forma, resultando em alteracfes patolégicas na quantidade e na estrutura tridimensional da
matriz extracelular, promovendo enrijecimento dos vasos, que, por sua vez, € responsavel, pelo
menos em parte, pelo estreitamento da vasculatura em estados hipertensos e, portanto, facilita o
aumento da resisténcia periférica e da alta pressdo sanguinea. Além das modificacdes nas
propriedades mecénicas, o envolvimento dos componentes da MEC na sinalizagdo celular via
receptores de integrina modula a ades&o celular, a proliferacdo e a troca fenotipica, que também
podem participar do remodelamento vascular da hipertensdo (Modificado de BRIONES; ARRIBAS;
SALAICES, 2010).

E importante citar que nem sempre as alteracdes vasculares estruturais
decorrentes da hipertensdo arterial podem ser explicadas por alteracdes das
propriedades mecanicas da parede arterial (GRIBBIN; PICKERING; SLEIGHT,
1979). Segundo Baumbach e Hadju (1993), as pequenas artérias cerebrais de
animais hipertensos nao demonstraram modificagdo em suas propriedades
mecanicas quando comparadas a outros leitos vasculares. Além disso, demonstrou-
se que a rigidez arterial se apresenta reduzida em alguns leitos vasculares de
animais e de pacientes hipertensos, mesmo estas artérias apresentando reducéo do

limen arterial, aumento na espessura da parede vascular e da relacdo parede:limen
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ou aumento da relacéo colageno:elastina (BUND, 2001; HAJDU; BAUMBACH, 1994;
INTENGAN et al., 1999a).

As alteracdes estruturais nos pequenos vasos arteriais tornam-se ainda mais
pronunciadas em pacientes acometidos de hipertensdo e diabetes mellitus,
sugerindo que o agrupamento de fatores de risco pode ter efeitos deletérios
sinérgicos sobre a vasculatura (RIZZONI et al., 200la). Uma consequéncia
fisiopatoldégica e clinica importante da presenca de alteracdes estruturais nas
pequenas artérias de resisténcia e arteriolas pode ser uma diminuicdo da reserva
vasodilatadora (FOLKOW, 1982). De fato, tal como mencionado acima, alguns tipos
de remodelamento arterial se caracterizam por um estreitamento do lumen, o que
aumenta a resisténcia ao fluxo, mesmo com maxima dilatacéo, isto €, na auséncia
do ténus muscular. A correlacdo entre a reserva de fluxo coronariano e o
remodelamento tem sido observado em pacientes hipertensos, 0 que sugere que as
alteracdes estruturais nas pequenas artérias de resisténcia podem estar presentes
ao mesmo tempo em diferentes leitos vasculares, incluindo os de grande
importancia clinica, como a circulagdo coronaria e cerebral (RIZZONI et al., 2003b).
Prejuizo da resposta hiperémica (o que pode refletir uma reserva de fluxo alterada)
tem sido relatado em criancas e adultos com diabetes mellitus (SHORE et al., 1991,
STRAIN et al.,, 2005). Portanto, alteracdes estruturais da microcirculacdo pode
desempenhar um papel importante no desenvolvimento de lesGes de 6rgaos, ndo sé
na hipertensdo, mas também no diabetes mellitus. De fato, um relevante papel
prognéstico do aumento da relacdo parede:limen de artérias da circulagcéo
subcutdanea em populacbes de alto risco cardiovascular (incluindo individuos
diabéticos, hipertensos ou nado) foi previamente demonstrado (RIZZONI et al.,
2003a). Mais recentemente, estes dados foram reavaliados, considerando

caracteristicas do remodelamento vascular.

A resposta miogénica de pequenas artérias € um outro importante
determinante da resisténcia vascular periférica e, em ultima instancia, da pressao
arterial. Esta resposta condiciona um aumento do ténus do musculo vascular liso
guando a pressao transmural aumenta. O estimulo deste processo € o estiramento
dos préprios miécitos. A resposta traduz-se numa contragdo do musculo liso, que

permite que o aumento da pressao transmural (decorrente de um aumento da



46

pressédo intravascular) verificado a montante ndo se transmita a jusante para a rede
capilar (DAVIS; HILL, 1999). Como tal, permite manter o fluxo sanguineo constante
e, consequentemente, os niveis de perfusé@o inalterados no leito capilar. A resposta
miogénica independe de influéncias neurais, metabdlicas e/ou hormonais. Devido a
uma estreita relacdo entre o tbnus vascular e a estrutura da parede (BAKKER et al.,
2002), as modificacdes do tbnus sdo capazes de induzir uma adaptacdo estrutural
dos vasos. E bem conhecido que a vasoconstricio persistente induz remodelamento
para dentro em Vvarios tipos de artérias (BAKKER et al., 2002, 2004, 2005). De tal
modo, alteracdes da resposta miogénica poderiam ndo apenas estar envolvidas no

desenvolvimento da hipertensdo, mas também ter impacto na estrutura vascular.

A deterioracdo da resposta miogénica pode ter um papel importante no
desenvolvimento do remodelamento vascular em pacientes com elevado risco
cardiovascular (IZZARD et al.,, 2005; RIZZONI et al., 2001b). Além disso, a
diminuicdo da resposta miogénica pode levar a um aumento do fluxo sanguineo para
orgaos-alvo com consequentes aumentos da pressédo capilar, da permeabilidade e
do extravasamento capilar, os quais podem provocar leséo tecidual. Alguns dados
confirmam aumento da pressdo capilar em pacientes com diabetes mellitus
(PARVING et al., 1983), especialmente se eles sdo também hipertensos (FEGAN et
al., 2003).

2.6 MECANISMOS MOLECULARES ENVOLVIDOS NO REMODELAMENTO
VASCULAR

7

O remodelamento vascular é um processo regulado por indmeros
mecanismos inter-relacionados que incluem: proliferacéo e diferenciacéo das células
do musculo liso vascular, degradacao e ruptura das fibras elasticas e deposicéo de
componentes da MEC (VAN VARIK et al.,, 2012). A MEC é responsavel pelas
propriedades biomecanicas passivas, proporcionando aos vasos sanguineos
resisténcia mecanica, resiliéncia e compressibilidade. Portanto, alteragbes na
composicdo ou disposicdo espacial de seus elementos podem alterar tanto a
estrutura como a mecanica da parede vascular. De fato, a hipertensao arterial e o

diabetes sé&o condi¢cdes que estdo associadas a multiplas toxicidades metabdlicas e
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estimulos crénicos prejudiciais que quando ndo estdo controlados levam a ativacao
cronica de diversos processos deletérios e o desequilibrio da MEC, resultando em
fibrose, desarranjo estrutural, disfuncéo e faléncia de 6rgdos e/ou tecidos (HAYDEN;
SOWERS; TYAGI, 2005; INTENGAN; SCHIFFRIN, 2001).

Na parede do vaso normal, o conteudo de proteina da matriz € finamente
regulado através da sua sintese e degradacdo (SONG; ERGUL, 2006). Este
contetdo ndo sO possui a funcdo de ancorar outras proteinas, mas também esti
envolvido na sinalizacdo da matriz devido a interagdo com a familia de integrinas,
promovendo sinalizacdo de fatores de crescimento. O controle destas proteinas é
feito pelas MMPs (SELLERS; WOESSNER JR, 1980; VISSE; NAGASE, 2003;
WANG; KHALIL, 2018). A diminuigéo da atividade destas contribui para a reducéo
da degradacéo e consequentemente para o acimulo da MEC em tecidos vasculares
e renais de pacientes diabéticos (XU et al., 2014), assim como de pacientes
hipertensos (ERGUL et al.,, 2004; LAVIADES et al., 1998; ZERVOUDAKI et al.,
2003). Sabe-se que existe uma precoce ativacdo das MMPs na hipertensdo e no
diabetes (AMMARGUELLAT et al., 2002; ERGUL et al., 2003; HARRIS et al., 2005).
Por exemplo, estudos usando modelos de camundongos knock-out para MMP-9
mostraram que esta metaloproteinase pode desempenhar um papel fundamental
nos estagios iniciais da doenca vascular hipertensiva. Verificou-se que o inicio (dez
dias) da hipertensdo induzida por Ang Il era acompanhado pelo aumento da
atividade da MMP-9 nos vasos de condutadncia, o que estava associado a
preservacdo de mecanismos de adesao aos vasos € a uma resisténcia ao aumento
da presséo arterial. Por outro lado, a auséncia de atividade da MMP-9 resulta em
aumento da rigidez arterial e aumento da pressao de pulso (FLAMANT et al., 2007).
Entretanto, os mecanismos moleculares que levam ao acumulo ou degradacdo da
MEC em vasos de resisténcia, assim como a regulacdo transcricional das proteinas
da matriz e MMPs em diferentes leitos vasculares, tanto em modelos de hipertenséo

como de diabetes, ainda ndo foram extensivamente estudados.

As MMPs ndo sao encontradas somente na forma secretada no sistema
circulatério, elas também s&o encontradas na forma inativa na MEC chamada de
zimogénio ou pr6-MMP (MT1-MMP, MMP2 e MMP-3 na superficie celular), até que

sejam ativadas pelo ativador de plasminogénio tecidual ou plasminogénio



48

uroquinase que transforma plasminogénio em plasmina e age diretamente na pro-
MMP transformando-a em MMP ativa. Niveis elevados do inibidor do ativador de
plasminogénio (PAI-1) tém um efeito primordial na producdo de plasmina e na
ativacdo das MMPs, podendo ser de grande importancia no acumulo da matriz
(HAYDEN; SOWERS; TYAGI, 2005). O balanco entre MMPs e os seus inibidores
teciduais (TIMPs) € conhecido por ter um papel central no remodelamento vascular
(NAGASE; WOESSNER, 1999). Quatro diferentes TIMPs (TIMP-1, 2, 3 e 4) ja foram
identificadas em vertebrados (VINCENTI, 2001) e as suas expressdoes Ssao
controladas durante desenvolvimento e remodelamento tecidual. O desbalanco entre
MMPs e TIMPs pode levar a um acumulo ou degradacdo de MEC (BRASSARD;
AMIRI; SCHIFFRIN, 2005). A nefropatia e a vasculopatia em pacientes diabéticos,
por exemplo, envolvem excessiva deposi¢cdo de MEC secundaria a uma diminuicdo
da razdo MMP/TIMP (KENICHI et al., 2004; WANG; KOKA; LAN, 2005). Expresséao
aumentada de MMP-2 foi demonstrada em artérias expostas ao aumento do
estresse de cisalhamento, indicando que a atividade das MMPs € essencial para a
completa resposta de remodelamento que leva a expansao externa do limen (HAAS
et al., 2007).

Evidéncias de metabolismo anormal da MEC na hipertensdo tém sido
publicadas nos ultimos anos. Além da diminuicdo da atividade/ expressdo de MMPs
tecidual e plasmatica, existe reducdo da atividade do TIMP-1 em pacientes
hipertensos, o que pode levar ao acumulo de produtos de degradacédo da fibrina
imaturos e instaveis, dificultando a deposicédo de colageno (ONAL et al., 2009). No
entanto, a atividade da elastase sérica, como a MMP-9 e a MMP-2, estd aumentada
em pacientes com hipertensao sistélica isolada, e os niveis de MMP-9 foram
correlacionados com a rigidez aédrtica (YASMIN et al., 2005). Curiosamente, o
aumento da expressao ou atividade de MMP foi demonstrado em diferentes modelos
de hipertensdo (CASTRO et al., 2008; SPIERS et al., 2005; WATTS et al., 2007).
Essa aparente discrepancia entre os estudos poderia ser explicada pelo fato de que
a sintese e a degradacdo da MEC evoluem com o tempo de hipertensdo; como
citado anteriormente as MMPs séo induzidas dentro de alguns dias ap6s o inicio das
condi¢bes hipertensivas (FLAMANT et al., 2007). A atividade das metaloproteinases
pode anunciar o inicio do turnover de proteina da matriz que eventualmente resulta

em rigidez dos vasos.
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O fator de crescimento transformador-p (TGF-B) € uma citocina proteolitica
multifuncional que aciona sinais quimicos reguladores de varias atividades celulares,
incluindo crescimento, divisdo (proliferacdo) (STOUFFER; OWENS, 1994), e
diferenciagdo celular e apoptose (MORIKAWA; DERYNCK; MIYAZONO, 2016;
WOLF; RASMUSSEN; RUOSLAHTI, 1994), além de ser um potente indutor da
formacdo da matriz (EPSTEIN; BORDER; NOBLE, 1994). O TGF-B pode ser
produzido por multiplas linhagens de leucdcitos e células estromais. Seus membros
compreendem os TGF-B1, TGF-B2 e TGF-B3 e ainda, BMP (proteina morfogenética
6ssea), inibinas e ativinas (MASSAGUE; PANDIELLA, 1993). Em mamiferos, as trés
isoformas de TGF-B (TGF-B1, TGF-B2 e TGF-33) sdo produzidas como precursores
latentes, usualmente secretados como um complexo ligado a TGF-B binding protein
que extracelularmente sofre clivagem proteolitica (ROBERTS, 1998).

A proteina TGF-B é encontrada em todo o corpo, mas € particularmente
abundante nos tecidos que compdem o esqueleto, onde ajuda a regular a formacao
e 0 crescimento de o0ssos e cartilagens (FUJIO et al., 2016). O TGF- também esta
envolvido na formacdo de vasos sanguineos (GOUMANS; LIU; DIJKE, 2009),
desenvolvimento de tecido muscular e gordura corporal (FOURNIER et al., 2012),
cicatrizacdo de feridas, processos inflamatérios (MAREK et al., 2002; PENN;
GROBBELAAR; ROLFE, 2012) e prevencdao do crescimento de tumores
(JAKOWLEW, 2006). Esta citocina € um possivel elemento envolvido no aumento da
deposicao de coldgeno na hipertensdo e no diabetes (DIEZ, 2002; SCHIFFRIN;
TOUYZ, 2004; ZIYADEH et al., 1994) através da estimulacdo da sintese de MEC
(CHEN et al.,, 2000) e reducdo de sua degradacdo (EDWARDS et al.,, 1987,
LAVIADES et al.,, 1998). O Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) esta também
cronicamente elevado em tecido adiposo na obesidade, e contribui para a
resisténcia a insulina e hiperinsulinemia e para o aumento de TGF-B nessas
condi¢cdes. O TNF-qa, a insulina e o TGF-B podem levar ao aumento do PAI-1 e
consequentemente promover risco cardiovascular. Este agente pro-fibrotico esta
aumentado no diabetes, em condi¢des que cursam com resisténcia a insulina e na
hipertensédo arterial (MCFARLANE; KUMAR; SOWERS, 2003). Os mecanismos da
MEC que levam ao aumento do PAI-1 estdo envolvidos com o aumento da sintese
de colageno junto com reducao da degradacao através da upregulation de inibidores
das proteases da matriz como o PAI-1 (EPSTEIN; BORDER; NOBLE, 1994).
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O remodelamento vascular também pode envolver alteracdo de moléculas de
adesdo que medeiam a ancoragem de células do musculo liso a componentes da
MEC e seus ligantes. A expressado de integrinas avp3 e a5B1 estd aumentada nas
artérias de resisténcia de SHR (BEZIE et al, 1999; INTENGAN et al., 1999b;
INTENGAN; SCHIFFRIN, 2000; INTENGAN; SCHIFFRIN, 2001). Alteragbes das
glicoproteinas da matriz também foram encontradas. Por exemplo, a fibronectina
estd aumentada em artérias de SHR (BEZIE et al., 1998; BOUMAZA et al., 2001) e
outras glicoproteinas, como tenascina-C e osteopontina - normalmente nao
expressas em tecidos adultos - estdo reguladas positivamente. Essas alteracoes,
que podem ser induzidas por fatores como a ANG Il e o TGF-B (deBLOIS et al.,
1996; GIACHELLI et al., 1993; MACKIE et al., 1992), modificam a estrutura vascular
aumentando o sitio de ligacdo célula-MEC e sua localizagdo topografica. Isso, por
sua vez, altera a transducdo de informacdes para a maquinaria intracelular que

controla o crescimento, a diferenciacéo e a sobrevivéncia das células.

Na ultima década o Laboratorio de Reatividade Vascular da UFPE tém se
dedicado ao estudo dos efeitos da hiperglicemia materna durante a vida intrauterina
sobre a funcéo vascular da prole adulta. Os resultados destes estudos demonstram
que a prole de ratos fémeas diabéticas desenvolve alteracbes metabdlicas e
vasculares na vida adulta que contribuem para o desenvolvimento de hipertenséo
arterial (DE QUEIROZ et al., 2015; PORTO et al.,, 2010; RAMOS-ALVES et al.,
2012a, 2012b). A respeito dos danos causados pela hiperglicemia materna sobre a
funcdo vascular da prole, Holemans et al. (1999) foram uns dos pioneiros a
demonstrar que ratos adultos oriundos de ratos fémeas diabéticas apresentavam
prejuizo da funcdo endotelial em AMR. Da mesma forma, Rocha et al. (2005)
relataram um prejuizo da funcdo endotelial em artérias mesentéricas de ratos
adultos provenientes de ratos fémeas com diabetes e sugeriram que esta alteracdo
estava relacionada ao desenvolvimento de hipertenséo arterial nestes animais. Mais
recentemente, 0 N0sso grupo de pesquisa ao estudar ratos adultos provenientes de
maes diabéticas demonstraram que o prejuizo da funcdo endotelial nestes animais
era decorrente de mecanismos inflamatérios da parede arterial, secundarios a
expressdo aumentada da ciclooxigenase-2 (COX-2) (RAMOS-ALVES et al., 20123,
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2012b). A expressdo desta enzima na parede arterial destes animais resultou em
aumento da producdo de prostanoides vasoconstritores, como o0 tromboxano A:
(TxA2), a prostaglandina E2 (PGE:z) e a prostaglandina Fza (PGF24), 0s quais foram
responsaveis pelo prejuizo da resposta vasodilatadora dependente do endotélio e
pelo aumento da resposta contratil a noradrenalina (RAMOS-ALVES et al., 2012a,
2012b). Estas alteracfes foram revertidas pelo tratamento com losartan, incluindo o
aumento da pressao arterial, o que indica a participacdo do sistema renina-
angiotensina nestes processos (DE QUEIROZ et al., 2017). Portanto, considerando
tudo que foi mencionado acima, € plausivel hipotetizar que a exposicdo a
hiperglicemia materna possa induzir alteracdes mecéanicas e/ou estruturais da
parede arterial na prole adulta, ja que esta apresenta pressao arterial elevada e
expressdo de mecanismos inflamatoérios na parede arterial, o qual € sabido contribuir
para o remodelamento arterial em varias situacdes de risco cardiovascular. No
presente estudo foram desenvolvidas abordagens experimentais para a elucidacéo
destas possiveis alteracfes e seus possiveis mecanismos em artérias mesentéricas

de resisténcia.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais utilizados no presente estudo estdo de
acordo com as normas estabelecidas pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratorio e pelo National Institute of Health Guide for Care and Use of
Laboratory Animals, e foram aprovados pela Comisséo de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal de Pernambuco (Processo: CEUA 0002/2016).

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Ratos Wistar machos e fémeas foram obtidos e mantidos no Biotério do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de
Pernambuco. Neste estudo, foram utilizados apenas ratos com 3 e 12 meses de
idade provenientes de maes diabéticas (O-DR) ou controle (O-CR). Ratas Wistar
nuliparas foram mantidas em gaiolas com machos, na proporcéo de 3:1, para serem
acasaladas. A constatacdo da coépula foi feita a partir da presenca de
espermatozoides no esfregaco vaginal. O primeiro dia de gestacao foi considerado
24h apoés esta constatacdo. ApOs sete dias do inicio da gestacdo, o diabetes foi
induzido através de uma injecdo Unica de estreptozotocina (50 mg/Kg, i.p.). Animais
controle receberam injecdo de igual volume de veiculo (tamp&o citrato, 0,01 M, pH
4,5). Nestes animais, avaliou-se a glicemia 48h apés a injecdo de estreptozotocina
ou tampao citrato, para a confirmacao ou ndo da inducéo do diabetes. Apenas ratas
com glicemia acima de 200 mg/dL foram utilizadas. Durante a fase de aleitamento, a

ninhada foi limitada a 6 (seis) animais por matriz.

3.2 GLICEMIA E PESO CORPORAL DA PROLE

No dia da realizagédo do experimento, a glicemia foi avaliada a partir da coleta
de sangue da veia caudal, usando tiras de teste e leitor (ACCU-CHEK®, Roche
Diagnostics). Ademais, o peso corporal da prole foi acompanhado semanalmente, do

nascimento até o dia do experimento.
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3.3 AVALIACAO DA PRESSAO ARTERIAL

Os animais foram anestesiados com uma mistura de ketamina e xilazina (64,9
e 3,2 mg/kg, respectivamente, i.p.). Na sequéncia, a artéria femoral foi canulada com
cateter de polietileno (PE-50), preenchido com salina heparinizada, para medida
direta da presséao arterial. Apos 24h, as presséao sistolica, diastélica e média foram
medidas com 0s animais acordados através de um transdutor de pressao (modelo
MLT844, ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia) conectado a um sistema de
aquisicdo de dados (LabChat v7, ADInstruments Pty Ltd, Castle Hill, Australia). A

frequéncia cardiaca foi determinada a partir do pulso de presséao arterial.

3.4 METODOLOGIA UTILIZADA PARA O ESTUDO DAS PROPRIEDADES
MECANICAS E ESTRUTURAIS DE ARTERIAS MESENTERICAS DE
RESISTENCIA DE RATO

Para esse estudo, o leito mesentérico foi removido e colocado em uma placa
de Petri contendo solucdo de Krebs-Henseleit (Composicdo em mM: 115 NacCl, 2,5
CaClz, 4,6 KCI, 1,2 KH2POg4, 1,2, MgS04.7H20, 25 NaHCOs, 11,19 de glicose e 0,03
EDTA) a 4° C e o terceiro ramo da artéria mesentérica superior foi dissecado e limpo

de tecido de adiposo.

3.4.1 Miografo de presséo

Através da técnica de artérias pressurizadas, foram analisadas as
propriedades mecanicas e estruturais das artérias mesentéricas de terceira ordem,
de acordo com o método descrito por Halpern et al.,, (1978). Sucintamente,
segmentos arteriais de aproximadamente 2 mm de comprimento foram montados em
um miégrafo de presséo (Danish Myo Tech, Modelo 115FP, J.P. Trading I/S, Aarhus,
Dinamarca). As duas extremidades do segmento arterial foram canuladas e fixadas
(com fio de sutura de nylon) a micropipetas de vidro. Em seguida, o comprimento da
artéria foi ajustado através do aumento da pressdo intravascular até
aproximadamente 140 mmHg, de maneira que as paredes arteriais ficassem
paralelas e sem estiramento (Figura 4). Com esse procedimento, tornou-se possivel
verificar também se a artéria estava adequadamente pressurizada. Apos ajuste de

pressdo para 60 mmHg, sob este valor de pressdo, aguardou-se um periodo de
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estabilizacdo de 60 minutos, em solucdo de Krebs-Henseleit, gaseificada com

mistura carbogénica e mantida a temperatura de 37° C.

Di

De

Figura 4. Foto representativa de uma artéria mesentérica de resisténcia (terceiro ramo da artéria
mesentérica superior) pressurizada a 70 mmHg.

Apo6s o periodo de estabilizagdo, a presséo intravascular foi reduzida a 5
mmHg e uma curva de pressao foi construida, aumentando a pressao intravascular
de 5 a 140 mmHg, em aumentos de 20 mmHg e intervalos de 5 minutos. Utilizou-se
para este experimento a solucado de Krebs-Henseleit na presenca e na auséncia de
célcio (Ca?*). A solucédo de Krebs-Henseleit sem célcio foi preparada sem o CaClz e
com a adicdo de EGTA 10 mM. Para cada valor de presséo intravascular, ao final
dos 5 minutos, o didmetro interno (Di) e externo (De) foram medidos. Ao final de cada
experimento, reduziu-se a pressao intravascular a 70 mmHg em solucéo sem Ca?* e,
assim, fixou-se a artéria em solucdo de paraformaldeido 4% (PFA, em 0,2 M de
tampéo fosfato, pH=7,4) a 37° C durante 60 min. As artérias foram mantidas em
solucdo de PFA 4% e guardadas na geladeira até a realizacdo dos estudos de

microscopia confocal.

3.4.1.1 Calculos das propriedades mecanicas e estruturais das artérias mesentéricas

de resisténcia

As medidas de diametro interno e externo (Di e De) utilizadas para o calculo
dos parametros estruturais e mecanicos arteriais foram realizadas em condi¢des
passivas (em solucdo de Krebs sem Ca?*, Oca). Os seguintes parametros estruturais

e mecanicos foram calculados:

1. Espessura de parede (EP)
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(Deoca — Dioca)
2

EP =

2. Area de Seccéo Transversal (AST)

AST = X (Deoca — Dioca)

3. Relagéo Parede/ Lumen (P/ L)

(Deoca — Dioca)

P/L =
(2 x Dioca)

De acordo com o método inicialmente descrito por Baumbach & Heistad

(1989), calculou-se as propriedades mecanicas das artérias:

4. Strain (¢). Representa a variacdo nas dimensdes da artéria (deformacéo, €) em

consequéncia de uma dada tenséo aplicada.

(Dioca — Dooca )

Dooca

Onde: Dooca € 0 diametro a 3 mmHg e Dioca € 0 didmetro interno observado para um
dado valor de pressao intravascular sob condi¢cdes de completo relaxamento. O
valor de Dooca foi medido a 3 mmHg, porque é dificil determinar o diametro interno a

valores inferiores de pressao intravascular.
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5. Stress de parede (0) — Tenséo (medida por unidade de area) produzida na parede
arterial frente a alteracbes da pressdo intravascular, do diametro interno e da

espessura da parede.

(P x Dioca)
(2xEP)

Onde: P é a pressao intraluminar (1 mmHg = 133,4 N/m?) e EP é a espessura da
parede arterial para cada valor de pressao intravascular em solugéo de Krebs sem
Ca?*.

6. A rigidez arterial independente da geometria € determinada pelo médulo elastico
de Young (1807), o qual pode ser expresso pela relagéo entre tensdo e deformacao
(E = Stress/ Strain). No caso de vasos sanguineos esta relagdo stress-strain exibe
um comportamento curvilineo. Assim, torna-se mais apropriado o calculo da relacéo
tangencial ou incremental elastic modulus (Einc), 0 qual pode ser determinado pela
inclinagdo (B) da curva stress-strain (DOBRIN, 1978).

Einc = 0o /8¢

O Einc foi calculado plotando os dados obtidos de stress e de strain para cada

experimento utilizando a e quacéo exponencial abaixo (SigmaPlot, SPSS Inc):
O = Oorig eBe

Onde: oorig representa o stress de parede para o valor inicial de diametro (diametro a
3 mmHg). De acordo com a derivacdo das equacfes acima é possivel obter-se que
Einc = fo. Para um dado valor de o, Einc € diretamente proporcional a B. Um aumento
de B implica um aumento de Einc, 0 qual representa um aumento da rigidez
(DOBRIN, 1978).

7. Distensibilidade

AST

Aioca
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Onde: Aioca € a area de seccgdo transversal interna sob condi¢cdes de completo

relaxamento.

8. Complacéncia

(ADAioca)

(4P)

Onde: ADAioca € a variagdo da area de seccao transversal interna induzida por uma
dada mudanca de pressdo intravascular (AP) sob condicbes de completo

relaxamento.

9. Ténus miogénico — representa a contracdo induzida pelo aumento da pressao

intravascular em condi¢Ges ativas (na presenca de Ca?*).

(Dioca — Dica)
Contracao = x 100
Dioca

3.5 MICROSCOPIA CONFOCAL

3.5.1 Estudo do conteldo e organizacdo da elastina

A elastina possui propriedades de autofluorescéncia. Quando excitada a
488nm, emite fluorescéncia que pode ser detectada a um comprimento de onda de
500-560nm (BOUMAZA et al., 2001; WONG; LANGILLE, 1996). A artéria foi

visualizada através de um microscopio multiespectral confocal (FV1000, Olympus).

SeccOes Opticas seriadas da camada adventicia ao limen do vaso (z step =
0,5 ym) foram capturadas com uma objetiva de imersao em o6leo (NA 1,3), aumento
de 63x usando um comprimento de onda de 488nm. Um minimo de duas séries de
imagens de diferentes regibes da artéria foi capturado em cada segmento arterial

analisado. Todas as imagens foram capturadas sob as mesmas condi¢bes de
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intensidade do laser, brilho e contraste. Uma analise quantitativa da intensidade de
fluorescéncia (média da intensidade de fluorescéncia por pixel) e tamanho das
fenestras da lamina elastica interna foi realizada com o programa Image J. Para
isso, reconstruiu-se tridimensionalmente a LEI (Figura 5). Para cada série de
imagens obtida, realizou-se um minimo de cinco medidas para cada um dos
parametros avaliados. Sabendo-se que a concentracdo de elastina tem uma relagao
linear com a intensidade de fluorescéncia (BLOMFIELD; FARRAR, 1969; BRIONES
et al., 2003), assumiu-se que o sinal de fluorescéncia em uma determinada projecao

era diretamente proporcional a concentracao de elastina em um dado pixel.

As projec0@es tridimensionalmente reconstruidas da LEI foram segmentadas e
imagens binarias foram obtidas. Nessas imagens, foram medidos o numero e o

tamanho das fenestras.

Figura 5. Reconstrugédo tridimensional das seccdes Opticas obtidas através de microscopia confocal
da lamina elastica interna (LEI) da parede vascular de artérias mesentéricas de resisténcia
pressurizadas a 70 mmHg e fixadas com paraformaldeido 4%. A imagem mostra a elastina
representada em verde e suas diversas fenestracfes (setas) (Tese Fabiano Elias Xavier, 2005).

3.6 DETERMINAGAO DE COLAGENO NA PAREDE ARTERIAL

O conteudo de colageno na parede arterial foi determinado de acordo com o

método previamente descrito por lzzard et al. (2003). Os terceiros ramos da artéria
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mesentérica superior foram dissecados, limpos de tecido adiposo, fixados em PFA
4% e lavados em tampédo fosfato (pH 7,4). ApGs lavagem, os segmentos foram
incubados durante 1 hora em tampéao fosfato contendo sacarose 30%. Em seguida
0os segmentos foram colocados em um molde para criostato contendo meio para
congelamento (Tissue-Tek OCT, Bayer, Quimica Farmacéutica, Barcelona,
Espanha). As artérias foram congeladas em nitrogénio liquido e foram mantidas
congeladas a -70° C até o dia dos experimentos. Os segmentos arteriais congelados
foram cortados em seccOes transversais de 10 um de espessura, postos em uma
lamina revestida com gelatina (Gelatina 3%; Cromo alumbre de potassio 0,3%) e
secos em temperatura ambiente durante 1 hora. Depois da retirada do meio de
congelamento com agua destilada, o colageno foi corado sob agitacdo com picro
sirius (0,1% em agua) (Picro Sirius F3B em solugdo saturada de acido picrico)
(Aldrich Chemical Company, Inc., Espanha). As imagens foram captadas através de
um microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse TE 2000-S, objetiva de 40x) usando
uma camera digital (Nikon DXM 1200F). A analise da &rea total da parede vascular e
daquela ocupada pelo colageno foi realizada com o uso do software Image-Pro Plus
6.0 para analise de imagens. A determinacdo da quantidade de colageno na parede
vascular foi expressa pela relacdo entre area ocupada pelo coldgeno e a area total

da parede arterial.

3.7 IMUNOFLUORESCENCIA DO COLAGENO TIPO 1

Através de imunofluorescéncia, determinou-se a expressao do colageno tipo 1
em cortes transversais de segmentos da artéria mesentérica de resisténcia (AMR)
da prole proveniente de ratas controle e diabética. Para isso as AMR foram fixadas
com paraformaldeido 4% (PFA em 02 M PBS, pH: 7,2-7,4) durante
aproximadamente 2 horas. Apés este periodo, as artérias foram lavadas trés vezes
durante 10 minutos com PBS 0,1 M. Apds isso, os segmentos foram incubados com
Sacarose 30% durante 1 hora; na sequéncia foram incluidos em meio de
congelamento “OCT Tissue-Tek” (Sakura Finetek Europe, Holanda), congelados em
nitrogénio liquido e guardados a -80° C. No dia das analises, foram realizados cortes
transversais de 10 ym de espessura com um criostato sobre laminas gelatinadas.
Apos periodo de secagem a 37° C por 30 minutos, as laminas foram lavadas com
PBS 0,1 M e bloqueadas com PBS 0,1 M, Triton 0,1% e BSA 2% durante 40 minutos
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a 37° C para evitar unides inespecificas do anticorpo. Apés o bloqueio, as artérias
foram incubadas com anticorpo anti-colageno tipo 1 (1:200, Santa Cruz
Biotechnology, INC.) durante toda a noite a 4° C. No outro dia, depois de trés
lavados de 5 minutos com PBS 0,1 M, as artérias foram incubadas com o anticorpo
secundario, anti-mouse IgG (1:500) conjugado com Cy3 (1:500, Jackson
Immunoresearch, Ely, UK) durante 1 hora e 30 minutos em temperatura ambiente.
Apos o periodo de incubagédo, as artérias foram lavadas durante 5 minutos por 3
vezes com PBS 0,1 M. Para visualizar a presenca das trés camadas vasculares, 0s
cortes foram corados com corante nuclear Hoechst 33342 (0.01 mg/mL, Sigma
Chemical). Os anticorpos foram diluidos com PBS 0,1 M, Triton 0,1% e BSA 0,5% e

todas as incubacdes foram realizadas em camara umida.

A fluorescéncia foi visualizada em microscépio de fluorescéncia Nikon com
lente objetivo 40x. O anticorpo conjugado com Cy3 foi visualizado com lexc = 550
nm e detectados com lem = 570 nm. Os nucleos corados com Hoechst foram
visualizados com excitacdo de 351 e 364 nm e deteccdo a 400-500 nm. A
especificidade da unido foi avaliada mediante a omissao do anticorpo primario e o

mesmo processamento da amostra.

3.8 INVESTIGACAO DA EXPRESSAO PROTEICA DE COMPONENTES DA
PAREDE VASCULAR

Através da técnica de Western blot, determinou-se a expressao das isoformas
das metaloproteinases da matriz (MMP)-2, MMP-9, dos inibidores das
metaloproteinases teciduais (TIMP)-1, TIMP-2 e TGF-B1. Para isso, as artérias
mesentéricas de resisténcia (AMR) foram homogeneizadas em solu¢do tampéao
isotonica fria contendo 250 mM de sacarose, 10 mM HEPES-tris (pH 7,4), 2 mM de
EDTA e 0,15 mg-mlt de inibidor de tripsina (tipo 1I-S) suplementado com 1 mM
PMSF. Os homogenatos foram centrifugados a 500x g por 10 minutos e a
concentracdo de proteina no sobrenadante foi medida pelo método de Bradford
(1976).

Aliguotas do homogenato proteico (30 ug de proteina) e do padrao de peso
molecular foram carregadas em géis de SDS-poliacrilamida 10% para 1,5 M Tris HCI
pH 8,8, acrilamida 40%, glicerol 100%, SDS 10%, APS 10% e Temed, previamente
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imersos em um tampao para eletroforese (25 mM de Tris HCI, 190 mM de glicina e
0,1% de SDS) e submetidas a uma corrente constante de 80V por aproximadamente
3 horas (Power PacTM HC, BioRad, Singapura). Apés o término da eletroforese, as
amostras foram transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (GE
Healthcare®, Brasil Ltda) por 40 minutos. Ao final da transferéncia, incubou-se as
membranas por 2 horas a temperatura ambiente, com solucdo bloqueadora (leite
desnatado 5%, Tris HCI 10 mM, NaCl 100 mM e Tween 20 a 0,1%, pH 7,5) para
evitar a unido nado-especifica com reativos ndo imunolégicos. Em seguida, as
membranas foram incubadas durante toda a noite a 4° C, sob agitacdo, em solugéo
de albumina 5% em tampado TBS-T (Tris HClI 10 mM, NaCl 100 mM e Tween 20 a
0,1%, pH 7,5) com os anticorpos primarios para MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2,
TGF-B1 (1:500, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) ou B-actina (1:500,
Sigma; St. Louis, MO, E.U.A.). Apds quatro lavagens com tampdo Tris, as
membranas foram incubadas por 1 hora com anticorpo secundario IgG anti-
camundongo ou anti-coelho conjugado com peroxidase (GE Healthcare do Brasil
Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil). As bandas correspondentes foram detectadas por uma
reacdo de quimiluminescéncia por meio da exposicdo da membrana, durante 5
minutos, a um sistema de deteccdo Luminata™ Forte Western HRP Substrate
(Millipore). Os imunocomplexos foram detectados por um sistema foto-documentador
ChemiDoc XRS (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, E.U.A). A analise
densitométrica das bandas foi realizada com o software Image Lab (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, E.U.A.). Os dados de conteudo das proteinas de
interesse nos homogenatos de AMR foram expressos como a razao entre 0s sinais
correspondentes da proteina estudada em relacdo a banda identificada para a f3-

actina.

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

A analise dos resultados foi realizada através de teste t de student pareados e
analise de variancia (ANOVA, uma ou duas vias), completamente randomizada,
seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni, com auxilio do programa GraphPad Prism
(San Diego, CA, E.U.A). Os resultados foram considerados com significancia

estatistica para valores P<0,05.
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4 RESULTADOS

As ratas que receberam injecdo Unica de STZ apresentaram hiperglicemia
severa entre os dias 14 e 21 da gestacdo quando comparadas as controle (controle:
85+2,4 vs. diabéticas 480+2,3 mg/dL, test t: P<0,05). As ratas diabéticas deram a luz
menos filhotes do que as ratas controles (controle: 10+1 vs. diabéticas 6+2 filhotes
por ninhada; teste t: P<0,05).

4.1 GLICEMIA E PESO CORPORAL DA PROLE

O peso corporal ao nascimento foi significativamente menor na prole de ratas
diabéticas (O-DR) em comparagdo a prole de ratas controle (O-CR) (O-CR:
7.65+0.87 vs. 5.91+0.91 g, test t: P<0,05). Além disso, o peso corporal médio foi
significativamente menor em animais O-DR adultos com 3 e 12 meses de idade
quando comparado com seu respectivo controle (Tabela 1). Os niveis de glicose no
sangue foram semelhantes entre os grupos O-CR e O-DR (Tabela 1).

4.2 MEDIDA DA PRESSAO ARTERIAL MEDIA

Apesar de aos 3 meses de idade a pressao arterial média do grupo O-DR nao
ter sido diferente do grupo O-CR (Tabela 1), aos 12 meses de idade, esta
apresentou-se significativamente mais elevada no grupo O-DR em comparacao ao
grupo O-CR (Tabela 1). A frequéncia cardiaca foi similar em todos os grupos

estudados (resultados ndo mostrados).
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Tabela 1. Peso corporal, glicose sanguinea em jejum e presséo arterial média de ratos O-CR e O-DR
com 3 e 12 meses (M) de idade.

O-CR 3M O-DR 3M O-CR 12M O-DR 12M
Peso corporal 318+ 7,0 295 £ 9,0* 467 £ 0,4 440 + 3,0*
(9)

Glicose 95+34 99+1,3 94 +4,0 91+2,0
sanguinea em
jejum (mg-dL?)

Presséo 98 + 3,0 104 £8,0 102 £5,0 149 £4,0*
arterial média

(mmHg)

Os resultados estdo expressos como média + SEM. ANOVA: *P<0,05 comparado com O-CR de
mesma idade.
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4.3 PROPRIEDADES MIOGENICAS E ESTRUTURAIS DE ARTERIAS
MESENTERICAS DE RESISTENCIA DE RATO

A Figura 6 mostra a relacdo pressdo:didmetro em artérias mesentéricas de
resisténcia (AMR) da prole proveniente de ratas controle (O-CR) (Figura 6A e 6B) e
diabéticas (O-DR) (Figura 6C e 6D) com 3 meses de idade, em condi¢cfes ativas (na
presenca de 2,5 mM de Ca?") e passivas (auséncia de Ca?" no meio). Como é
possivel observar, nas AMR de ambos 0s grupos, tanto na presenca como ha
auséncia de Ca?", o aumento da pressdo intravascular induziu um aumento
progressivo dos diametros externo e interno das artérias de ambos os grupos. No
grupo O-CR, essa resposta foi similar em ambas as situacdes experimentais, ou
seja, na presenca e na auséncia de Ca?* (Figura 6A e 6B). Contudo, no grupo O-DR,
os diametros externo e interno, em condicdes ativas, apresentaram-se
significativamente reduzidos quando comparado as condi¢des passivas (Figura 6C e
6D), sugerindo a presenca de resposta miogénica. Estes dados estdo bem
evidenciados na Figura 7, que mostra a contragao ativa (%) das AMR de ambos 0s
grupos, a qual apresenta-se elevada nos ratos O-DR com 3 meses de idade.

A Figura 8 mostra os parametros morfométricos obtidos em AMR
pressurizadas de O-CR e O-DR com 3 meses de idade, sob condi¢cdes pasivas
(0Ca?*). Para todos os valores de pressdo intravascular avaliados, os diametros
externo (Figura 8A) e interno (Figura 8B), a espessura de parede (Figura 9A), a
relacdo parede/lumen (Figura 9B) e a area de seccdao transversal (AST) (Figura 9C)

das AMR foram similares em ambos os grupos experimentais (P>0,05).
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Figura 6. Relacdo pressdo:diametro em artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) de ratos O-CR (A
e B, n=10) e O-DR (C e D, n=12) com 3 meses de idade em condi¢bes ativas e passivas (Célcio zero,
0Ca?") (A e C: diametro externo; B e D: diametro interno). Os resultados estdo expressos como média
+ erro padrdo da média dos valores de didmetro (um) externo e interno frente as alteracBes de
pressao intravascular.
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Figura 7. Contracdo miogénica induzida pela elevag¢éo da presséo intraluminal em AMR de ratos O-
CR e O-DR com 3 meses de idade. Os resultados estdo expressos como média + erro padréo da
média dos valores percentuais da variagdo de di@metro interno frente as elevac¢des da pressao
intravascular sob condic¢des ativas (CaClz 2,5 mM).
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Figura 8. Relagdo pressao:diametro de artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, em condi¢des
passivas, 0Ca?*) de ratos O-CR (n=10) e O-DR (n=12) com 3 meses de idade. (A: diametro externo;
B: didmetro interno).Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média dos valores
de didmetro (um) externo e interno frente as alteracfes de pressao intravascular.
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Figura 9. Parametros estruturais de artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, em condi¢des
passivas, 0Ca?*) de ratos O-CR (n=10) e O-DR (n=12) com 3 meses de idade. (A) Espessura da
parede arterial, (B) relagdo parede:limen e (C) area de seccgédo transversal (AST). Os resultados
estao expressos como média + erro padrao da média.
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A Figura 10 mostra a relacdo presséo:diametro em artérias mesentéricas de
resisténcia (AMR) dos grupos O-CR (Figura 10A e 10B) e O-DR (Figura 10C e 10D)
com 12 meses de idade, em condi¢cGes ativas (na presenca de 2,5 mM de Ca?*) e
passivas (auséncia de Ca?* no meio). No grupo O-CR, a resposta ao aumento da
pressdo intravascular foi similar em ambas as situacfes experimentais (ativa vs.
passiva) (Figura 10A e 10B). Contudo, no grupo O-DR, em condi¢cdes ativas, 0s
diametros externo e interno apresentaram-se significativamente reduzidos quando
comparados as condi¢des passivas (Figura 10C e 10D), demonstrando presenca de
tdbnus miogénico. Estes dados estdo em maior destaque na Figura 11A, que mostra
o tbnus miogénico (expresso pelo percentual do diametro interno em solucéo livre de
Ca?*), o qual esta significativamente aumentado no grupo O-DR com 12 meses de
idade quando comparado com seu respectivo controle. Entretanto, a resposta

miogénica do grupo O-DR foi semelhante com 3 e 12 meses de idade (Figura 11B).

Os parametros morfométricos das AMR de ratos O-CR e O-DR com 12 meses
estdo representados nas Figuras 12 e 13. Para todos os valores de pressao
intravascular avaliados, o diametro externo n&o apresentou diferenca entre os
grupos (Figura 12A), enquanto o diametro interno (Figura 12B) foi reduzido no grupo
O-DR. Por outro lado, a espessura de parede (Figura 13A), a relacdo parede/limen
(Figura 13B) e a area de seccao transversal (AST) (Figura 13C) apresentaram-se
significativamente elevados nas artérias do grupo O-DR em comparacdo ao grupo
O-CR.



A

@ 25mMCa®* O-CR 12M

-O- 0 mM Ca®* + 10 mM EGTA O-CR 12M

450+

5
o
<

350+

300+

250+

200+

Diametro externo (um)

1504
ANOVA: P>0.05

100 T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 14

Pressdo (mmHg)

C

& 25mM Ca’* O-DR 12M
i+ omM Ca® + 10 mM EGTA O-DR 12M

Diametro externo (um)

450

A
o
?

350

N N w
o a o
A

150+

ANOVA: P<0.05

100
0

T
20 40 60 80 100 120 14
Pressédo (mmHg)

Didmetro interno (um)

@ 25mM Ca®* O-CR 12M
-O- 0 mM Ca®" + 10 mM EGTA O-CR 12M
450+

Didmetro interno (um)
[ N N w w Iy
ul o ul o a1 o
T 2 ¢ 2 2

ANOVA: P>0.05
T T T T T T

T
20 40 60 80 100 120 14
Pressdo (mmHg)

[E
o
o

o

D

& 25mM Ca®* O-DR 12M
T 0mM Ca?" + 10 mM EGTA O-DR 12M

450+

w B
a o
e 92

3004

250+

200+

1504
ANOVA: P<0.05

100 T T T T T T T
0O 20 40 60 80 100 120 14

Pressdo (mmHg)

70

Figura 10. Relacéo presséo:didmetro em artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) de ratos O-CR
(A e B, n=18) e O-DR (C e D, n=20) com 12 meses de idade em condi¢des ativas e passivas (Célcio
zero, 0Ca?*) (A e C: diametro externo; B e D: diametro interno). Os resultados estdo expressos como
média + erro padrdo da média dos valores de didmetros (um) externo e interno frente as alteracfes
de pressao intravascular.
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Figura 11. (A) Contragdo miogénica induzida pela elevagéo da presséo intraluminal em AMR de ratos
O-CR e O-DR com 12 meses de idade e (B) em ratos O-DR com 3 e 12 meses de idade. Os
resultados estao expressos como média + erro padrdo da média dos valores percentuais da variagdo
de diametro interno frente as elevacdes da pressdo intravascular sob condi¢es ativas (CaClz 2,5

mM).
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Figura 12. Relacao pressdo:diametro de artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, em condi¢des
passivas, 0Ca?*) de ratos O-CR (n=18) e O-DR (n=20) com 12 meses de idade. Os resultados estao
expressos como média * erro padrao da média dos valores de didmetro (um) externo e interno frente
as alterag6es de pressao intravascular.
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Figura 13. Parametros estruturais de artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, em condi¢cbes
passivas, 0Ca?*) de ratos O-CR (n=18) e O-DR (n=20) com 12 meses de idade. (A) Espessura da
parede arterial, (B) relagdo parede:limen e (C) area de seccao transversal (AST). Os resultados
estao expressos como média + erro padrao da média.
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4.4 PROPRIEDADES MECANICAS DE ARTERIAS MESENTERICAS DE
RESISTENCIA DE RATO

As Figuras 14 e 15 mostram as propriedades mecanicas das AMR da prole O-
CR e O-DR com 3 meses de idade em condi¢cdes de maximo relaxamento (0Ca?").
Em ambos os grupos, os parametros stress de parede (Figura 14A), relacdo stress-
strain (Figura 14B), modulo elastico (Figura 14C) e distensibilidade (Figura 15A) e
complacéncia (Figura 15B), foram semelhantes. A similaridade da relacdo stress-
strain nestes animais pode ser comprovada pela semelhanca entre os valores de [3
de ambos os grupos (O-CR: 5,75 + 0,58 vs. O-DR: 5,10 + 0,31, P>0,05).

A Figura 16 representa as propriedades mecéanicas das AMR da prole O-CR e
O-DR com 12 meses de idade. O aumento da pressao intravascular induziu aumento
do stress de parede, porém este aumento foi menor nas AMR de animais O-DR
(Figura 16A). Como mostrado pelo deslocamento para direita da relagdo stress-
strain (Figura 16B), pelos menores valores do modulo elastico (Figura 16C) e pelo
menor valor de 3 (Valores médios de B: O-CR: 6,18 £+ 0,59 vs. O-DR: 4,56 + 0,20,
P<0,05), as AMR de ratos O-DR apresentaram uma menor rigidez arterial quando
comparadas com seu respectivo controle. Além disso, a distensibilidade (Figura 17A)
e a complacéncia (Figura 17B) das AMR de ratos O-DR 12 meses foram maiores
nos valores de presséo intravascular de 20 e 40 mmHg e nos valores de 20, 40 e 60

mmHg, respectivamente.
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Figura 14. (A) Medidas de stress da parede, (B) relacdo stress-strain e (C) médulo elastico induzidas
por crescentes mudancas de pressao intravascular em artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, em
condicbes passivas, 0Ca?*) de ratos O-CR (n = 10) e O-DR (n = 12) com 3 meses de idade. Os
resultados estdo expressos como meédia * erro padrdo da média.



76

-0 O-CR 3M
& O-DR3M

2.0

e
ki

Distensibilidade
(% mmHg)
3

0.54

ANOVA: P>0.05

0.0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Pressao (mmHg)

- O-CR 3M
& O-DR 3M

400+

300+

Complacéncia
(nm?/mm Hg)
N
3

100+

ANOVA: P>0,05
0 T T T T T

T
0 20 40 60 80 100 120 14
Pressdo (mmHg)

Figura 15. (A) Medidas de distensibilidade e (B) complacéncia induzidas por mudancas crescentes
de pressédo intravascular em artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, em condicbes passivas,
0Ca?*) de ratos O-CR (n = 10) e O-DR (n = 12) com 3 meses de idade. Os resultados estédo
expressos como média * erro padrdo da média.
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FIGURA 16. (A) Medidas de stress da parede, (B) relacdo stress-strain e (C) modulo elastico
induzidas por crescentes mudancas de pressao intravascular em artérias mesentéricas de resisténcia
(AMR, em condicGes passivas, 0Ca?*) de ratos O-CR (n = 18) e O-DR (n = 20) com 12 meses de
idade. Os resultados estao expressos como média + erro padrdo da média.
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Figura 17. (A) Medidas de distensibilidade e (B) complacéncia induzidas por mudancas crescentes
de pressédo intravascular em artérias mesentéricas de resisténcia (AMR, em condi¢cbes passivas,
0Ca?*) de ratos O-CR (n = 18) e O-DR (n = 20) com 12 meses de idade. Os resultados estao
expressos como média + erro padrao da média.
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4.5 CONTEUDO E ORGANIZACAO DA ELASTINA

Os segmentos de AMR apresentaram autofluorescéncia na adventicia e
lamina eléstica interna (LEIl). A LEI nas artérias de ambos 0s grupos possui uma
estrutura claramente organizada de uma rede eldstica compacta e fenestrada
(Figura 18). O numero total de fenestras em animais O-DR com 12 meses foi menor,
porém o tamanho médio das fenestras mostrou-se maior mesmo nao apresentando

significancia comparado aos ratos O-CR (Figura 19).

A média da intensidade de fluorescéncia por pixel mostrou-se reduzida em
animais O-DR 12 meses, embora ndo apresente diferenca estatisticamente

significativa comparado ao grupo O-CR (Figura 19).
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Figura 18. Reconstrucéo tridimensional das sec¢des Opticas obtidas através de microscopia confocal
da lamina eléstica interna (LEIl) da parede vascular de artérias mesentéricas de resisténcia de rato
pressurizadas a 70 mm Hg e fixadas com paraformaldeido 4 %. A imagem mostra a elastina
representada em verde e suas diversas fenestracfes (setas). A. O-CR 12 meses, B. O-DR 12 meses.
As imagens foram capturadas com uma objetiva de 63x.
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Figura 19. Numero das fenestras (A), areas das fenestras (B) e intensidade de fluorescéncia da
elastina (C) na LEI de AMR dos grupos O-CR e O-DR com 12 meses de idade. Teste t: *P<0,05.



82

4.6 QUANTIFICACAO DO CONTEUDO DE COLAGENO

Como demonstrado na Figura 20A-D, em artérias de resisténcia de ratos, o
coladgeno total esta distribuido principalmente nas camadas adventicia e média. O
que pode ainda ser observado € que ndo houve diferenca significativa no acumulo
de colageno total nas artérias dos animais O-CR e O-DR com 3 e 12 meses de
idade (Figura 21).
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Figura 20. (A-D) Imagens representativas do contetdo total de coldgeno marcado com Picrosirius red
em artérias mesentéricas de resisténcia de ratos O-CR com 3 meses, O-CR com 12 meses, O-DR
com 3 meses e O-DR com 12 meses de idade.
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Figura 21. Valores médios da &rea ocupada pelo coldgeno em funcdo da é&rea total da parede
vascular de artérias mesentéricas de ratos O-CR com 3 meses, O-CR com 12 meses, O-DR com 3
meses e O-DR com 12 meses de idade. Os resultados estdo expressos com média * erro padrdo da
média. ANOVA 1 via: p>0,05, (n = 6 cada grupo).
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4.7 EXPRESSAO DE COLAGENO TIPO 1 POR IMUNOFLUORESCENCIA

Na analise de cortes transversais de segmentos de AMR, a expressdo de
coldgeno tipo 1 em animais O-DR com 12 meses mostrou uma diminuicdo da
imunomarcacao para esta proteina quando comparada aos animais O-CR com 12
meses de idade (Figura 22). Os valores quantitativos estédo representados na figura
23.

O-CR O-DR
12M 12M

Hoechst
33342

Colageno
Tipo 1

Merge

Figura 22. Imagens representativas da imunomarcac¢éo do coldgeno tipo 1 nas artérias mesentéricas
de resisténcia (AMR) da prole O-CR e O-DR com 12 meses de idade.
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Figura 23. Quantificagdo da intensidade de fluorescéncia (Unidades arbitrarias) do colageno tipo 1
nas artérias mesentéricas de resisténcia (AMR) de ratos O-CR e O-DR com 12 meses de idade (n =
6 cada grupo).
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4.8 EXPRESSAO DE PROTEINAS REGULATORIAS DA MATRIZ EXTRACELULAR
EM ARTERIAS MESENTERICAS DE RESISTENCIA DE RATO

4.8.1 Metaloproteinases da matriz (MMP)-2, MMP-9, inibidores de
metaloproteinases tecidual (TIMP)-1, TIMP-2 e fator de crescimento
transformador- 8 (TGF-B)

As Figuras 24 e 25 mostram a expressado das proteinas regulatorias da matriz
(MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 e TGF-B1) detectada por Western blot em AMR de
ratos O-CR e O-DR com 12 meses de idade. Nestas artérias, a exposicao
intrauterina ao diabetes mellitus materno reduziu significativamente a expressao
proteica da MMP-2 na prole O-DR (Figura 24A). Por outro lado, a expressao da
MMP-9 foi maior nos ratos O-DR com 12 meses de idade (Figura 24B).

A expressdo dos TIMP-1 (Figura 25A) e TIMP-2 (Figura 25B) nao foram
diferentes nas AMR dos grupos O-CR e O-DR com 12 meses. Entretanto, a
expressdo do TGF-B1 (Figura 25C) se mostrou aumentada no grupo O-DR com 12

meses de idade em comparagédo ao grupo O-CR.



MMP-2

B-actina — “-

_ [ O-CR12M Em O-DR 12M

*kk

88

B
O’C$ 0’9?“ 0’C$ 0»?‘
b, TR AN TTWW

B-actina — “-

J O-CR12M EH O-DR 12M

*

I

MMP-9 / B-Actina
o
N

o
o

Figura 24. Expressdo das Metaloproteinases-2 (MMP-2) e MMP-9 em AMR de ratos O-CR e O-DR
com 12 meses de idade. Painel superior mostra as bandas representativas da expressao da MMP-2
(A) e MMP-9 (B). Painel inferior mostra a analise densitométrica da MMP-2 e MMP-9 normalizada
pelo conteldo de B-actina. Os resultados estdo como média + erro padrdo. N=4 ratos em cada grupo.

Teste t, ***P<0.001, *P<0,05 vs. O-CR.
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Figura 25. Expresséo dos Inibidores das Metaloproteinases-1 (TIMP-1), TIMP-2 e TGF-1 em AMR
de ratos O-CR e O-DR com 12 meses de idade. Painel superior mostra as bandas representativas da
expressdo da TIMP-1 (A), TIMP-2 (B) e de TGF-1 (C). Painel inferior mostra a anéalise densitométrica

da TIMP-1, TIMP-2 e TGF-B1 normalizada pelo conteudo de B-actina. Os resultados estdo como
média + erro padrao. N=4 ratos em cada grupo. Teste t, *P<0.05 vs. O-CR.

w
1

TGF-B1/B-Actina
IT' N

o




90

5 DISCUSSAO

A exposicao intrauterina a hiperglicemia é um fator de risco significante para o
surgimento de doencas cardiovasculares e metabdlicas na prole (MANDERSON et
al., 2002; ROCHA et al., 2005; SEGAR et al., 2009), dentre elas o diabetes do tipo 2
e a hipertensado arterial (DE QUEIROZ et al., 2017; RAMOS-ALVES et al., 20123,
2012b). Esta ultima é um determinante importante para o desenvolvimento e
progressdo das complicagbes macro e microvasculares do diabetes mellitus e
também em individuos que foram expostos a hiperglicemia materna durante a vida
intrauterina (DAGOGO-JACK, 2006). Neste estudo, as AMR da prole provenientes
de ratos fémeas diabéticas apresentaram resposta miogénica elevada aos 3 e 12
meses de idade, mas apenas as artérias dos animais com 12 meses apresentaram
alteracOes estruturais na parede arterial, caracterizadas por: diametro interno
reduzido, maior espessura de parede, aumento da relacdo parede:limen e da area
de seccao transversal. Estas alteracdes foram acompanhadas por uma diminuicédo
da rigidez arterial e, consequentemente, por um aumento da complacéncia e da
distensibilidade arterial. Esta menor rigidez parece ser decorrente de uma
diminuicdo da expressdo de colageno tipo 1 na parede vascular, e possivelmente a
uma menor quantidade de elastina na LEI. Considerando o tipo de remodelamento
nas artérias do grupo O-DR, remodelamento hipertrofico para dentro, é possivel
sugerir que o mesmo € um fator contribuinte para uma maior resisténcia vascular e,

consequentemente, para a elevacéo da presséao arterial.

Tem sido sugerido que a pressao arterial apresenta uma relacédo inversa com
0 baixo peso ao nascimento, a qual tem sido caracterizada, sobretudo, com a
realizacdo de experimentos de manipulacdo da dieta materna durante a gravidez
(LAW; SHIELL, 1996; HUXLEY; SHIELL; LAW, 2000). Um estudo publicado por
Canavan & Goldspink (1988) demonstrou que a hiperglicemia severa durante a
gestacdo suprime o crescimento fetal, associado a uma menor sintese proteica. No
presente estudo, o grupo O-DR apresentou baixo peso corporal ao nascimento
comparado ao grupo O-CR. Ademais, a pressdo arterial média dos animais O-DR
como 12 meses de idade mostrou-se aumentada em relagdo ao grupo O-CR de
mesma idade, embora nenhuma alteracdo na presséo arterial tenha sido detectada

nos animais O-DR com 3 meses. Estudos anteriormente publicados pelo grupo de
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pesquisa do Laboratorio de Reatividade Vascular da UFPE corroboram estes
achados. Em um modelo similar ao utilizado no presente estudo, foi demonstrado
que a gravidade do distarbio (hiperglicemia materna) pode influenciar o crescimento
fetal e, portanto, o peso ao nascimento (NEHIRI et al., 2008). Assim, o diabetes
materno € capaz de produzir prole com elevado (ROCHA et al., 2005; NEHIRI et al.,
2008) ou baixo (GRILL et al.,, 1991; PORTO et al.,, 2010) peso ao nascimento. A
primeira tende a ser proveniente de maes com hiperglicemia leve, enquanto a

segunda é proveniente de maes com hiperglicemia grave (WICHI et al., 2005).

A hiperglicemia durante a gestacdo leva a resisténcia a insulina na prole
(BLONDEAU et al.,, 2011; SEGAR et al., 2009), provocando vasoconstricao,
inflamacéo, predispondo a trombose e a hipertensdo (CHAHWALA; ARORA, 2009).
Como citado anteriormente, os ratos com 3 meses de idade provenientes de maes
diabéticas ndo apresentaram mudancas significativas da pressao arterial. Entretanto,
os ratos O-DR com 12 meses tiveram a pressao arterial elevada em comparacao
com o grupo O-CR, como previamente demonstrado por Nehiri et al. (2008). Apesar
de normotensos, o grupo O-DR com 3 meses de idade apresentou prejuizo do
relaxamento dependente do endotélio (disfuncdo endotelial) em artérias de
resisténcia da circulagdo mesentérica em comparag¢do ao grupo O-CR (RAMOS-
ALVES et al., 2012a). Este prejuizo da funcéo endotelial nas artérias do grupo O-DR
foi intensificado aos 6 e 12 meses de idade, o qual foi relacionado ao aumento da
vasoconstricdo adrenérgica e ao desenvolvimento de hipertenséo arterial (RAMOS-
ALVES et al. 2012a,b). Como amplamente demonstrado, a disfuncéo endotelial € um
processo capaz de predispor o individuo a eventos trombogénicos, inflamatorios e
ateroscleroticos, além de aumentar a resisténcia periférica e a pressao arterial
(FELETOU, VANHOUTTE, 2006).

Apesar de estar bem caracterizado o efeito da hiperglicemia materna sobre a
funcd@o vascular, existem poucas evidéncias relacionadas aos efeitos desse insulto
sobre a estrutura e/ou as propriedades mecanicas da parede arterial da prole adulta.
Sendo assim, neste estudo foram realizados experimentos com artérias de terceira
ordem da circulagdo mesentérica (AMR) de animais O-CR e O-DR com 3 e 12
meses de idade, com o intuito de avaliar as possiveis modificagdes na estrutura e na

mecanica destas artérias. Sob condi¢cdes passivas, os resultados aqui obtidos



92

demonstram que a exposicdo a hiperglicemia materna nao foi capaz de modificar as
propriedades estruturais (diametros interno e externo, relacdo parede:limen,
espessura da parede e area de seccédo transversal) das AMR dos animais com 3
meses de idade. Entretanto, nas AMR do grupo O-DR com 12 meses de idade, foi
observado reducdo no diametro interno (sem alteracdo do diametro externo),
acompanhado de aumento da relacdo parede:limen, da espessura de parede e da
area de seccdo transversal, quando comparadas ao grupo O-CR de mesma idade.
Em conjunto, os resultados obtidos no grupo O-DR 12 meses indicam um
remodelamento vascular do tipo hipertréfico para dentro. Este tipo de
remodelamento é comumente encontrado em vasos de resisténcia de modelos de
hipertenséo arterial induzido por infuséo cronica de angiotensina Il (GRIFFIN et al.,
1991; LEVER et al., 1993; MULVANY et al., 2002) e de glicemia leve (BOUVET et
al., 2007), assim como em artérias coronarias de camundongos diabéticos db/db, as
guais apresentam aumento no namero de células do musculo liso vascular (KATZ et
al., 2011; TRASK et al., 2012).

O remodelamento hipertréfico para dentro observado nas AMR da prole O-DR
12 meses parece representar, assim como em outros modelos com hipertensao
arterial, um mecanismo contribuinte para a manutencdo do processo hipertensivo.
Esta concluséo se baseia no fato de que nessas artérias ocorreu uma diminuicdo do
didmetro interno, associado ao aumento da relacdo parede:limen; duas alteracfes
intimamente ligadas ao aumento da resisténcia vascular periférica. De acordo com a
Equacdo de Poiseuille, a resisténcia vascular varia inversamente proporcional a
quarta poténcia do raio; sendo esta uma funcdo das propriedades mecanicas
vasculares ativas e passivas. Considerando um dado nivel de ativacdo das células
musculares lisas e que este produz uma determinada forca por area de seccao
transversal, a pressdo contra a qual o vaso ird contrair, de acordo com a Lei de
Laplace, € proporcional a relacdo parede:limen ou mais especificamente a relacdo
média:lumen (MULVANY, 1984). Assim, este parametro pode ser considerado como
um dos mecanismos que contribuem para o aumento da resisténcia vascular

periférica e dessa forma para a manutencao da pressao arterial elevada.

A vasoconstricdo crbnica, a qual pode ser produzida por altera¢des funcionais

da parede vascular, dentre elas a disfuncdo do endotélio e 0 aumento da resposta
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miogénico, induz remodelamento das pequenas artérias de resisténcia, resultando
em diminuicdo do diametro luminal e em aumentos adicionais da resisténcia
vascular (BAKKER et al., 2002, 2004, 2005; DICKINSON et al., 2013; LAURENT;
BOUTOUYRIE, 2015). A resposta miogénica € um importante determinante da
resisténcia e, em ultima instancia, da pressao arterial. Ela se refere a capacidade
intrinseca de pequenas artérias de resisténcia em responder a uma gama de
pressfes fisiolégicas com um nivel de contracdo, independente das influéncias
neuro-humorais (MARTINEZ-LEMUS et al., 2005). No presente estudo, as AMR do
grupo O-CR nao apresentaram resposta miogénica, o que € compativel com estudos
previamente publicados (BRIONES et al., 2003). Entretanto, as AMR do grupo O-DR
responderam com contracdo ao aumento da pressdo intravascular, o que é
compativel com a resposta miogénica. Esta resposta foi observada até mesmo nas
AMR do grupo O-DR 3 meses (que nao apresentaram mudanca estrutural),
permanecendo inalterada até os 12 meses de idade. Portanto, baseado nestes
resultados é possivel postular que a resposta miogénica a partir dos 3 meses de
idade possa contribuir para as alteracdes funcionais observadas nas AMR do grupo
O-DR, além de contribuir para o desenvolvimento da hipertensdo a partir dos 6
meses de idade (RAMOS-ALVES et al., 2012a, 2012b). Além disso, € possivel
sugerir que esta resposta miogénica possa ser um fator contribuinte para o
remodelamento vascular observado mais tardiamente (aos 12 meses de idade), uma
vez que alteracOes desta resposta tém impacto sobre a estrutura vascular (IZZARD,
1995; 2005). E importante ainda ressaltar que além do ténus miogénico, as AMR da
prole O-DR com 3 meses de idade também apresentam reducdo da resposta
vasodilatadora mediada pelo endotélio, associada a mecanismos inflamatérios da
parede arterial decorrente do aumento da expressdo da ciclooxigenase-2 (COX-2)
(RAMOS-ALVES et al., 2012a, 2012b).

A via da COX-2 é uma fonte importante de espécies reativas de oxigénio
(EROs) em varias situacdes de risco cardiovascular, incluindo a hipertenséo arterial
(HERNANZ et al., 2014; MARTINEZ-REVELLES et al., 2013; VIRDIS; TADDEI,
2016). A COX-2 converte o acido araquidénico em prostaglandina Hz que depois é
transformada em prostandides a partir de enzimas especificas; este processo
também resulta na geracdo de EROs, sobretudo quando esta via esta super-
estimulada. A producdo destas espécies reativas, via COX-2, poderia ser uma das
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responsaveis pelo desenvolvimento da hipertrofia nas artérias de resisténcia da
prole exposta a hiperglicemia materna. As EROs desempenham um importante
papel fisiologico no controle do tbnus e da estrutura vascular e também podem
contribuir para mecanismos patologicos relacionados a disfuncdo endotelial,
inflamacdo e remodelamento vascular (AGUADO et al., 2015). O remodelamento
arterial € induzido por interacdes dinamicas entre fatores de crescimento locais,
substancias vasoativas locais e circulantes e estimulos hemodindmicos. A
identificacdo de mediadores envolvidos no remodelamento vascular vem crescendo
nas ultimas décadas; no entanto, até hoje, sabe-se que angiotensina ll, citocinas,
prostandides e EROs tém um papel fundamental (RENNA et al., 2013). As EROs sdo
capazes de induzir proliferacdo e migracdo das células do musculo liso vascular por

vias de sinalizagédo intracelular distintas.

Baseado nas evidéncias descritas anteriormente, € provavel que em vasos de
resisténcia da prole O-DR com 12 meses, a alteracdo da geometria arterial
observada no presente estudo represente um mecanismo adaptativo para reducéo
da tensédo de parede. A lei de Laplace estabelece a relagdo entre a tensédo de
parede, a pressao transmural e a espessura da parede dos vasos sanguineos
(GLAGOV et al.,, 1992). Esta lei € de fundamental importancia para entender
algumas caracteristicas do sistema cardiovascular e, principalmente, a fisiopatologia
do processo de remodelamento da parede arterial (LEHOUX; CASTIER; TEDGUI,
2006). De acordo com esta lei, a tenséo de parede (T) € igual a diferenca de presséo
intravascular e extravascular (pressao transmural, P) multiplicada pelo raio (R) e
dividido pela espessura de parede (EP) vezes 2 (T = P x R/ 2EP); portanto, é
inversamente proporcional ao diametro interno. Os resultados aqui obtidos
demonstraram que o diametro interno foi reduzido e a espessura de parede foi
aumentada nas AMR da prole O-DR com 12 meses em comparacao ao grupo O-CR.
Estas alteracdes explicam o menor estresse de parede observado nas artérias do
grupo O-DR em resposta ao aumento da pressédo intravascular. De acordo com
dados da literatura obtidos em outros modelos, estas alteracdes estruturais
funcionam como um mecanismo de protecdo da parede vascular contra possiveis
danos ocasionados pelo aumento da presséo transmural e, consequentemente, da
tensdo de parede. Na literatura, a reducdo ou a ndo alteracdo deste parametro esta

relacionada com um balanco geométrico devido a uma maior espessura da parede,
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visto em SHR (BRIONES et al., 2003; INTENGAN et al., 1999; QIU et al., 1995) e em
ratos com idade avancada (BRIONES; SALAICES; VILA, 2007), corroborando com

0s achados do presente estudo.

Diversos estudos previamente publicados demonstraram que o0
remodelamento vascular na hipertensdo cursa com alteracdes das propriedades
mecanicas da parede arterial (BAUMBACH; HEISTAD, 1989; BRIONES et al., 2003;
HAJDU; BAUMBACH, 1994; INTENGAN et al., 1999b; IZZARD et al., 2003). Estas
propriedades, por sua vez, sofre forte influéncia da MEC, a qual depende de vérios
processos biolégicos como ades&o, proliferacdo e migracéo celular (TUNON; RUIZ-
ORTEGA,; EGIDO, 2000). As interacdes funcionais e estruturais entre as proteinas
da MEC e as células musculares lisas, através de moléculas de adesao, por
exemplo, sdo importantes na manutencdo da integridade vascular, e qualquer
modificacdo contribui para alteracdes na rigidez da parede arterial. Na hipertenséo,
devido as alteracbes dos componentes da MEC e das correspondentes moléculas
de adesdo, as interagdes entre as células musculares lisas e as proteinas da MEC
se modificam quantitativamente e/ ou topograficamente, produzindo reorganizacao
das células do musculo liso e uma reestruturacéo da parede vascular (INTENGAN et
al., 1999Db).

O colageno representa uma das principais proteinas da MEC e um dos
determinantes importantes do modulo elastico (BANK et al.,1996), Em alguns
modelos de hipertensdo, o aumento da deposicdo de coldgeno é apontado como
uma das principais causas para o aumento da rigidez arterial (INTENGAN et al.,
1999b; LAURANT; TOUYZ; SCHIFFRIN, 1997). No presente estudo, comparando o
comportamento da relacéo stress-strain entre os grupos O-CR e O-DR 12 meses €
possivel observar que em todos os pontos superiores da curva existe um desvio
para a direita no grupo O-DR, com reducdo do valor de B (Incremental elastic
modulus), o que indica uma diminui¢cdo da rigidez arterial. A relagdo stress-strain é
uma medida que depende da geometria do vaso e da complacéncia vascular e
descreve a adaptacdo entre as forcas que agem na parede arterial. Estd bem
documentado que a parte inicial da curva (correspondente a relagéo stress-strain em
valores mais baixos de pressao) reflete o grau de estiramento das fibras elasticas,

engquanto que a parte superior da curva (correspondente a relagcéo stress-strain em
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valores mais altos de pressao) reflete a rigidez das fibras elasticas em seu grau
maximo de estiramento, assim como o grau de estiramento das fibras colagenas,
que nesse caso é muito restrito (DOBRIN, 1978). No presente estudo, a reducéo da
rigidez arterial no grupo O-DR pode ser explicada pela diminuicdo da expresséo de
colageno tipo 1 detectada nas AMR do grupo O-DR 12 meses, mesmo estes animais
nao apresentando alteracdo do conteudo total de colageno (determinado através da
técnica de Picro sirius). O mecanismo responsavel por essa menor expressdo de
coldgeno nas artérias de animais O-DR pode estar relacionado a um aumento da
sua degradacdo pela colagenase MMP-9, mesmo que estes animais tenham
apresentado reducado da expressao da colagenase MMP-2. Um estudo publicado por
Yabluchanskiy et al. (2013) demonstrou que a MMP-9 é induzida precocemente com
o desenvolvimento da hipertensédo, contribuindo para a quebra do colageno e para a
distensibilidade arterial. Esta tem sido implicada na modulacdo do ténus vascular
através da liberacdo de endotelina-1, um potente vasoconstritor (TANUS-SANTOS
et al., 2000; TANUS-SANTOS et al., 2000; FERNANDEZ-PATRON et al., 2001; VAN
DEN STEEN et al., 2002; BATTISTINI, 2003). Além disso, a expressdo da MMP-9
estd aumentada nas artérias com alta pressdo em comparacdo com 0S vasos sob
pressdo mais baixa (LEHOUX et al., 2004), e pode ser regulada positivamente pelas
EROs (RAJAGOPALAN et al., 1996). E importante ressaltar que o resultado
observado nas artérias dos animais O-DR 12 meses contrasta com a maioria dos
estudos em modelos animais de hipertensdo, onde é observado desvio a esquerda
da relacao stress-strain (maior rigidez) decorrente da maior deposicdo de colageno
na parede arterial (BRIONES; SALAICES; VILA, 2007; KIZU et al., 2003; WIGG et
al., 2004).

O remodelamento da MEC é influenciado tanto por forcas hemodinamicas
guanto por fatores extrinsecos, como a hiperglicemia, as citocinas inflamatorias, o
estresse oxidativo e alguns fatores de crescimento (ZIEMAN; MELENOVSKY; KASS,
2005). O balanco entre as MMPs e os seus inibidores teciduais (TIMPS) possui um
importante papel no remodelamento vascular (NAGASE; WOESSNER, 1999). Um
desbalanco entre eles pode levar ao acimulo ou a degradacdo da MEC (KENICHI et
al., 2004). Os resultados aqui obtidos mostram que a expressdo do TIMP-1 e -2 nao
apresentam diferenca significativa entre os grupos O-CR e O-DR, mesmo com a
expressao reduzida de MMP-2 e com a expressao elevada da MMP-9. Isso indica
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gue as alteracdes observadas na expressao das MMPs no grupo O-DR independem

do conteudo destas TIMPs, como previamente descrito por Berceli et al. (2004).

A MMP-9 processa varias citocinas, incluindo o TNF-a, a IL-1B e o TGF-B
(YABLUCHANSKIY et al., 2013). Esta ultima € uma citocina anti-inflamatoria que é
liberada no espaco extracelular na forma latente. O TGF- € reticulada a MEC e sua
maturacdo estad associada a varios mecanismos, incluindo protedlise. A MMP-9 é
capaz de clivar a pro-forma latente do TGF-B no seu estado ativo (YU;
STAMENKOVIC, 2000). Esta citocina multifuncional é capaz de regular o
crescimento e a diferenciacdo de muitos tipos celulares, bem como regular seu
ambiente na parede do vaso sanguineo (YABLUCHANSKIY et al.,, 2013). Sua
producéo pelo endotélio e/ou musculo liso é estimulada por forcas fisicas, fatores de
crescimento e substancias vasoconstritoras. Na hipertenséo, a transcricdo do gene
TGF-B1 € mais elevada por uma combinacao de estimulos fisicos e quimicos, com a
citocina atuando para aumentar a producado de proteinas da MEC ou para modular o
crescimento celular do musculo liso, produzindo hipertrofia, poliploidia ou
proliferacdo (STOUFFER; OWERS, 1994). O TGF-B1 é um provavel contribuinte

para o desenvolvimento de hipertrofia vascular na hipertensao (BOBIK, 2006).

Sabendo que o TGF-B1 é um importante fator de crescimento envolvido no
remodelamento vascular na hipertensdo (BOBIK, 2006; GAO et al., 2014), no
presente estudo foi investigado se a exposicao intrauterina ao diabetes mellitus foi
capaz de alterar a expressao desta citocina em AMR de animais com 12 meses de
idade, visto que estes apresentam hipertensdo e remodelamento vascular. Os
resultados obtidos mostram que esta prole apresentou aumento na expressao deste
fator de crescimento. Sabe-se que a MMP-9 ativa o TGF-B1, dados que sé&o
consistentes com observacdes anteriores em varios tipos de células in vitro. Assim, o
aumento da ativacdo da MMP-9 e da expressdo do TGF-B1 associado a exposicao
in utero a hiperglicemia materna, além do fator idade, parece ser responsavel por
regular a protedlise de proteinas da matriz, como a elastina e o colageno (o que
poderia estar contribuindo para uma maior complacéncia nestes animais),
aumentando consideravelmente o potencial de invasédo das células do musculo liso

vascular dentro da parede arterial, causando remodelamento hipertréfico.



98

Como ja mencionado, o diametro interno vascular depende das propriedades
ativas da parede arterial em resposta a pressao transmural e da complacéncia desta
parede. As alteragbes cronicas da estrutura vascular sdo coletivamente referidas
como remodelamento e devem ter efeitos importantes nas propriedades mecéanicas
dos vasos, como complacéncia e distensibilidade (LEVY et al., 1989), principalmente
na presenca de hipertensdo. A complacéncia é uma funcado de protecédo do vaso; é a
capacidade do vaso distender-se em resposta a aumentos de pressao intravascular,
dependendo, por sua vez, da geometria e da rigidez dos elementos que constituem
a parede vascular (VAN BORTEL et al.,1995). Esta pode ser reduzida caso o
didmetro interno diminua, como acontece na hipertensdo arterial, sendo este um
exemplo de efeito dependente da geometria, ou pode sofrer modificagbes em
consequéncia de mudancas do modulo elastico. Ja a distensibilidade arterial
representa a complacéncia corrigida para o tamanho do Iimen vascular e depende
da camada média e das propriedades elasticas intrinsecas da parede vascular
(CRIJNS et al., 1999; VAN BORTEL et al., 1995). Os resultados aqui apresentados
mostram que a complacéncia e a distensibilidade das AMR em func¢éo da presséo
intravascular estéo significativamente aumentadas no grupo O-DR com 12 meses de
idade, mesmo com o diametro interno reduzido. Supde-se que essas mudancas
mecanicas compensem a hipertrofia e o estreitamento do limen presente nestes
animais, como observados em outros modelos (CARACUEL et al., 2012;
INTENGAN; SCHIFFRIN, 2001; OGALLA et al., 2015).

Modificagbes na rigidez vascular também estdo associadas a mudancas
estruturais da lamina elastica interna (LEI), como alteracées do niumero e da area
das fenestras (BOUMAZA et al., 2001; BRIONES et al., 2003; JIMENEZ-ALTAYO et
al., 2007). Os resultados aqui revelam que a LEI das artérias do grupo O-DR 12
meses apresenta menor numero de fenestras, contrastando com o aumento de
distensibilidade observado nestas artérias. Apesar disso, foi observado um aumento
da area das fenestras e uma menor fluorescéncia da elastina na LEI das artérias do
grupo O-DR, embora estas diferencas ndo tenham alcancado significancia
estatistica. Estes resultados ajudam a explicar a maior distensibilidade e
complacéncia nas artérias do grupo O-DR 12 meses. Em artérias de resisténcia de
SHR, a reducao da area das fenestras, com consequente aumento da area ocupada
pela elastina na LEI esta associada a maior rigidez arterial (BRIONES et al., 2003).
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Apesar das evidéncias observadas e publicadas anteriormente pelo grupo de
pesquisa do Laboratério de Reatividade Vascular da UFPE de que a exposicao da
prole ao diabetes mellitus durante o periodo gestacional est4d envolvida no
desenvolvimento de alteracdes funcionais em artérias mesentéricas, faz-se
necessario a realizacdo de mais estudos que possam esclarecer os mecanismos

pelos quais esta exposicéo induz remodelamento vascular na prole.
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6 CONCLUSAO

Os resultados experimentais obtidos no presente estudo demonstram que a
exposicdo intrauterina ao diabetes mellitus materno é capaz de provocar alteracdes
nas propriedades miogénicas, mecanicas e estruturais na prole adulta. Estas
modificacdes estruturais, que se caracterizam por remodelamento hipertrofico para
dentro, acompanhadas de complacéncia e distensibilidade aumentadas, podem ser
uma forma de protecao da parede vascular aos danos ocasionados pelo aumento da
pressao arterial. Portanto, este remodelamento vascular da prole exposta a
hiperglicemia materna possivelmente contribui para a maior resisténcia vascular
periférica e consequentemente para a manutencdo da pressdo arterial elevada

nestes animais.
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